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ABSTRAKT 

    

 Novorozenecký screening cystické fibrózy umožňuje diagnostikovat pacienty 

s cystickou fibrózou v preklinickém stadiu nebo v době, kdy ještě nejsou klinické 

příznaky plně vyjádřeny. Na základě včasné diagnostiky pak mohou být pacienti 

s cystickou fibrózou léčeni již před vznikem ireverzibilních změn v organizmu,  

což významně prodlužuje a také zlepšuje kvalitu života. 

 

  Komentovaná verze dizertační práce se zabývá problematikou výběru 

vhodného screeningového programu pro cystickou fibrózu u novorozenců 

narozených v České republice a také stanovuje požadavky na jednotlivé analytické  

a molekulárně genetické stupně v porovnávaných screeningových algoritmech.  

 Cílem dizertační práce je navrhnout screeningové schéma detekující pacienty 

s cystickou fibrózou, které v podmínkách České republiky umožní dosáhnout 

optimálních parametrů v podobě vysoké senzitivity, specificity a přijatelné nákladové 

efektivity. 

 

ABSTRACT 

 

 Newborn screening for cystic fibrosis allows diagnosing patients with cystic 

fibrosis during asymptomatic stage of their disease or when the symptoms had not 

fully developed. Due to early diagnosis, patients with cystic fibrosis have the 

possibility to be treated prior to the occurrence of irreversible changes in the relevant 

organs, which leads to significantly improved quality of life and patient survival. 

 

 Commented version of the doctoral thesis presents issues concerning the 

selection of a suitable newborn screening programme for cystic fibrosis in neonates 

born in the Czech Republic and establishes requirements for particular analytical and 

molecular genetics tiers in the tested screening schemes. 

 The aim of this thesis is to nominate newborn screening protocol for cystic 

fibrosis that leads to optimal parameters in terms of its high sensitivity and specificity, 

including acceptable costs in the conditions of the Czech Republic health care 

system. 
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1. ÚVOD 

 

1.1. Cystická fibróza (CF) 

 

CF (MIM 219700; MKN-10 E84.0) je nejčastějším nevyléčitelným monogenním 

autozomálně recesivním onemocněním u evropských populací s prevalencí 

1 : 2 500 – 1 : 6 000 (Farrell, 2008). V České republice byla prevalence CF 

stanovena dřívějšími epidemiologickými studiemi (Brunecký, 1972; Houštěk and 

Vávrová, 1969) a následně molekulárně genetickými metodami (Macek et al., 1997) 

na cca 1 : 3 000 živě narozených dětí. Současná prevalence CF vycházející 

z výsledků novorozeneckého screeningu za období 2009 – 2012 odpovídá 1 : 6 330 

(Votava et al., 2014). Při zohlednění prenatální a preimplantační diagnostiky je 

populační riziko CF v České republice odhadováno na 1 : 4 500 (Votava et al., 2014). 

Onemocnění je způsobeno mutacemi v genu pro cystickou fibrózu, cystic 

fibrosis transmembrane regulator (CFTR) gene, který je lokalizován na dlouhém 

raménku chromozomu 7 (7q31.2). V genu CFTR bylo dosud objeveno přes 1900 

mutací a variant (Sosnay et al., 2013), z nichž však pouze 15 má v České republice 

četnost vyšší než 0,5 % (Křenková et al., 2013). Konečným produktem genu CFTR je 

stejnojmenný protein lokalizovaný na apikálních membránách buněk především 

v exokrinních žlázách a v sinobronchiálním systému. 

 

1.2. Klinický obraz 

 

1.2.1. Klinický obraz u novorozenců, kojenců a batolat 

 

Typickým příznakem CF v novorozeneckém období je mekoniový ileus, který 

je přítomen asi u 10-20 % všech novorozenců s CF (De Braekeleer et al., 1998; 

Munck et al., 2006). Další projevy CF v tomto věku mohou být protrahovaná 

novorozenecká žloutenka nebo nepřibývání na váze a zpomalený růst v důsledku 

malnutrice. Postižení dýchacích cest může v prvním roce života probíhat pod 

obrazem těžké bronchiolitidy. 
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1.2.2. Klinický obraz u větších děti, adolescentů a dospělých 

 

1.2.2.1. Sinopulmonální systém 

 

Postižení dýchacích cest je nejzávažnějším projevem onemocnění a je 

příčinou až 90 % úmrtí u CF. Typické jsou recidivující infekty dolních cest dýchacích 

nebo bronchopneumonie. Dochází postupně ke chronické kolonizaci dýchacích cest 

pro onemocnění typickými bakteriálními patogeny (Staphylococcus aureus, 

Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia complex) 

a rozvíjí se chronický zánět s exacerbacemi a tvorbou diseminovaných 

bronchiektázií. Zánět přechází z bronchů na okolní plicní tkáň s následnou fibrotizací 

plicního parenchymu a tvorbou emfyzematózních bul. Destrukce plicního 

parenchymu s hypoxickou plicní vazokonstrikcí vede k sekundární plicní hypertenzi 

a v konečné fázi k rozvoji cor pulmonale.  

U většiny pacientů s CF se objevuje chronická sinusitida s různě těžkým 

klinickým průběhem. 

 

1.2.2.2. Gastrointestinální systém  

 

1.2.2.2.1. Pankreas 

 

Známky zevní insuficience pankreatu má přibližně 85 % pacientů s CF 

(Vávrová a kolektiv, 2006a). Abnormálně hustý pankreatický sekret vede k obstrukci 

pankreatických duktů se zánětem a destrukcí acinů. Sekundárně pankreas fibrotizuje 

a atrofuje a snižuje se tvorba pankreatických enzymů. Pokud klesne produkce 

enzymů pod 2 % normálních hodnot, objeví se steatorea, malnutrice s hubnutím, 

hypalbuminemií, anemií a příznaky hypovitaminózy vitamínů rozpustných v tucích. 

Diagnosticky se jako známka pankreatické insuficience vyšetřuje koncentrace 

elastázy I ve stolici.   

Diabetes mellitus u CF (cystic fibrosis related diabetes mellitus; CFRD) se 

vyvine u 12–14 % pankreaticky insuficientních pacientů. S postupující věkem výskyt 

stoupá až na více než 25 % u CF pacientů starších 20 let (Brennan et al., 2004).  

U pankreaticky suficientních CF pacientů (cca 15 % pacientů) s různým 

stupněm pankreatické dysfunkce mohou být přítomny recidivující pankreatitidy.  
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Častější než u zdravé populace je u pacientů s CF přítomen gastroezofageální 

reflux, gastritida a gastroduodenální vředy. Asi u 5 % pankreaticky insuficientních CF 

pacientů se rozvíjí distální intestinální obstrukční syndrom (DIOS, obstrukce v 

terminálním ileu nebo v colon ascendens). 

 

1.2.2.2.2. Hepatobiliární systém 

 

V důsledku abnormálního transportu iontů dochází ke zvýšení viskozity žluče 

a snížení průchodnosti žlučovodů. Uplatňuje se i hepatotoxicita některých žlučových 

kyselin a sekundární zánět. Klinicky může probíhat jako cholelitiáza nebo stenóza 

ductus choledochus s cholestatickým ikterem a cholangoitidou.  

Při postižení jater se rozvíjí fokální biliární cirhóza, později přecházející do 

multilobární biliární cirhózy se všemi průvodními komplikacemi. Prevalence jaterní 

choroby je odhadována na 2–37 % všech případů CF (Colombo et al., 2002). 

 

1.2.2.3. Další postižení 

 

Pacienti s CF jsou ohroženi ztrátami soli potními žlázami vedoucí k iontové 

dysbalanci vnitřního prostředí (hyponatremie, hypochloremie, metabolická alkalóza). 

Na přítomnosti zvýšené koncentrace chloridových iontů v potu je založen 

diagnostický potní test.  

Asi 98 % dospělých mužů s diagnostikovanou CF trpí neplodností. Příčinou je 

kongenitální bilaterální ageneze vas deferens (congenital bilateral absence of the vas 

deferens; CBAVD) vedoucí k obstruktivní azoospermii.  

CF může být dále provázena komplikacemi, mezi které patří autoimunitní 

projevy (např. revmatoidni artritida), amyloidóza (postihující např. štítnou žlázu), 

osteoporóza, dilatační kardiomyopatie nebo postižení CNS (např. jako důsledek 

avitaminózy). 
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1.2.3. Klasická forma CF a skupina chorob související s CFTR (CFTR-related 

disorders; CFTR-RDs)  

 

Klasická forma CF je charakterizována chronickým a progresivním postižením 

respiračního systému, ve většině případů pankreatickou insuficiencí a pozitivním 

potním testem (tj. průměrné hodnoty koncentrací chloridových iontů v potu nad 

60 mmol/l) (LeGrys et al., 2007). Diagnóza je potvrzena molekulárně geneticky 

nálezem dvou patogenní mutací v genu CFTR v pozici trans. 

CFTR-RDs formy CF (Bombieri et al., 2011) (nepřesně označované jako 

atypické nebo mírné formy CF) jsou nejčastěji charakterizovány mírným postižením 

sinopulmonálního systému a pankreatickou suficiencí při hraničních hodnotách 

potního testu (tj. hodnoty 30 – 59 mmol/l). Klinická diagnóza těchto forem CF je 

obtížná, protože v diferenciálně diagnostickém přístupu je zejména v pediatrické 

praxi spíše než na CF pomýšleno na poruchy imunity a alergie. 

V některých případech může být přítomna jen nosní polypóza, recidivující 

sinusitidy, nespecifické plicní postižení, chronická idiopatická pankreatitida nebo 

izolovaná CBAVD u mužů - jedná se o tzv. monosymptomatické formy CFTR-RDs.  

Potní testy bývají u CFTR-RDs forem hraniční nebo v některých případech 

dokonce i v mezích negativity (tj. do 30 mmol/l). Molekulárně geneticky bývají často 

identifikovány alely genu CFTR s nejasnými klinickými důsledky.  

Projevy CF je nezbytné hodnotit i z hlediska věku pacientů. Nelze vyloučit, že 

s postupujícím věkem přejde CFTR-RD forma do klinického obrazu klasické formy 

CF. Je nutno zdůraznit, že mezi klasickými formami onemocnění až po jeho 

monosymptomatické formy existuje klinické kontinuum.  Z tohoto důvodu je nezbytná 

celoživotní dispenzarizace jedinců s CFTR-RD formami na specializovaném 

pracovišti. 
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1.3. Postnatální diagnostika CF 

 

Diagnóza CF vychází z klinického podezření. Abnormální funkci proteinu 

CFTR lze potvrdit potním testem s následným molekulárně genetickým vyšetřením 

genu CFTR.  

Výjimku z tohoto algoritmu představuje novorozenecký screening (NS) CF 

(NSCF), který umožňuje diagnostikovat CF ještě před rozvojem klinických příznaků. 

Problematice NSCF se podrobně věnuje kapitola 1.6. 

 

1.3.1. Potní test 

 

Potní test je považován za „zlatý standard“ diagnostiky CF (LeGrys, 2001). 

Princip testu spočívá ve stimulaci pocení pilokarpinovou iontoforézou na volárně 

ploše předloktí, sběru potu a v kvantitativním stanovení koncentrace chloridů 

v získaném materiálu (GIBSON and COOKE, 1959).  

Za normu je považována koncentrace chloridů v potu do 30 mmol/l. 

Opakované koncentrace chloridů ≥ 60 mmol/l svědčí s velkou pravděpodobností pro 

CF (LeGrys, 2001; LeGrys et al., 2007). Hraniční hodnoty, tj. 30 – 59 mmol/l, mohou 

svědčit pro CFTR-RDs formy, mohou být patrny u zdravých nosičů jedné mutace 

genu CFTR nebo vzácně mohou být i důsledkem jiného onemocnění (např. 

hypothyreoza, hypoparathyreoza, nefrotický syndrom, mukopolysacharidoza, 

malnutrice atd). V případě hraničního výsledku potní test opakujeme a je-li 

opakovaně hraniční, je třeba použít další diagnostické nebo laboratorní metody. 

 

1.3.2. Molekulárně genetické vyšetření genu CFTR 

 

U pacienta s podezřením na CF na základě klinického obrazu a výsledku 

potního testu je indikované molekulárně genetické vyšetření genu CFTR.  

Strategie molekulárně genetického vyšetření je závislá na technických a 

finančních možnostech jednotlivých laboratoří. V současné době většina laboratoří 

v České republice používá k diagnostice komerčně dostupné diagnostické soupravy 

s různým počtem vyšetřovaných alel v genu CFTR. Optimálně by tyto diagnostické 

panely měly zachycovat více než 90 % populačně specifických patogenních alel. 

Zahrnuty by měly být také mutace specifické pro národnostní menšiny.  
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Pokud jsou u probanda nalezeny 2 jednoznačně patogenní mutace (tzv. „CF-

causing“ mutace) CFTR genu, je nutné molekulárně genetické vyšetření obou rodičů, 

aby byla ověřena pozici trans obou nalezených mutací. Patogenita jednotlivých 

mutací je ve většině případů odvozena z klinického stavu pacienta a je uvedena v 

mezinárodní databázi CFTR2 (“The Clinical and Functional Translation of CFTR, a”). 

Dosud byla patogenita jednotlivých alel ověřena expresními a funkčními studiemi 

pouze u cca 8 % všech popsaných alel genu CFTR (Sosnay et al., 2013). 

Pokud diagnostické soupravy s omezeným počtem vyšetřovaných alel genu 

CFTR odhalí pouze jednu mutaci nebo neodhalí mutaci žádnou, a přitom klinické 

a/nebo laboratorní podezření na diagnózu CF odůvodněně přetrvává, následuje 

rozšířené molekulárně genetické vyšetření intragenových delecí a duplikací genu 

CFTR (pomocí metody Multiplex ligation-dependent probe amplification; MLPA) 

a/nebo sekvenování kódující sekvence genu CFTR a přilehlých intronových oblastí. 

V případě, že ani rozšířené molekulárně genetické vyšetření nevede k nálezu 2 

mutací, nelze CF definitivně vyloučit. Podstatou onemocnění mohou být např. 

mutace nacházející se hluboko v intronech nebo v regulačních oblastech.  

V blízké době lze k diagnostice CF očekávat rozšíření používání technologií 

založených na sekvenování nové generace (Next Generation Sequencing; NGS) 

(Trujillano et al., 2013). 

 

1.3.3. Transepiteliální rozdíl potenciálů 

 

Potní test a molekulárně genetické vyšetření jsou nejdůležitějšími metodami 

v diagnostice CF. Výsledky těchto vyšetření však nejsou vždy jednoznačné. V tom 

případě lze využít další metodu, měření rozdílu transepiteliálních potenciálů v nosní 

sliznici nebo v rektálních biopsiích (Ahrens et al., 2002). Aktivní transport sodíku a 

chloridů buněčnými membránami určuje složení tekutiny na povrchu sliznic a 

generuje transepiteliální rozdíl potenciálů. Vzhledem k náročnosti a obtížné 

interpretovatelnosti se tato vyšetření provádí pouze na několika pracovištích 

v Evropě a mají především smysl při charakterizaci případů CFTR-RD (Sermet-

Gaudelus et al., 2010). 
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1.4. Patofyziologie cystické fibrózy 

 

1.4.1. CFTR gen, mutace genu CFTR 

 

CFTR gen byl metodou pozičního klonování objeven v roce 1989. Gen je 

evolučně vysoce konzervovaný, nalézá se na dlouhém raménku 7. chromozomu v 

oblasti 7q31.2, má 27 exonů a délku cca 250 kb. Mutace v genu CFTR jsou 

ancestrální povahy, tj. jsou přenášeny z generace na generaci. Germinální de novo 

mutace jsou v genu CFTR velmi vzácné a mají četnost přibližně 1: 1100 rodin s CF 

(Girodon et al., 2008). Somatické mutace v genu CFTR nebyly dosud nalezeny.  

Mutace genu pro CFTR se v populaci udržely kvůli zatím nejasné evoluční 

výhodě přenašečů. Zvažuje se zvýšená odolnost heterozygotů vůči infekčním 

enterotoxickým průjmovým onemocněním. Nicméně nízká prevalence mutací v genu 

CFTR např. u asijských populací tuto teorii příliš nepodporuje.  

Z dosud známých více než 1 900 mutací a variant v genu CFTR (“Cystic 

Fibrosis Mutation Database, a”) je cca 82 % alel považováno za kauzální pro rozvoj 

CF, 14 % představují alely bez zřejmého klinického projevu a zbývající 4 % jsou alely 

s nejasným klinickým dopadem (Ferec and Cutting, 2012). 

Podle toho, na jaké úrovni mutace zasáhne tvorbu, intracelulární transport a 

funkci proteinu, jsou mutace rozděleny do pěti základních tříd (Obr. č. 1).  

Mutace I. třídy blokují syntézu nebo těžce alterují strukturu proteinu CFTR 

zařazením předčasného stop kodonu v CFTR-mRNA. Patří sem zejména „nonsense“ 

mutace (nesmyslné mutace; např. p.Gly542X) a „frameshift“ mutace (posunové 

mutace, které narušují čtecí rámec genu CFTR; např. p.Leu671X). Důsledkem je 

absence CFTR proteinu na apikální membráně epiteliálních buněk.  

Rovněž pro mutace II. třídy je charakteristická nepřítomnost chloridového 

kanálu na buněčném povrchu. Příkladem je celosvětově nejrozšířenější mutace 

p.Phe508del (delece 3 pb vedoucí k ztrátě fenylalaninu na pozici 508 v 10. exonu 

genu CFTR). Celosvětově představuje cca 70% (Ferec and Cutting, 2012) všech 

mutací v tomto genu. Ztráta jediné aminokyseliny znemožní správnou posttranslační 

glykosylaci vedoucí k abnormální terciární konformaci proteinu a jeho následné 

degradaci v endoplasmatickém retikulu. 

Mutace III. třídy vedou k přítomnosti abnormálního proteinu CFTR na 

apikálním povrchu buněk. Postižena je především jeho aktivace nebo regulační 
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funkce. Typickým příkladem je „missense“ mutace (mutace vedoucí k záměně 

aminokyselin; např. p.Gly551Asp), která zabrání vazbě ATP na příslušnou doménu 

chloridového kanálu a tím znemožní otevření iontového kanálu CFTR proteinu. 

V souhrnu tak lze říci, že třídy I - III jsou spojeny s minimální aktivitou nebo 

nepřítomností proteinu CFTR způsobují převážně klasickou formu CF.  

Mutace IV. třídy vedou k přítomnosti normálního množství defektního CFTR 

proteinu, který má zachovanou reziduální funkci chloridového kanálu. Patří sem 

klinicky „mírné“ mutace jako např. komplexní alela c.[350G>A;1210-12T[7]] spojená 

obvykle s pankreatickou suficiencí a velmi variabilním průběhem sinopulmonálního 

onemocnění. 

Mutace V. třídy jsou charakterizované sníženým množstvím plně funkčního 

CFTR proteinu. Patří sem především sestřihové mutace, které vedou k neefektivnímu 

sestřihu mRNA genu CFTR, např. mutace c.3717+10kbC>T, vedoucí opět k 

„lehčímu“ průběhu CF (Duguépéroux and De Braekeleer, 2005). 

Mutace IV. a V. třídy jsou spojeny s větší variabilitou klinického průběhu oproti 

mutacím z I. – III. třídy a nalézáme je signifikantně častěji u CFTR-RDs forem a 

monosymptomatických forem CF. 

Je nutno zdůraznit, že rozdělení alterací CFTR genu na patogenní, mírné a 

benigní varianty je arbitrární povahy, protože mezi nimi neexistují z funkčního 

hlediska ostré hranice.  

 

Obr. č. 1: Schématické znázornění základních tříd mutací v genu CFTR 

 

Obrázek převzat z Claustres, 2005  

 

Legenda: Normal – normální, synthesis – syntéza, maturation – vyzrávání, regulation 

– regulace, conductance - vodivost, quantity - kvantita 
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1.4.2. CFTR protein 

 

Protein CFTR se skládá z 1 480 aminokyselin a patří do skupiny tzv. „ATP-

binding cassette“ transmembránových transportních proteinů. Jeho základní funkcí je 

transport chloridových iontů přes buněčné membrány, dále regulace sodíkového 

kanálu ENaC (Epithelial Sodium Channel) (Stutts et al., 1995) a chloridového kanálu 

ORCC (Outwardly Rectifying Chloride Channel) (Jovov et al., 1995; Schwiebert et al., 

1994).  

CFTR protein je tvořen 5 základními segmenty (Obr. č. 2): a) Dvěma 

transmembránovými segmenty MSD1 a MSD2 („Membrane Spanning Domain“); 

každý segment MSD1 a MSD2 je dále tvořen 6 transmembránovými doménami, b) 

dvěma v cytoplazmě se nacházejícími doménami označovanými NBD1 a NBD2 

(„Nucleotide Binding Domain“) a c) nepárovou regulační R doménou („Regulatory 

Domain“). 

Podle mechanického modelu funkce proteinu CFTR domény MSD1 a MSD2 

vytvářejí samotný chloridový kanál spojující cytoplazmatickou oblast s lumen žlázy a 

ukotvující protein CFTR v buněčné membráně. K otevření kanálu je nezbytná 

fosforylace regulační R domény proteinkinázou A. Následná vazba ATP na NBD1 a 

NBD2 změní jejich konformaci, čímž způsobí vertikální posun R domény, která tak 

umožní otevření chloridového kanálu a přesun chloridových iontů přes membránu 

(Harris and Argent, 1993).  

Mutace nacházející se v exonech 3 – 7 postihují funkci domény MSD1, 

v exonech 9 – 12 porušují funkci domény NBD1, v exonu 13 postihují funkci R 

domény, v exonech 14 – 18 porušují funkci domény MSD2 a v exonech 19 – 22 

narušují fungování domény NBD2 proteinu CFTR (Vávrová a kolektiv, 2006b). 
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Obr. č. 2: CFTR protein a jeho domény 

 

 

 

Obrázek převzat z “Cystic Fibrosis Mutation Database, b”  

 

Protein CFTR je exprimován tkáňově specifickým způsobem v epiteliálních 

buňkách, a to ve shodě s klinickým obrazem CF. Ve většině tkání se protein CFTR 

nachází na apikální membráně buněk, zatímco v potní žláze je jak v apikální tak i 

v bazální části sekretorických buněk.  

V poslední době byla popsána i exprese CFTR proteinu mimo epitel 

exokrinních žláz, a to např. v kardiomyocytech, lymfocytech a endotelu cév (Kulaksiz 

et al., 2004; Tousson et al., 1998). 

 

1.4.3. Proteiny ENaC a ORCC  

 

Je všeobecně přijato, že protein ENaC se podílí na patofyziologii plicního 

onemocnění u CF (Gianotti et al., 2013; Ismailov et al., 1996). ENaC je 

transmembránový protein složený ze tří podjednotek α, β, γ. Každá z podjednotek je 

kódována vlastním genem (SCNN1A, sodium channel nonvoltage-gated 1, alpha; 

SCNN1B sodium channel nonvoltage-gated 1, beta a SCNN1G, sodium channel 

nonvoltage-gated 1, gamma) (Jasti et al., 2007). Protein CFTR ne zcela jasným 

mechanismem snižuje aktivitu ENaC kanálu, který je za normálních okolností 

v dýchacích cestách zodpovědný za absorbci sodíkových iontů do buněk.  
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Ztráta funkce proteinu CFTR tak v dýchacích cestách kromě snížené sekrece 

chloridových iontů vede ke zvýšené absorbci sodíkových iontů (Boucher, 2007; 

Knowles and Boucher, 2002). Konečným důsledkem je pak na základě osmotických 

vlivů snížené množství periciliární tekutin v lumen dýchacích cest. 

Protein ORCC, který slouží jako chloridový kanál, se nachází na buněčných 

membránách řady epiteliálních buněk. Normálně fungující protein CFTR je schopen 

prostřednictvím adenosintrifosfátu (ATP) (přímo či za pomoci dalšího proteinu) 

aktivovat kanál ORCC a umožnit tak transport chloridových iontů (Schwiebert et al., 

1999; Stutts et al., 1992). Ztráta funkce proteinu CFTR tak prostřednictvím kanálu 

ORCC způsobí další snížení sekrece chloridových iontů vedoucí společně s dalšími 

mechanismy k dehydrataci mukoidních sekretů. Schématicky je interakce 

jednotlivých proteinů znázorněna na obrázku č. 3. 

 

Obr. č. 3: Protein CFTR a jeho interakce s proteiny ENaC a ORCC  

 

 

 

Obrázek převzat a upraven dle Schwiebert et al., 1999 

 

Legenda: apex – odpovídající apikálnímu povrchu buňky, plasma membrane – 

plazmatická membrána 
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1.4.4. Patofyziologie - shrnutí 

 

Názory na podstatu iontové poruchy u CF prošly v posledních letech vývojem 

a dosud není úplná podstata iontového defektu u CF zcela jasná. V principu je CF 

podmíněna kombinací sekretorického a resorpčního defektu iontů přes membrány. 

Princip spočívá v inaktivitě chloridových a v hyperaktivitě sodíkových kanálů 

(Schwiebert et al., 1999).  

V důsledku narušení proteinu CFTR dochází k abnormálnímu transportu 

chloridových a sodíkových iontů přes epiteliální membrány, čímž je porušena 

osmotickými mechanizmy podmíněná hydratace mukoidních sekretů příslušných 

orgánů. Tento mechanizmus vede k jejich zvýšené viskozitě, obstrukci a 

chronickému zánětu s progresivní destrukcí postižených cílových orgánů ireverzibilní 

fibrotizací. 
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1.5. Léčba  

 

I přes velké pokroky v léčbě zůstává CF stále nevyléčitelným onemocněním 

ad integrum. 

Standardní léčba CF se skládá ze tří základních pilířů: lékařské péče, léčebné 

rehabilitace a nutriční terapie. V rámci komplexní péče o pacienty s CF se na délce 

přežívání a kvalitě života podílí novorozenecký screening CF, který umožňuje zahájit 

léčbu ještě před plným rozvinutím klinického obrazu, a mutačně specifická terapie 

CF, která je založena na výběru vhodného léku (léčivého přípravku pro vzácná 

onemocnění – „orphan drug“) dle konkrétního genotypu každého pacienta. 

V současné době se v rámci mutačně specifické terapie CF uplatňují zejména tzv. 

potenciátory a korektory CFTR proteinu. 

CFTR potenciátory jsou látky, které umožňují zprůchodnit poškozený 

chloridový kanál u pacientů s alespoň jednou mutací III. nebo IV. třídy. Podmínkou 

pro fungování těchto přípravků je proto přítomnost defektního CFTR proteinu na 

buněčném povrchu. Příkladem je přípravek VX-770, ivacaftor (KalydecoTM, Vertex 

Pharmaceuticals; www.vrtx.com), který představuje účinnou léčbu pro pacienty s 

alespoň jednou mutací p.Gly551Asp (Ramsey et al., 2011). V nedávné době bylo 

prokázáno, že tento přípravek je účinný u dalších 8 mutací III. třídy (H. Yu et al., 

2012). 

Další možností léčby jsou CFTR korektory, které na rozdíl od potenciátorů 

umožňují obnovit přítomnost chloridového kanálu na buněčném povrchu, tj. jsou 

účinné v případech, kde původně žádný chloridový kanál na buněčném povrchu v 

důsledku onemocnění nebyl. Příkladem je přípravek VX-809, lumacaftor (Vertex 

Pharmaceuticals) vhodný pro pacienty s alespoň jednou mutací p.Phe508del. 

Přípravek VX-809 je v současné době ve fázi klinického hodnocení (“A Phase 3 

Rollover Study of Lumacaftor in Combination With Ivacaftor in Subjects 12 Years and 

Older With Cystic Fibrosis”). K dosažení plného terapeutického účinku u pacientů 

s CF s alespoň jednou mutací p.Phe508del je nutná kombinace lumacaftoru 

s ivacaftorem (Baroni et al., 2014), aby se protein nejen na apikální povrch buněk 

dostal, ale i aktivoval. 

U pacientů s CF narozených v České republice do roku 1975 byl medián 

přežití 13,6 roků a začátkem 90. let 20. století 23,5 roků (Vávrová a kolektiv, 2006c). 

Díky komplexní péči lze u našich současných žijících pacientů s CF předpokládat 
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výrazně vyšší průměrný věk dožití. Zatímco odhady průměrné výše předpokládaného 

věku dožití u žijících pacientů v České republice nejsou k dispozici, britské studie 

odhadují průměrný věk dožití u dětí s CF narozených v roce 2009 ve Velké Británii na 

více než 50 let (Dodge et al., 2007; Hurley et al., 2014). Kromě délky života se 

významně zlepšuje především také kvalita života všech pacientů s CF (Dijk and 

Fitzgerald, 2012).  



24 
 

1.6. Novorozenecký screening 

 

NS se rozumí aktivní a celoplošné vyhledávání chorob v jejich časném stadiu 

tak, aby se tyto choroby diagnostikovaly a léčily dříve, než se stačí projevit a způsobit 

dítěti nevratné poškození zdraví. NS je založen na analýze suché kapky krve na 

filtračním papírku (tzv. Guthrieho kartičce) odebírané za definovaných podmínek 

všem novorozencům.  

V České republice se v rámci NS t. č. vyšetřuje 13 onemocnění 

(“Novorozenecký screening,” 2013): kongenitální hypotyreóza, kongenitální adrenální 

hyperplazie, CF, dědičné poruchy látkové výměny aminokyselin (tj. fenylketonurie a 

hyperfenylalaninemie, leucinóza, glutarová acidurie typ I, izovalerová acidurie) a 

dědičné poruchy látkové výměny mastných kyselin (deficit acyl-CoA dehydrogenázy 

mastných kyselin se středně dlouhým řetězcem, deficit 3-hydroxyacyl-CoA 

dehydrogenázy mastných kyselin s dlouhým řetězcem, deficit acyl-CoA 

dehydrogenázy mastných kyselin s velmi dlouhým řetězcem, deficit 

karnitinpalmitoyltransferázy I a II, deficit karnitinacylkarnitintranslokázy).  

 

Hodnotícími parametry screeningových programů jsou:   

 

1) senzitivita, P/(P+FN) = poměr počtu postižených jedinců zachycených 

screeningovým testem (P) k celkovému počtu postižených jedinců ve screenované 

kohortě, tj. připočtením testem nezachycených jedinců - falešně negativních (FN);  

2) specificita, N/(N+FP) = poměr počtu jedinců hodnocených screeningovým 

testem jako negativní (N) k celkovému počtu zdravých jedinců ve screenované 

kohortě, tj. připočtením testem zachycených zdravých jedinců – falešně pozitivních 

(FP);   

3) pozitivní prediktivní hodnota (PPV), P/(P+FP) = poměr počtu postižených 

jedinců zachycených screeningovým testem (P) k celkovému počtu jedinců 

hodnocených testem jako pozitivní, tj. připočtením falešně pozitivních (FP). Či jinými 

slovy pravděpodobnost, že pozitivní výsledek NS znamená postiženého jedince.   

Senzitivita a specificita testu závisí na vybrané hranici hodnoty měřeného 

analytu mezi negativitou a pozitivitou testu (tzv. cut-off hodnota). Oba parametry se 

chovají jako „spojitá nádoba“, tj. čím vyšší je senzitivita, tím nižší je specificita a 

obráceně. Senzitivita a specificita budou kolísat v souladu s rozhodnutím o cut-off 
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hodnotách a podle toho, jaké množství falešně pozitivních a negativních výsledků 

může být v programu tolerováno.  

Dle doporučení pracovní skupiny novorozeneckého screeningu pro CF je za 

vysokou senzitivitu považována hodnota > 0,95 a pozitivní prediktivní hodnota 

(PPV) > 0,3 (Southern et al., 2013). 

Dalším požadavkem je časný výsledek o pozitivitě screeningu umožňující 

časné odeslání na specializované pracoviště. Pojmem pozitivní screening se rozumí, 

že jedinec má zvýšené riziko, že daným onemocněním trpí a je proto nezbytné 

provést návazné diagnostické testování, které onemocnění potvrdí nebo vyloučí. 

  

1.6.1. Novorozenecký screening cystické fibrózy 

  

Základní principy pro provádění NSCF vycházejí z obecných principů dle 

Wilsona a Jungnera pro screening ostatních onemocnění (Cornel et al., 2014): 

 

1) Průběh nemoci a její mechanismy jsou známé; 

2) Onemocnění je významným socioekonomickým problémem (choroba má závažný 

průběh a léčba je finančně nákladná); 

3) Je relativně častá;  

4) Včasná diagnostika zkvalitňuje, a lze předpokládat, že i prodlužuje život pacientů 

(Dijk and Fitzgerald, 2012; Lai et al., 2004); 

5) Včasná klinická diagnostika bez NS v České republice selhává (Vávrová et al., 

2006); 

6) Včasná diagnostika je prevencí úmrtí z nediagnostikované choroby (např.  

v metabolickém solném rozvratu kojenců či rychlou progresí plicního postižení); 

7) Předpokládané náklady NS jsou nižší než náklady léčby komplikací choroby  

z pozdní diagnostiky (Nshimyumukiza et al., 2014; Sims et al., 2007); 

8) Včasná diagnostika redukuje stres rodiny s chronicky nemocným dítětem  

s nejasnou příčinou obtíží při pozdní diagnostice a tím i obecně zvyšuje důvěru  

ve zdravotnický systém;  

9) Včasná diagnostika pomáhá optimalizovat genetické poradenství a umožňuje 

informovanou reprodukci; 
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10) Při celoplošném provádění NSCF lze efektivněji soustředit pacienty do klinických 

center, která mají s nemocí zkušenosti a kde jim je zajištěna komplexní péče. Tím lze 

odstranit nerovnoměrnost v kvalitě péče o pacienty.  

 

 Diagnóza CF stanovená během prvních 2 měsíců života, a z toho vyplývající 

časná léčba, vede k mírnějšímu postižení sino-bronchiálního systému (Farrell et al., 

2001; Munck et al., 2006), lepšímu prospívání a tím i k celkově příznivější prognóze 

onemocnění s delším přežíváním (Dijk and Fitzgerald, 2012; Lai et al., 2004). Navíc 

časná diagnóza CF v rámci NSCF snižuje náklady na léčbu (Nshimyumukiza et al., 

2014; Sims et al., 2007) a snižuje stres rodičů v porovnání s pozdní diagnózou 

(Balfour-Lynn, 2008; Baroni et al., 1997).  

Na základě všeobecně uznávaného názoru o prospěšnosti NSCF byl v mnoha 

státech zaveden celoplošný NSCF využívající různé typy screeningových protokolů 

(Castellani and Massie, 2010; Castellani et al., 2009; Comeau et al., 2007; Southern 

et al., 2007). Ačkoliv je v současné době celosvětově popsáno více než 70 různých 

screeningových schémat, vždy je prvním krokem imunochemické stanovení 

imunoreaktivního trypsinogenu (IRT) (Crossley et al., 1981; Therrell et al., 2012) ze 

suché krevní skvrny odebrané novorozenci na filtrační papírek.  

IRT v krvi novorozenců s CF je zvýšen, protože pankreas pacientů s CF je již 

prenatálně poškozen blokádou acinárních duktů vazkým hlenem. Aciny produkují IRT 

a obstrukce pankreatických duktů způsobí, že IRT přestoupí do krve ve vyšší 

koncentraci. S postupujícím věkem a atrofizací pankreatu produkce enzymu 

postupně klesá, a proto se pro pozdější diagnostiku nehodí.  

IRT je však nespecifický marker (Ravine et al., 1993). Vyšší koncentraci IRT 

má i část zdravé populace, zejména zdraví nosiči jedné mutace genu CFTR 

(Castellani et al., 2005; Comeau et al., 2004), vliv má také etnický původ 

vyšetřovaných (Castellani and Massie, 2010; Giusti and New York State Cystic 

Fibrosis Newborn Screening Consortium, 2008). IRT může být také zvýšen u 

chromozomálních aberací, některých vrozených vývojových vad ledvin, srdce a 

neurální trubice nebo jako následek perinatální hypoxie (Ravine et al., 1993). 

  



27 
 

1.6.1.1. Schémata NSCF 

 

1.6.1.1.1. IRT jako první krok 

 

Iniciální cut-off hodnota pro IRT má zásadní význam pro senzitivitu i specificitu 

screeningového schématu. Požadované senzitivity lze dle některých autorů 

dosáhnout s cut-off hodnotou pro IRT ≥ 99. percentil (Wilcken et al., 1995), dle jiných 

autorů je vhodnější použít cut-off hodnotu ≥ 95. – 97. percentil (Comeau et al., 2004; 

Wagener et al., 2012). Další snižování cut-off hodnoty pro IRT má už jen malý efekt 

na senzitivitu, ale výrazně snižuje PPV bez ohledu na následující kroky.  

Celosvětově rovněž existují rozdíly v načasování odběru iniciálního IRT. 

Zatímco ve většině evropských zemí se IRT odebírá 2. – 3. den postnatálně a 

v některých dokonce 5. – 8. den, v USA se IRT odebírá 1. – 2. den (Southern et al., 

2007). 

IRT je sám o sobě dostatečně senzitivním biochemickým markerem, je však 

spojen také s vysokou falešnou pozitivitou. Proto u novorozenců s IRT nad 

stanovenou cut-off hodnotu následuje druhý a v některých případech také třetí a 

čtvrtý krok s cílem zlepšit PPV.  

 

1.6.1.1.2. Druhý krok 

 

Opakované stanovení IRT, tj. IRT/IRT protokol 

 

Koncentrace IRT v krvi u novorozenců s CF klesá pomaleji než u 

novorozenců, kteří CF nemají (Rock et al., 1990). Proto zvýšená hladina IRT 

s odstupem 2 a více týdnů zjištěná z druhého odběru může svědčit pro diagnózu CF.  

K potvrzení či vyloučení diagnózy CF u probandů splňujících kritéria pro 

IRT/IRT schéma je nezbytné provést potní test. Podle nastavené cut-off hodnoty IRT 

v prvním odběru je potní test indikovaný u 1 - 5 % novorozenců. 

IRT/IRT protokoly tak stále vedou k vysokému počtu falešných pozitivit 

(Castellani et al., 2009; Ross, 2008) - zdravá část populace novorozenců a jejich 

rodin je vystavena nepřiměřené zátěži a nadbytečnému stresu, což protokoly IRT/IRT 

významně znehodnocuje. IRT/IRT schéma však lze použít v případech, kdy příslušná 
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legislativa neumožňuje DNA analýzu u novorozenců nebo je v dané populaci nízká 

záchytnost mutací genu CFTR díky značné populační heterogenitě. 

 

DNA analýza genu CFTR, tj. IRT/DNA protokol 

 

U novorozenců, u kterých byla zjištěna koncentrace IRT nad stanovenou 

cut-off hodnotu, následuje ve druhém analytickém stupni molekulárně genetické 

vyšetření genu CFTR. Vyšetření probíhá ze stejné krevní skvrny, ze které se vyšetřil 

IRT, tedy bez jakékoliv přídavné zátěže novorozence a rodiny. 

IRT/DNA protokoly v závislosti na stanovené cut-off hodnotě pro IRT a na 

počtu vyšetřovaných mutací dosahují vysoké senzitivity a specificity (Farrell et al., 

2008; Ross, 2008) a jsou nejrozšířenější strategií používanou v rámci NSCF 

(Castellani et al., 2009; Southern et al., 2007).  

Většina těchto protokolů používá komerčně dostupné diagnostické soupravy 

vyšetřující nejčastější populačně specifické mutace genu CFTR. Pokud se při 

vyšetření prokáží dvě mutace, je diagnóza CF velmi pravděpodobná. Pro potvrzení 

diagnózy CF, a vyloučení některých méně obvyklých situací (např. přítomnost obou 

mutací v pozici cis, záměna vzorku), následuje diagnostický potní test. V případě 

nálezu 1 mutace následuje potní test k rozlišení, zda se jedná o zdravého 

heterozygota (koncentrace chloridů v potu do 30 mmol/l) nebo pacienta s CF 

(koncentrace chloridů nad 60 mmol/l), kde druhá, vzácnější mutace, není součástí 

použité diagnostické soupravy. U probanda s nalezenou 1 mutací v genu CFTR a 

pozitivním potním testem následuje rozšířené molekulárně genetické vyšetření 

(MLPA, sekvenace všech exonů genu CFTR) s cílem detekovat druhou kauzální 

mutaci. 

Mezi nevýhody těchto protokolů patří zejména detekce zdravých heterozygotů 

a probandů s nejasnou diagnózou, což není cílem NSCF. Protokoly nejsou vhodné 

pro etnicky heterogenní populace, kde můžeme očekávat přítomnosti takových 

mutací, které nejsou součástí použitého kitu. Důsledkem je pak nižší senzitivita. 

V některých zemích je dále legislativně problematické zavést molekulárně genetické 

vyšetření do celoplošného screeningového programu. Podrobně jsou tyto nevýhody 

diskutovány v kapitole 3.1.1. 
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Stanovení Pancreatitis-Associated Proteinu (PAP), tj. IRT/PAP protokol 

 

V roce 1999 představil prof. Jacques Sarles (Sarles et al., 1999) biochemický 

marker pancreatitis-associated protein. Jde o sekreční cirkulující protein, který je 

indukovaný akutním postižením pankreatu, je zvýšený u pacientů s CF, ale také 

např. u pacientů trpících akutní pankreatitidou (Iovanna et al., 1994). PAP je 

stanovován ze stejné krevní skvrny jako iniciální IRT. PAP sám o sobě je vysoce 

senzitivní, ale málo specifický, obdobně jako IRT. Pokud je použit ve druhém 

analytickém stupni u novorozenců se zvýšeným IRT, specificita se zvyšuje. V 

případě, že je koncentrace PAP zvýšená nad stanovenou cut-off hodnotu, je proband 

pozván k potnímu testu k potvrzení či vyloučení CF (Sarles et al., 2005).  

Ačkoliv většina IRT/PAP protokolů nebyla testována na velkých populacích, 

dosud proběhlé studie (Sarles et al., 2014, 2005; Sommerburg et al., 2010; Vernooij-

van Langen et al., 2012) prokázaly senzitivitu srovnatelnou s IRT/DNA protokoly, i 

když za cenu nižší PPV. Výhodou těchto protokolů jsou nižší ekonomické náklady a 

nepřítomnost nevýhod spojených s molekulárně genetickou analýzou genu CFTR 

(podrobně viz kapitola 3.1.1.).  

Nedávná data z Austrálie prokázala, že senzitivita PAP je nižší při odběru 

krevní skvrny před 2. dnem života novorozence (Ranieri, 2013). Vzhledem k tomu, že 

odběr krve pro NS probíhá ve většině států USA již mezi 1. – 2. dnem postnatálně, 

nejsou IRT/PAP protokoly pro tyto státy vhodné. 

 

1.6.1.1.3. Třetí krok 

 

Rozšířené molekulárně genetické vyšetření genu CFTR 

 

Některé IRT/DNA protokoly využívají jako třetí krok rozšířené molekulárně 

genetické vyšetření genu CFTR, jde o tzv. IRT/DNA/DNA protokoly. U novorozenců, 

u kterých je pomocí panelu s limitovaným počtem mutací v rámci DNA analýzy v 2. 

kroku nalezena 1 mutace v genu CFTR, následuje rozšířené molekulárně genetické 

vyšetření (obvykle sekvenování všech exonů dle Sangera; nově je zvažováno využití 

NGS technologií) genu CFTR. Pokud se prokáže 2. mutace, následuje diagnostický 

potní test. Pokud se 2. mutace neprokáže, screening je hodnocen jako negativní 
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a odpadá tak potřeba indikovat potní test. Tento přístup sníží počet indikovaných 

potních testů a tím zlepší PPV testu. 

Mezi nevýhody patří odhalení alel s nejasným klinickým dopadem, vysoké 

náklady a možná falešná negativita způsobená velkými delecemi nebo duplikacemi 

v genu CFTR.  

 

Strategie tzv. záchranné sítě - „Fail-safe“ strategie (FS) 

 

FS byla původně navržena pro protokoly IRT/DNA k tomu, aby odhalila 

pacienty, kteří mají dvě vzácné mutace a ani jedna z těchto mutací genu CFTR není 

zahrnuta v použitém panelu vyšetřovaných alel.  

Podle této strategie jsou děti s velmi vysokým iniciálním IRT a bez detekované 

mutace v rámci základního panelu mutací odesláni k opakovanému stanovení 

koncentrace IRT z druhého odběru nebo přímo k diagnostickému potnímu testu.  

FS je vhodná součást protokolů IRT/DNA v etnicky heterogenních populacích. 

Nověji se FS užívá také u některých protokolů IRT/PAP (Sommerburg et al., 2014, 

2010). Cílem FS je zvýšit senzitivitu testu (opět za cenu nižší specificity). 

 

1.6.1.1.4. Další kombinace a další kroky v protokolech NSCF 

 

Protokol IRT/IRT/DNA – novorozenci s vysokým iniciálním IRT jsou odesláni 

ke stanovení IRT z 2. odběru a pokud IRT přetrvává vysoké, následuje DNA analýza. 

Při nálezu 2 nebo 1 mutace následuje potní test. 

Protokol IRT/PAP/DNA – u novorozenců splňujících kritéria pro IRT/PAP 

následuje DNA analýza. Všechna vyšetření probíhají z původní suché krevní skvrny. 

Při nálezu 2 nebo 1 mutace pak následuje potní test. Modifikací pak může být 

protokol IRT/PAP/DNA/DNA (Vernooij-van Langen et al., 2012), kdy u novorozenců 

s jednou nalezenou mutací pomocí komerčně dostupného kitu následuje rozšířené 

molekulárně genetické vyšetření genu CFTR. 

Je však nezbytné zdůraznit, že neexistuje ideální screeningové schéma. 

Žádné z uvedených screeningových schémat nemá 100% senzitivitu, takže diagnózu 

CF nelze na základě negativního screeningu v jednotlivém případě jednoznačně 

vyloučit. 
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Při zavádění celoplošného screeningového programu je nutné zvážit 

legislativní a etické požadavky a také finanční možnosti konkrétního státu.  

 

1.6.1.1.5. Použití metod NGS v rámci NSCF 

 

Novinkou je zavádění technologií NGS jako součást screeningových 

programů. Na 36. Evropské konferenci cystické fibrózy (12. – 15. 6. 2013, Lisabon, 

Portugalsko) prof. Philip M. Farrell (University of Wisconsin, USA) představil protokol 

IRT/DNA/DNA (Obr. č. 4), kde u probandů s nalezenou 1 mutací v genu CFTR 

pomocí základního panelu nejčastějších mutací následoval 3. krok - vyšetření 162 

jednoznačně patogenních mutací genu CFTR pomocí Illumina MiSeqDx™ Cystic 

Fibrosis Solution assay. Výše uvedených 162 mutací představuje 97 % všech alel 

vyskytujících se u pacientů s CF v USA (“The Clinical and Functional Translation of 

CFTR, a”). Pokud 3. krok vedl k nalezení 2. mutace, následoval potní test k potvrzení 

diagnózy CF. Pokud 2. mutace nalezena nebyla, screening byl hodnocen jako 

negativní bez nutnosti provedení potního testu. Smyslem tohoto přístupu je tak snížit 

falešnou pozitivitu testu. Vzácnější mutace genu CFTR, které nejsou zahrnuty mezi 

162 vyšetřovanými, jsou pak zdrojem falešné negativity.  

Vyšetření 162 mutací genu CFTR v 2. kroku IRT/DNA protokolu by oproti 

IRT/DNA/DNA mohlo jen mírně zvýšit senzitivitu, vysoké by však byly v současné 

době s tím spojené finanční náklady. 

 

Obr. č. 4: Protokol IRT/DNA/DNA 
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NGS technologie umožňující vyšetřit všechny exony (a ev. i introny) genu 

CFTR nebyly v rámci NSCF zatím použity. Teoreticky, pokud bychom zavedli tento 

přístupu v druhém kroku IRT/DNA schémat, dosáhli bychom maximální sensitivity, 

kterou druhý krok umožňuje dosáhnout (výjimkou jsou platformy, které mají problém 

odhalit rozsáhlé delece). Limitací pro jeho použití je zejména vysoká finanční 

nákladnost a detekce variant s nejasným fenotypovým dopadem. Probandi 

s nálezem 1 mutace by mohli mít screening uzavřený jako negativní bez potřeby 

podstoupit potní test. Falešnou pozitivitu by zřejmě představovali probandi s nálezem 

2 alel genu CFTR, kde alespoň 1 z alel má nejasný fenotypový projev, a negativním 

výsledkem potního testu. 

Krajním případem by mohlo být použití celogenomového sekvenování (Whole 

Genome Sequencing; WGS) u všech novorozenců jako první a jediný krok 

(Goldenberg and Sharp, 2012). WGS provedené u všech novorozenců by v ideálním 

případě nahradilo ostatní vyšetření používaná k detekci chorob v rámci 

screeningových programů a nahradilo by také molekulárně genetická vyšetření, která 

by případně jedinec v budoucnu měl podstoupit (např. vzhledem ke zdravotnímu 

stavu nebo rodinné anamnéze). Tento přístup by však s sebou přinášel řadu 

legislativních, společenských, etických, finančních, praktických a dalších otázek 

(Johansen Taber et al., 2014) a úskalí (např. většina kongenitálních hypothyreoz 

není primárně genetická, a nelze je proto diagnostikovat pomocí WGS). 

  



33 
 

2. CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE 

 

Ve své práci jsem se zabývala problematikou NSCF z hlediska:  

 

1) Zhodnocení hypotézy o výhodnosti parametrů screeningových protokolů 

založených na stanovení koncentrace PAP ve druhém analytickém stupni. Hlavním 

cílem bylo porovnat proveditelnost, senzitivitu a specificitu současného celoplošného 

screeningového protokolu IRT/DNA/IRT a protokolů IRT/PAP a IRT/PAP/DNA. 

Výstup projektu se stal podkladem pro rozhodování o volbě optimálního modelu 

pravidelného celoplošného NSCF v České republice.  

2) Zhodnocení senzitivity a specificity IRT/PAP protokolů v závislosti na 

zvolených cut-off hodnotách pro IRT a PAP. Hlavním cílem bylo ověřit, že optimálně 

nastavené cut-off hodnoty v rámci IRT/PAP schémat představují vhodnou alternativu 

pro státy nebo oblasti které z nejrůznějších důvodů nemohou začlenit molekulárně 

genetické vyšetření genu CFTR jako součást screeningových schémat. 

3) Charakteristiky zastoupení jednotlivých mutací v genu CFTR v České 

republice. Hlavním cílem, v souvislosti s celoplošným screeningovým programem pro 

CF, bylo ověřit, že populačně specifické mutace v genu CFTR, které jsou součástí 

námi používané diagnostické soupravy, nepředstavují překážku v dosažení vysoké 

senzitivity současného celoplošného protokolu IRT/DNA/IRT. 

4) Zhodnocení efektivity screeningového programu pro CF v České republice 

od jeho zavedení v roce 2009 do konce roku 2012. 

5) Zhodnocení vlivu zvyšujícího se počtu novorozenců od přistěhovalců 

z evropské části Ruské federace a Ukrajiny na území České republiky na senzitivitu 

protokolů IRT/DNA/IRT a IRT/PAP/DNA. 

  



34 
 

3. PUBLIKACE 

 

Následující publikace se zabývá problematikou uvedenou v bodě 1 mezi 

stanovenými cíli této dizertační práce (viz kapitola 2.). 
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Abstract Cystic fibrosis (CF) is a life-threatening disease
for which early diagnosis following newborn screening
(NBS) improves the prognosis. We performed a prospective
assessment of the immunoreactive trypsinogen (IRT)/DNA/
IRT protocol currently in use nationwide, versus the IRT/
pancreatitis-associated protein (PAP) and IRT/PAP/DNA CF
NBS protocols. Dried blood spots (DBS) from 106,522
Czech newborns were examined for IRT concentrations. In
the IRT/DNA/IRT protocol, DNA-testing was performed for
IRT≥65 ng/mL. Newborns with IRT≥200 ng/mL and no
detected cystic fibrosis transmembrane conductance regula-
tor gene (CFTR) mutations were recalled for a repeat IRT. In

the same group of newborns, for both parallel protocols,
PAP was measured in DBS with IRT≥50 ng/mL. In PAP-
positive newborns (i.e., ≥1.8 if IRT 50–99.9 or ≥1.0 if IRT≥
100, all in ng/mL), DNA-testing followed as part of the IRT/
PAP/DNA protocol. Newborns with at least one CFTR

mutation in the IRT/DNA/IRT and IRT/PAP/DNA proto-
cols; a positive PAP in IRT/PAP; or a high repeat IRT in
IRT/DNA/IRT were referred for sweat testing. Conclusion:
the combined results of the utilized protocols led to the
detection of 21 CF patients, 19 of which were identified
using the IRT/DNA/IRT protocol, 16 using IRT/PAP, and 15
using IRT/PAP/DNA. Decreased cut-offs for PAP within the
IRT/PAP protocol would lead to higher sensitivity but
would increase false positives. Within the IRT/PAP/DNA
protocol, decreased PAP cut-offs would result in high sen-
sitivity, an acceptable number of false positives, and would
reduce the number of DNA analyses. Thus, we concluded
that the IRT/PAP/DNA protocol would represent the most
suitable protocol in our conditions.
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associated protein . Sweat test
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DNA Deoxyribonucleic acid
IRT Immunoreactive trypsinogen
NBS Newborn screening
PAP Pancreatitis-associated protein
PSP Population-specific percentile

Introduction

Cystic fibrosis (CF, MIM 219700) is the most frequent life-
threatening autosomal recessive disease in Caucasians
occurring in approximately 1 in 3,000 live births in the
Czech Republic [4]. CF is caused by mutations in the cystic
fibrosis transmembrane regulator (CFTR) gene. Diagnosis
of CF during the first 2 months of life leads to more
favorable prognosis [11,13,20]. Thus, CF newborns screen-
ing (NBS) has been implemented in many countries using
various protocols [6,8,16]. A positive screening result indi-
cates that a newborn is at risk for CF and diagnostic testing
(e.g., sweat test) is necessary to confirm the diagnosis.

All CF NBS protocols start by determining concentra-
tions of immunoreactive trypsinogen (IRT) [9] in dried
blood spots (DBS) obtained from the newborn, which is
collected on filter paper. IRT higher than the optimized
population-specific percentile (PSP) achieves sufficient sen-
sitivity by itself but is associated with a high false positive
rate [16]. Therefore, additional tiers of testing have been
implemented.

In newborns with increased IRT, subsequent DNA-
testing for CFTR mutations using the same DBS (IRT/
DNA protocol) yields high sensitivity and specificity and
is currently the most common CF NBS strategy [12,16].
Nevertheless, DNA-testing is associated with inherent prob-
lems such as (a) detection of CF carriers [7], (b) issues of
informed consent, (c) lower detection rates of commercially
available mutation panels in non-European-derived popula-
tions [12], (d) detection of equivocal diagnoses of CF
[8,12,24] when non CF-causing mutations are included in
screening panels, and eventually (e) incidental detection of
non-paternity and (f) increased costs. Some CF NBS proto-
cols utilize fail–safe strategies to identify children (especial-
ly those of non-European origin) with CFTR mutations that
are not included in screening panels. This strategy requires
children with a very high initial IRT and no detected muta-
tion to undergo repeated IRT measurements or directly
sweat test.

In some CF NBS protocols, biochemical markers are
utilized as a second tier to avoid the drawbacks of DNA-
testing. An IRT repeated after 2–3 weeks (IRT/IRT protocol)
improves screening specificity but still leads to a high num-
ber of false positives [12,16]. More than a decade ago,
Sarles et al. [17] introduced a pancreatitis-associated protein

(PAP) in which PAP is examined from the same DBS as the
initial IRT (IRT/PAP protocol). According to the recent
French study [18], the IRT/PAP protocol achieves both high
sensitivity and specificity.

Following the Czech pilot-phase project [2], we have
adopted the IRT/DNA/IRT protocol as the current nation-
wide CF NBS strategy. In this study, we evaluated CF NBS
by a prospective parallel comparison of the IRT/DNA/IRT
versus IRT/PAP [18] and IRT/PAP/DNA protocols (where
in the latter protocol DNA-testing is used as a third tier).

Population and methods

A total of 106,522 newborns from Bohemia, western region
of the Czech Republic accounting for two thirds of the entire
population [2], were examined. The annual birth rate in this
region is about 70,000 newborns per year. Screening took
place from August 2009 to January 2011. DBS on filter
paper for IRT measurement were sampled by a heel prick
within 72–96 h postpartum and starting in October 2009
within 48–72 h postpartum. Parental informed consent, oral
or written depending on respective procedures in individual
neonatal units, is mandatory for any NBS. However, the
Czech Ministry of Health granted an exception not to re-
quire additional informed consent for targeted CFTR gene
testing as part of the nationwide CF NBS program.

Parents of all newborns were informed about IRT and
PAP measurements as part of the screening information
process at neonatal units and had a possibility to decline
the participation in the study. Informed consent was neces-
sary but not in written form in this phase of the study.
However, a signed written informed consent was obligatory
for subsequent sweat test and DNA-testing in newborns
with elevated PAP [18] within the IRT/PAP and IRT/PAP/
DNA protocols. The study was approved by the Ethics
Board of the 3rd Faculty of Medicine of Charles University,
Prague, Czech Republic.

IRT/DNA/IRT protocol

IRT was assayed using AutoDELFIA® Neonatal IRT kit
(PerkinElmer; Finland) by single measurement following
manufacturer's instructions. The resulting fluorescence was
measured using AutoDELFIA® AIS 1235 (PerkinElmer;
Finland). The biochemical laboratory performing IRT tests
undergoes an external quality assessment similar to that
mandated by the Centers for Disease Control and Preven-
tion, USA. In newborns with IRT≥65 ng/mL (fixed cut-off;
optimized for the 99.0th PSP; based on the outcomes of the
pilot project; [2]), DNA-testing in an ISO15189 accredited
laboratory was performed from the same DBS as the second
tier (Fig. 1). Initially, DNA-testing assays included 32
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mutations and, as of July 2010, it includes 50 mutations
(CE-marked Elucigene CF-EU1Tm/Elucigene CF-EU2Tm

assays; Gen-Probe, UK). These assays account for 90.8/
92.8 % of all mutations in the Czech CF population, with
the residual risk of still unidentified mutation being 0.34/
0.28 %, respectively [2,3] (Table 1). For assay readouts on
the ABI3130xl gene scanner (Applied Biosystems, USA),
we used manufacturer's templates for the GeneMapper 4
software.

Newborns with an IRT≥65 ng/mL (99th PSP) together
with either one or two detected CFTR mutations were con-
sidered as having screened positive and referred for a sweat
test, which was performed using the original Gibson–Cooke
protocol based on pilocarpine-induced iontophoresis [14]
(Fig. 1). Mean sweat chloride concentrations ≥60 mmol/L
were considered diagnostic of CF [14]. Patients with sweat
chloride concentrations between 30–60 mmol/L, who thus
fell into the borderline category, were subjected to extended
clinical evaluation and DNA-testing. Sweat chloride con-
centrations <30 mmol/L were considered to be negative.
Newborns with IRT≥200 ng/mL (the 99.95th PSP; set as a
fail–safe threshold in the previous pilot CF NBS project [2])
and with no detected mutations (fail–safe strategy) were also
considered to have screened positive and were invited back
for repeated IRT examination. Those with a repeated IRT≥
50 ng/mL up to the 42nd day postpartum, or ≥30 ng/mL
after the 42nd day postpartum were referred for a sweat test.

IRT/PAP and IRT/PAP/DNA protocols

In newborns with an initial IRT ≥ 50 ng/mL (the 97.5th PSP)
[18], PAP concentrations in the same DBS were assayed as

the second tier using a commercial assay (MucoPAP®;
Dynabio, France) in accordance with the manufacturer's
instructions. Sample absorbance determining PAP concen-
tration was measured at 450 nm (reference filter 620 nm) on
Microplate Reader PR3100 TSC (BioRad, USA). PAP con-
centrations were measured twice and their mean value was
used. PAP values were not converted to the new dilution
factor (in March 2011, Dynabio announced a correction of
the PAP assays; the proper concentrations should have been
1.6 times higher [10]).

In the IRT/PAP protocol, newborns with an IRT ranging
from 50.0 to 99.9 and PAP≥1.8 or IRT≥100.0 and PAP≥1.0
(all ng/mL)[18] were considered to have screened positive
and referred for sweat testing.

In the IRT/PAP/DNA protocol newborns meeting the
same criteria with an elevated PAP [18], DNA-testing was
performed on the same DBS as the third tier. In newborns in
which one or two CFTR mutations were detected (i.e.,
screening positive), a sweat test followed. DNA-testing
assays and sweat test techniques were identical to those
used in the IRT/DNA/IRT protocol.

Results

IRT/DNA/IRT protocol

Among the 106,522 newborns screened for CF, 1,158
(1.09 %) had an IRT level ≥65 ng/mL and hence they
were referred for DNA-testing. Among those 1,158
newborns, 19 carried two mutations and 57 a single
mutation in the CFTR gene. Out of the 19 newborns with

First tier                                                                       IRT measurement 

IRT ≥ TRILm/gn56 ≥50 ng/mL 

Second tier            PAP measurement Second tier             DNA analysis   

0 mutations and 

 IRT ≥200 ng/mL 
1 or 2 mutations 

Second DBS 

IRT ≥50 ng/mL up to 42
nd

 day  

or 

≥30 ng/mL after 42
nd

 day 

Sweat test  

Third tier 

DNA analysis 

IRT/PAP IRT/DNA/IRT IRT/PAP/DNA 

1 or 2 mutations 

IRT 50.0-99.9 ng/mL and PAP ≥1.8 ng/mL  

or IRT ≥100.0 ng/mL and PAP ≥1.0 ng/mL  

Fig. 1 Parallel overview of
assessed CF NBS protocols
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two mutations, 17 had a positive sweat test, confirming
the diagnosis of CF. The remaining two newborns carry-
ing the c.[1521_1523delCTT]+[350G>A;1210-12T[7]]
genotype (legacy name: F508del/R117H-IVS-8 T(7)) had
negative sweat test results. The R117H-T7 complex allele
is usually considered a CFTR-related disorder mutation
[5,24] and when found in compound heterozygosity with
a CF-causing mutation, it results in variable phenotypes
ranging from mild form of CF, obstructive azoospermia,
or to no disease at all [5]. Therefore, it was suggested by

many CF NBS experts that this mutation should be ex-
cluded from the CF NBS screening panels [24]. However,
the R117H mutation is an integral part of the Elucigene
assay and thus could not have been disregarded. The two
newborns carrying R117H-T7 allele, were not diagnosed
with CF. They were, however, enrolled into a long-term
clinical monitoring program [15].

In those newborns, having only a single detected muta-
tion (57 newborns), two had a positive sweat test. According
to the protocol, this result indicated the sequencing of the

Table 1 Parallel comparison of CF NBS protocols

IRT/DNAa/IRT IRT/PAP IRT/PAP/DNAa

Newborns screened (N) 106,522 106,522 106,522

IRT positives (N; %) 1,158 (1.09) 3,155 (2.96) 3,155 (2.96)

PAP positives (N; %) – 260 (0.24) 260 (0.24)

Median age (range) at the availability of DNA-testinga results (days) 36 (9–222b) – 36 (9–222b)

1 and/or 2 CF mutations detected (N; %) 76 (0.07) – 27 (0.03)

Recalled newborns for repeated IRT examination (N; %) 47 (0.04) – –

Positive CF NBS (N; %) 123 (0.12) 260 (0.24) 27 (0.03)

Positive IRT in newborns recalled for repeated examination (N) 1 – –

ST indicated (N; %) 77 (0.07) 260 (0.24) 27 (0.03)

ST carried out (N; % of indicated ST) 72c (93.51) 204c (78.46) 24c (88.89)

CF carriers (N) 55 – 12

Prevalence of CF carriers 1 in 21 – 1 in 22

Diagnosed CF patients (N) 19 16 15

False positives based on performed ST (N; % of all cases screened) 99d (0.09) 188 (0.18) 9 (0.01)

Newborns with equivocal diagnosis [F508del/R117H-IVS-8 T(7) and ST<30 mmol/L; N] 2 – 0

False negatives (N) 2 5 6

Total of CF patients detected (N) 21e

Median age (range) at diagnosis (days) 36 (9–57)e

CF prevalence 1 in 5,072e

Sensitivity (TP/TP+FN) 0.9048 0.7619 0.7142

Specificity (TN/TN+FP) 0.9991 0.9982 0.9999

PPV (TP/TP+FP) 0.1610 0.0784 0.625

N number, % of all cases screened, TP true positives, FN false negatives, TN true negatives, FP false positives, PPV positive predictive value, ST
sweat test
aCF-causing mutations covered by Elucigene assays (“legacy” nomenclature) with the CF-EU1Tm accounting for: p.Arg347Pro (R347P), c.2657+
5G>A (2789+5G>A), c.2988+1G>A (3120+1G>A), c.579+1G>T (711+1G>T), p.Arg334Trp (R334W), p.Ile507del (I507del), p.Phe508del
(F508del), c.3718-2477C>T (3849+10kbC>T), p.Phe316LeufsX12 (1078delT), p.Trp1282X (W1282X), p.Arg560Thr (R560T), p.Arg553X
(R553X), p.Gly551Asp (G551D), p.Met1101Lys (M1101K), p.Gly542X (G542X), p.Leu1258PhefsX7 (3905insT), p.Ser1251Asn (S1251N),
c.1585-1G>A (1717-1G>A), p.Arg117His (R117H), p.Asn1303Lys (N1303K), p.Gly85Glu (G85E), c.1766+1G>A (1898+1G>A),
p.Lys684AsnfsX38 (2184delA), p.Asp1152His (D1152H), c.54-5940_273+10250del (CFTRdele2,3), p.Pro67Leu (P67L), p.Glu60X (E60X),
p.Lys1177SerfsX15 (3659delC), c.489+1G>T (621+1G>T), p.Ala455Glu (A455E), p.Arg1162X (R1162X), p.Leu671X (2143delT), c.1210-
12T[n] (IVS8-T(n) variant), including additional mutations in the CF-EU2Tm : p.Gln890X (Q890X), p.Tyr515X (1677delTA), p.Val520Phe
(V520F), c.3140-26A>G (3272-26A>G), p.Leu88IlefsX22 (394delTT), p.Arg1066Cys (R1066C), p.Ile105SerfsX2 (444delA), p.Tyr1092X
(C>A) (Y1092X(C>A)), p.Arg117Cys (R117C), p.Ser549Asn (S549N), p.Ser549ArgT>G (S549R T>G), p.Tyr122X (Y122X), p.Arg1158X
(R1158X), p.Leu206Trp (L206W), c.1680-886A>G (1811+1.6kbA>G), p.Arg347His (R347H), p.Val739TyrfsX16 (2347delG) and p.Trp846X
(W846X)
b failed DNA isolation from DBS, including repetition of DNA-testing
c deceased patient or non-compliance with referrals (five CF carriers in IRT/DNA/IRT, 56 newborns in IRT/PAP, three CF carriers in IRT/PAP/DNA)
d comprising newborns with repeated IRT (47 newborns)
e aggregate data from all protocols
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entire CFTR coding region in both newborns, and led to the
identification of p.Ile336Lys (I336K) and p.Glu1104Lys
(E1104K) mutations. The remaining 55 newborns were
carriers. From the 47 infants with an IRT≥200 ng/mL and
no mutation detected (fail–safe strategy), only 17 newborns
were recalled for a repeat IRT. Thirty newborns did not
return for repeat IRT testing, because they had been pro-
cessed earlier under the parallel-running IRT/PAP protocol.
Subsequently, only one of the 17 newborns had an IRT≥
30 ng/mL at 70 days of age. However, CF was later ruled
out based on a negative sweat test.

We observed false negativity in two newborns: the first
suffered from meconium ileus with a low IRT (62.2 ng/mL),
and the second with the rare genotype p.[Gln552X] +
[Leu1376SerfsX8] (Q552X/4259del5) was missed by the
utilized commercial assay. The newborn with meconium
ileus was diagnosed on clinical basis and the CF diagnosis
was confirmed by positive sweat test and DNA analysis
(F508del/F508del genotype). Overall, 19 CF patients and
two newborns with equivocal diagnosis of CF were
detected.

IRT/PAP and IRT/PAP/DNA protocols

Within the IRT/PAP protocol, out of 106,522 screened
newborns, a total of 3,155 (2.96 %) had an IRT concentra-
tions ≥50 ng/mL, and 260 of them (0.24 %) met the PAP
positive criteria (IRT ranging from 50.0 to 99.9 and PAP≥
1.8 or IRT≥100.0 and PAP≥1.0 (all ng/mL) [18]). Sixteen
CF patients were diagnosed based on using the sweat test
and five CF patients proved to be false negatives (due to
PAP levels below the cut-off), whereas these were detected
by the IRT/DNA/IRT protocol (Tables 1 and 2).

Of the 260 newborns referred, only 204 (78.46 %) un-
derwent the sweat test (Table 1). This was due to previous
parental knowledge of the screening outcome from the IRT/
DNA/IRT scheme (16 newborns), unrelated postnatal mor-
bidity (24 newborns), and mortality (16 newborns).

As part of the parallel IRT/PAP/DNA protocol, 204 out of
260 newborns meeting criteria for IRT/PAP protocol [18]
were referred for DNA-testing. Among those, 15 patients
with two mutations in trans were identified, and their CF
diagnosis was confirmed by sweat test. In addition, 12
carriers were detected. However, a total of six CF patients
were false negative: (a) five patients had PAP values below
the cut-off (Table 2), and (b) one patient met PAP values but
failed basic DNA-testing related to a rare CF genotype.

Discussion

The observed CF prevalence of one in 5,072 (Table 1) is
substantially lower in comparison to 4-decade-old epidemi-
ological estimates of one in 2,736 newborns [4] from the
same geographical area. This trend is in accordance with
other CF NBS programs [19] reflecting: (a) general accep-
tance of pre-implantation and/or prenatal diagnosis of CF
and/or (b) an increase of non-European natality in the Czech
Republic.

Due to two IRT cut-offs set for testing protocols
(≥65 ng/mL in IRT/DNA/IRT and ≥50 ng/mL in IRT/
PAP and IRT/PAP/DNA protocols), some newborns met the
screening criteria for all protocols. Thus, the study's design did
not allow for a comparison of age at the time of diagnosis in
the three protocols. Nevertheless, all CF patients were diag-
nosed at <2 months of age (Table 1) [20].

IRT/DNA/IRT protocol

One of the two false negative CF patients could be
explained by the presence of meconium ileus that is com-
monly associated with a low IRT [22]. However, this new-
born was diagnosed clinically (and confirmed by sweat test
and DNA analysis) and also detected in both parallel IRT/
PAP and IRT/PAP/DNA protocols (IRT 62.2, PAP 5.39;
both ng/mL). This example of a false negative patient indi-
cates that the IRT cut-off setting is essential for achieving
high sensitivity in all CF NBS protocols [1]. However, the
additional lowering of these IRT cut-offs would increase the
number of false positives. The second false negative CF
patient (IRT 107, PAP 2.37; both ng/mL) appeared negative
due to the presence of rare CF alleles [3] that are absent in
the utilized DNA-testing assays. This patient was identified
within the IRT/PAP protocol, but was missed by the IRT/
PAP/DNA protocol.

Table 2 False negatives due to mean PAP concentrations below the
cut-off

IRT

(ng/mL)

PAP

(ng/mL)

CFTR

Genotypea
Sweat chloride

concentration

(mmol/L)

Patient 1 174 0.93 F508del/

F508del

109.6

Patient 2 337 0.49 F508del/

F508del

98.7

Patient 3 203 0.42 F508del/

F508del

103.7

Patient 4 115 0.67 F508del/

I507del

93.2

Patient 5b 87.8 1.43 G542X/

E1104K

74.5

a legacy nomenclature
b pancreatic sufficient patient (fecal Elastase-1 level was 507 μg/g)
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IRT/PAP and IRT/PAP/DNA protocols

Five CF patients were false negative within the IRT/PAP
protocol due to low PAP concentrations (Table 2). Six CF
patients in the IRT/PAP/DNA protocol were false negative
due to a low PAP (five patients, Table 2) and a rare genotype
(one patient). In the absence of an external quality assess-
ment system, PAP assays were internally calibrated using
the provided standards. False negative results were verified
by PAP re-examination (four times) and discussed directly
with the manufacturer who did not reveal any analytical
errors. The false negativity in the fifth patient could be
explained by her pancreatic sufficiency (Table 2).

We consider the 260 newborns referred for sweat testing
(0.24 % of the total screened) in the IRT/PAP protocol as an
unacceptably high screening-related burden for families rel-
ative to the 123 newborns (76 with at least one CFTR

mutation and 47 with repeated IRT; 0.12 % of the total
screened) in the IRT/DNA/IRT protocol.

In the IRT/PAP protocol, higher sensitivity could have
been achieved by lowering the cut-off for PAP, as suggested
in a previous German study [21] (PAP≥1.0 ng/mL). Even if
we had utilized this PAP cut-off (for IRT≥50 ng/mL), we
would have still missed four CF patients. In addition, con-
trary to the German study, we did not employ the fail–safe
strategy in the IRT/PAP protocol. Thus, if we had combined
a fail–safe strategy (IRT≥200 ng/mL, the 99.95th PSP) and
a PAP≥1.0 ng/mL, two CF patients would have been missed
instead of five. If that had been the case, sensitivity in our
study would have been comparable to that of the German
study. Consequently, the number of false positives would
have increased.

Although the same cut-offs for PAP with a higher
cut-off for IRT (≥60 ng/mL instead of 50) in the IRT/
PAP protocol (IRT≥100 and PAP≥1.0 or IRT≥60 and
PAP≥1.8; all ng/mL) were used in a recent Dutch study [25]
(with reported sensitivity of 95.0%), we observedmuch lower
sensitivity (76.19 %) in our IRT/PAP study. Such marked
difference might be due to the fact that patients with meconi-
um ileus were excluded in the Dutch study, which leads to an
overall higher sensitivity. Another compounding factor could
be the different ethnic composition of the Dutch newborn
population.

Recently, there was a proposal to increase sensitivity in
the IRT/PAP protocol via reduction of the PAP cut-offs. If
we had recalculated our IRT/PAP raw data according to the
IRT×PAP multiplication algorithm [23] (if IRT≥60 ng/mL
then IRT×PAP≥75), there would have been no false nega-
tive patients in our cohort. However, the number of indicat-
ed sweat tests would have increased to 0.41 %. Similarly, by
using new criteria proposed by Sarles (if IRT≥60 then IRT<
100 and PAP≥1.0 or IRT≥100 and PAP≥0.3; all ng/mL)
[oral communication: Sarles J. The use of PAP in NBS;

Results of the French study; 34th European Cystic Fibrosis
Conference; 8–11 June 2011; Hamburg; Germany], all CF
patients would have been detected, but referrals for sweat
testing would have risen to 0.49 %.

Nevertheless, PAP tier with lower cut-offs could be used to
decrease the number of DNA analyses and their associated
cost within the IRT/PAP/DNA protocol to approximately one
half of those resulting from DNA analyses in the IRT/DNA/
IRT protocol (0.41/0.49 % versus 1.09 %).

In summary, the combined results of the utilized proto-
cols led to the detection of 21 CF patients, 19 of which were
detected by the IRT/DNA/IRT protocol, 16 by IRT/PAP, and
15 by IRT/PAP/DNA protocol. These data together with
additional screening performance metrics (Table 1) proved
that the current nationwide IRT/DNA/IRT protocol has
higher efficacy. Decreased cut-offs for PAP within the
IRT/PAP protocol would have led to a high sensitivity, but
it would have increased false positives and, thus, the CF
NBS-related burden.

Within the IRT/PAP/DNA protocol, decreased PAP cut-
offs could yield a high sensitivity, an acceptable number of
false positives, and could reduce the number and costs of
DNA analyses. Based on the evidence presented, we con-
clude that the IRT/PAP/DNA protocol would be the most
suitable CF NBS protocol in our conditions.
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3.1.1. Úvod k publikaci 

 

Na základě výsledků pilotní studie (Balascaková et al., 2009) byl v České 

republice v roce 2009 zařazen mezi ostatní screeningová vyšetření u novorozenců 

také screening CF (“Metodický návod k zajištění celoplošného novorozeneckého 

laboratorního screeningu a následné péče,” 2009). Současným celoplošným 

screeningovým schématem pro CF je od 1. 10. 2009 v Čechách a od 1. 12. 2009 na 

Moravě protokol IRT/DNA, jehož součástí je FS ve formě opakovaného stanovení 

IRT z druhého odběru. Pro protokol je zavedeno označení IRT/DNA/IRT 

(Balascaková et al., 2009).  

Ačkoliv jsou IRT/DNA protokoly s ohledem na vysokou senzitivitu a specificitu 

považovány za „zlatý standard“ screeningových schémat, DNA analýza s sebou 

přináší také nevýhody:  

1) Detekci zdravých heterozygotů, což není cílem NS. K tomu, aby tito jedinci 

byli odlišeni od pacientů s CF, kde 2. mutace genu CFTR je mimo spektrum 

vyšetřovaných alel genu CFTR, musí podstoupit potní test. Probandi s 1 

detekovanou mutací v genu CFTR a negativním potním testem tak představují 

falešnou pozitivitu testu.  

V České republice, v souladu se současnou legislativou týkající se NSCF, 

není rodině sdělován výsledek molekulárně genetického vyšetření genu CFTR u 

probanda. Vyšetření genu CFTR v rámci NSCF má za cíl pouze snížit falešnou 

pozitivitu testu u jedinců s IRT nad stanovenou cut-off hodnotu, nemá zde význam 

diagnostický. Jediným výstupem vyšetření je uzavřít NSCF jako pozitivní, tj. proband 

je pozván k potnímu test, nebo negativní, tj. screening je ukončen.  

Proband s negativním výsledkem potního testu (tj. < 30 mmol/l) se dále 

nevyšetřuje, rodině je pouze nabídnuta možnost genetického poradenství z důvodu 

zvýšené pravděpodobnosti, že proband, a minimálně jeden z rodičů, je zdravým 

nosičem mutace v genu CFTR. Až v návaznosti na genetickou konzultaci je rodině 

nabízeno molekulárně genetické vyšetření genu CFTR u probanda a/nebo rodičů, 

které probíhá po vyplnění informovaného souhlasu dle §28 a §29 zákona  

č. 373/2011 Sb., o specifických zdravotních službách z DNA získané z plné krve 

(méně často např. z bukálního stěru). 

2) Další nevýhodou je odhalení jedinců s  tzv. nejasnou diagnózou CF 

(Comeau et al., 2007; Mayell et al., 2009; Thauvin-Robinet et al., 2013). Pojmem 
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nejasná diagnóza u probanda v rámci NSCF se rozumí: a) nález 2 mutací genu 

CFTR, kde alespoň jedna mutace patří mezi alely s nejasným klinickým dopadem a 

zároveň má proband negativní výsledek potního testu, b) nález 1 nebo žádné mutace 

při hraničním výsledku potního testu (30-59 mmol/l). Nově zavedla pracovní skupina 

novorozeneckého screeningu pro CF (The European Cystic Fibrosis Society 

Neonatal Screening Working Group, 2014) pro tuto skupinu jedinců označení CF 

Screen Positive Inconclusive Diagnosis (CF-SPID).  

U probandů s CF-SPID nelze předpovědět závažnost obtíží ani prognózu. 

Většina těchto jedinců může být celý život asymptomatická nebo může mít jen 

„mírnější“ obtíže odpovídající CFTR-RDs. Cílem NSCF není diagnostikovat tuto 

skupinu jedinců. 

3) Většina mutací v genu CFTR je populačně specifická, lze proto 

předpokládat vyšší pravděpodobnost selhání protokolu u etnicky heterogenních 

populací z důvodu přítomnosti mutací, které nejsou součástí použitého kitu (Bobadilla 

et al., 2002; Farrell et al., 2008). Důsledkem je pak vyšší falešná negativita 

screeningového protokolu. 

4) Vysoké náklady související s cenou molekulárně genetického vyšetření 

genu CFTR. 

5) V některých státech je screeningová metoda založená na DNA analýze 

legislativně problematická, což komplikuje logistiku novorozeneckého screeningu. 

 

Ve snaze se „vyhnout“ DNA analýze, a tím výše popsaným nevýhodám, jsou 

některá schémata založena pouze na stanovení biochemických analytů. Tradičním 

příkladem jsou IRT/IRT protokoly, které dosahují vysoké senzitivity, mají však nižší 

specificitu (Castellani et al., 2009; Ross, 2008).  

Perspektivní se zdají být protokoly IRT/PAP, které dosahují senzitivity 

srovnatelné s IRT/DNA protokoly (Sarles et al., 2014, 2005; Sommerburg et al., 

2010; Vernooij-van Langen et al., 2012) se specificitou lepší než u IRT/IRT protokolů.  

Hlavním cílem našeho projektu proto bylo ověřit hypotézu o výhodnosti 

screeningových protokolů založených na stanovení PAP ve druhém analytickém 

stupni. Porovnávali jsme proveditelnost, senzitivitu a specificitu současného 

celoplošného screeningového protokolu IRT/DNA/IRT a protokolu IRT/PAP na 

kohortě 106 522 novorozenců narozených v Čechách v době od 17. srpna 2009 do 

10. ledna 2011. Design této studie nám dále umožnil posoudit senzitivitu a specificitu 
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protokolu IRT/PAP/DNA. Schématické znázornění porovnávaných protokolů 

s použitými cut-off hodnotami je na obrázku č. 5.  

Závěr projektu se stal podkladem pro rozhodování o volbě nejvhodnějšího 

modelu pravidelného celoplošného NSCF v České republice.  

Výsledky naší studie jsme publikovali jako původní článek v European Journal 

of Pediatrics v roce 2012.  

 

Obr. č. 5: Porovnávané protokoly 
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3.1.2. Výsledky a diskuze 

 

Z celkového počtu 21 pacientů s CF v našem souboru o 106 522 

novorozencích zachytil protokol IRT/DNA/IRT 19 pacientů, protokol IRT/PAP 16 

pacientů a protokol IRT/PAP/DNA 15 pacientů (Tab. č. 1 v původním článku 

Krulišová et al., 2012).  

Při statistickém zhodnocení [odhad Cohenovo kappa a jeho 95% interval 

spolehlivosti (CI); pro p<0,001] se schopnost porovnávaných protokolů detekovat CF 

v naší kohortě statisticky významně neliší. Pro důkaz statistické významnosti je rozdíl 

v počtu zachycených CF pacientů mezi jednotlivými protokoly velmi malý. 

K dosažení statisticky významného rozdílu v počtu zachycených pacientů 

mezi protokoly IRT/DNA/IRT a IRT/PAP by bylo nutné testovat protokoly na mnohem 

větších souborech - pro výpočet 95% CI se šířkou 10/100 000 by vyžadovalo testovat 

protokoly na kohortě čítající alespoň 1 098 650 novorozenců1.  

Tato studie i přes omezení ve velikosti souboru umožnila porovnat základní 

parametry testovaných protokolů a byla přijata k publikaci v rámci mezinárodního 

recenzního řízení. Žádná z dosud publikovaných studií netestovala protokoly na 

kohortě větší než 553 167 novorozenců (Sarles et al., 2014). 

 

3.1.2.1. Protokol IRT/DNA/IRT 

 

Mezi porovnávanými protokoly dosáhl současný celoplošně prováděný 

protokol IRT/DNA/IRT nejvyšší senzitivity a také přijatelné falešné pozitivity (Tab. č. 1 

v původním článku Krulišová et al., 2012).  

Pouze 2 pacienti s CF z celkového počtu 21 pacientů s CF nebyli tímto 

modelem zachyceni (Pacient 1 a 2; Tab. č. 1). Prvním případem byl pacient s IRT 

pod stanovenou cut-off hodnotu. Tento pacient byl však diagnostikován časně na 

základě mekoniového ileu. Nízké hodnoty IRT u novorozenců s mekoniovým ileem 

jsou v literatuře často popisovány (Sontag et al., 2006). IRT pod stanovenou cut-off 

hodnotu u novorozenců s CF ať už s mekoniovým ileem nebo bez něho je obecně 

nejčastější příčinou falešné negativity v rámci NSCF (Baker et al., 2011). 

                                                           
1 Odhad Cohenova kappa byl proveden pomocí funkce epi.kappa. Odhad potřebného 

rozsahu byl proveden funkcí power.prop.test programu R (“The R Project for Statistical 
Computing”). 
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Druhým případem falešné negativity byl pacient se dvěma vzácnými mutacemi 

v genu CFTR, které nejsou zahrnuty v použitém panelu vyšetřovaných mutací genu 

CFTR. FS, která měla sloužit k odhalení právě těchto případů, nebyla u našeho 

pacienta úspěšná, protože iniciální IRT bylo 107 ng/ml, tedy pod námi stanovený cut-

off pro FS (200 ng/ml). Ani případné snížení cut-off hodnoty např. na 99,9. percentil 

(143 ng/ml pro naši kohortu), který byl pro FS použit v německé studii (Sommerburg 

et al., 2010), by nevedlo k zachycení tohoto pacienta a jen by v naší kohortě zvýšilo 

falešnou pozitivitu. Další případné snižování cut-off hodnoty pro FS ve snaze zachytit 

tohoto pacienta by vedlo k neakceptovatelně vysoké falešné pozitivitě.  

Mezi vyšetřenými novorozenci se zvýšeným IRT jsme zachytili 55 zdravých 

nosičů jedné mutace v genu CFTR, což v naší kohortě představuje frekvenci 1 : 21. 

V běžné populaci v České republice je frekvence heterozygotů odhadována na 1 : 27 

(Houštěk and Vávrová, 1969) – 1 : 33 (Votava et al., 2014). Vyšší frekvence zdravých 

nosičů v populaci novorozenců s elevovaným IRT je v souladu s ostatními 

publikacemi zabývajícími se touto problematikou (Castellani et al., 2005; Comeau et 

al., 2004).  

Je však nutno zdůraznit, že protokol neodhalí všechny zdravé heterozygoty 

přítomné ve vyšetřovaném souboru. Při četnosti nosičů 1 : 33 v populaci bychom 

očekávali mezi 106 522 novorozenci 3 228 zdravých heterozygotů. NSCF tak odhalil 

pouze 1,7 % zdravých heterozygotů (55/3 228). 

Na informaci o znalosti nosičství mutace v genu CFTR u novorozence nahlíží 

rodiče probanda i odborná veřejnost po celém světě rozdílně. Může být chápána jako 

informace vítaná (Hayeems et al., 2008; Vernooij-van Langen et al., 2013), protože 

znalost této skutečnosti představuje primární prevenci CF u budoucích potomků 

probanda a dalších pokrevních příbuzných. Na druhou stranu může být v krajním 

případě i celoživotní psychickou zátěží (Sommerburg et al., 2010) z obavy 

z diskriminace ze strany rodiny, společnosti nebo zdravotního či životního pojišťění.  

V legislativních podmínkách České republiky není rodičům jedinců 

s normálním výsledkem potního testu (tj. suspektních zdravých heterozygotů) 

sdělován výsledek molekulárně genetického vyšetření, ale je nabídnuta možnost 

genetického poradenství z důvodu zvýšeného rizika nosičství mutace v genu CFTR 

v rodině. Genetické poradenství objasní rodinám problematiku dědičnosti 

autozomálně recesivního onemocnění, čímž dále společně s negativním výsledkem 

potního testu eliminuje obavu z onemocnění CF u dítěte. Existují studie, které 
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dokládají prospěšnost genetického poradenství v návaznosti na NSCF (Cavanagh et 

al., 2010; Tluczek et al., 2006). Ani z vlastní klinické zkušenosti nepovažuji detekci 

heterozygotů za významný problém ve screeningových protokolech založených na 

DNA analýze genu CFTR. 

Protokol IRT/DNA/IRT odhalil 2 pacienty s  genotypem 

c.[1521_1523delCTT]+[350G>A;1210-12T[7]] (dle tradiční nomenklatury 

F508del/R117H-T7) a negativním potním testem. Alela c.350G>A (dle tradiční 

nomenklatury R117H) v pozici cis s alelou c. 1210-12T[7] (dle tradiční nomenklatury 

IVS8-T7) představuje komplexní alelu c.[350G>A;1210-12T[7]], která patří mezi alely 

s nejasným klinickým dopadem (“The Clinical and Functional Translation of CFTR, 

b”). Genotyp c.[1521_1523delCTT]+[350G>A;1210-12T[7]] bývá obvykle spojen s 

asymptomatickým průběhem (zejm. v dětském věku) nebo mírnými respiračními 

obtížemi (Thauvin-Robinet et al., 2013, 2009). U mužů může být jediný projev 

obstrukční azoospermie (J. Yu et al., 2012). Jen velmi vzácně je tento genotyp 

spojen s klasickým průběhem CF. Oba probandi s genotypem 

c.[1521_1523delCTT]+[350G>A;1210-12T[7]] tak spadají do kategorie nejasných 

diagnóz CF, tzv. CF-SPID. Náhodný nález těchto jedinců není cílem NSCF, vede 

k diagnostickým rozpakům (Parad and Comeau, 2005), znesnadňuje genetické 

poradenství a u rodičů vyvolává stres vzhledem k nutné dlouhodobé dispenzarizaci 

dítěte. Poměr odhalených pacientů s nejasnou diagnózou v naší kohortě vůči 

pacientům s klasickou formou CF (21 pacientů) je 1 : 10,5 což je v souladu se 

světovými screeningovými programy založenými na DNA analýze (Roussey et al., 

2007). 

 

3.1.2.2. Protokol IRT/PAP  

 

Oba pacienti s CF (pacient 1 a 2; Tab. č. 1), kteří nebyli zachyceni 

celoplošným protokolem IRT/DNA/IRT, byli zachyceni protokolem IRT/PAP. 

V případě pacienta s mekoniovým ileem (pacient 1; Tab. č. 1) to však nepředstavuje 

reálnou výhodu.   

U protokolu IRT/PAP jsme se setkali s 5 případy falešné negativity (pacienti  

3 – 7; Tab. č. 1) z důvodu PAP pod stanovenou cut-off hodnotu. Takto nepřiměřeně 

vysokou falešnou negativitu považujeme za „diskreditující“ tento model NSCF. 

Důvodem pozorované falešné negativity může být: a) chyba laboratorního stanovení 
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PAP, která se po opakovaném měření, projednání a ověřování metodiky s výrobcem 

diagnostické soupravy nepotvrdila, b) nevhodně zvolené cut-off hodnoty (diskutováno 

dále v této kapitole) a c) nízký PAP je odrazem přirozené biologické variability.  

Četnost indikovaných potních testů v modelu IRT/PAP u 260 (0,24%) 

novorozenců považujeme za nepřiměřenou zátěž novorozenecké populace 

ve srovnání s počtem indikovaných potní testů u 77 (0,12 %) novorozenců v modelu 

IRT/DNA/IRT (Tab. č. 1 v původním článku Krulišová et al., 2012). Zvýšení počtu 

prováděných potních testů představuje i značnou logistickou zátěž pro zdravotní 

personál.  

Problémem protokolu IRT/PAP byla i nižší „úspěšnost“ (78,46 %) skutečné 

realizace potního testu – v modelu IRT/DNA to bylo 93,51 % a v IRT/PAP/DNA  

88,89 % (Tab. č. 1 v původním článku Krulišová et al., 2012). Důvodem mohla být 

skutečnost, že se jednalo o studii podmíněnou podepsáním informovaného souhlasu 

rodiči (většinou matky) novorozence. Navíc ve 40 případech byla důvodem morbidita 

a mortalita novorozenců. 

Výhodou IRT/PAP protokolu bylo, že tento protokol neodhalil 2 probandy 

s nejasnou diagnózou CF, tzv. CF-SPID (genotyp 

c.[1521_1523delCTT]+[350G>A;1210-12T[7]], negativní potní test). Nespornou 

výhodou je nižší cena tohoto protokolu oproti protokolům založených na DNA 

analýze. 

Zvýšení senzitivity námi testovaného IRT/PAP protokolu by se dalo dosáhnout 

použitím FS, jak popisuje německá studie (Sommerburg et al., 2010). Pokud bychom 

použili cut-off hodnotu pro FS 200 ng/ml (tj. stejná cut-off hodnota jako u 

IRT/DNA/IRT), nezachytili bychom 3 případy (pacient č. 3, 6, 7; Tab. č. 1) místo pěti. 

Použití nižší cut-off hodnoty pro FS, např. 143 ng/ml [99,9. Percentil; (Sommerburg et 

al., 2010)], by vedlo k falešné negativitě u 2 případů (pacient 6 a 7; Tab. č. 1) místo 

pěti. Vše by však bylo za cenu dalšího navýšení falešné pozitivity. 

Na 34. Evropské konferenci cystické fibrózy v roce 2011 prof. Jacques Sarles 

prezentoval výsledky francouzské studie se závěrem potřeby snížit původní cut-off 

hodnoty pro PAP (Sarles, 2011). Tento přístup je pochopitelně spojen s nárůstem 

falešné pozitivity, v tomto případě frekvencí provádění potních testů. Při aplikaci 

navrhovaných kritérií: IRT 60,0 – 99,9 a PAP ≥ 1,0 nebo IRT ≥ 100,0 a PAP ≥ 0,3 

(vše ng/ml) na naši kohortu bychom dosáhli 100% senzitivity za cenu 0,49 % 
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pozitivních záchytů (Tab. č. 2), což je vzhledem k vysoké falešné pozitivitě testu 

neakceptovatelné. 

Pokud bychom použili model navrhovaný Dr. Marinou Stopsack s cut-off 

hodnotou pro IRT ≥ 60 ng/ml, kde součin IRT x PAP ≥ 75 (Stopsack, 2011), tak 

bychom v naší kohortě sice dosáhli 100% senzitivity, ale frekvence pozitivních nálezů 

v modelu IRT/PAP by vzrostla na 0,41 % (Tab. č. 2), což je rovněž vzhledem 

k vysoké falešné pozitivitě neakceptovatelné.  

 

3.1.2.3. Protokol IRT/PAP/DNA 

 

Protokol IRT/PAP/DNA kromě 5 případů s nízkým PAP nezachytil navíc 

pacienta se dvěma vzácnými mutacemi (pacient 2; Tab. č. 1). Celkem se 6 případy 

FN tak dosáhl nejnižší senzitivity a je s těmito cut-off hodnotami pro celoplošný 

NSCF nevhodný. Na druhou stranu dosáhl velmi nízké falešné pozitivity 0,01 % 

(Tab. č. 1 v původním článku Krulišová et al., 2012). Pro daný typ protokolu je 

falešná pozitivita dána počtem zdravých heterozygotů. V absolutních hodnotách jde 

o 12 heterozygotů s prevalencí 1 : 22 v našem souboru. Za výhodu IRT/PAP/DNA 

protokolu při použitých cut-off hodnotách pro IRT a PAP můžeme považovat fakt, že 

nebyl odhalen žádný jedinec s označením CF-SPID.  

Pokud bychom pro protokol IRT/PAP/DNA použili modifikované cut-off 

hodnoty pro IRT a PAP dle prof. Sarlese (Sarles, 2011) a dle Dr. Stopsack 

(Stopsack, 2011), dosáhli bychom u obou protokolů senzitivity 95,24 % (Tab. č. 2; 

pouze pacient 2 se vzácnými mutacemi genu CFTR by nebyl zachycen, Tab. č. 1) za 

cenu nízké falešné pozitivity. Nevýhodou při těchto cut-off hodnotách je zachycení 

obou případů s CF-SPID. 

Výhodou IRT/PAP/DNA protokolu oproti IRT/DNA/IRT jsou navíc nižší finanční 

náklady vyplývající z nižšího počtu prováděných DNA analýz. Současný celoplošný 

protokol IRT/DNA/IRT je nastaven tak, aby DNA analýza byla prováděna u cca 1 % 

novorozenců (cut-off hodnota pro IRT je nastavena na 99. percentil), u IRT/PAP/DNA 

protokolu by se dle použitých cut-off hodnot DNA analýza prováděla u 0,49 % 

(Sarles, 2011) nebo 0,41 % novorozenců (Stopsack, 2011) (Tab. č. 2). Vyčíslení 

finančních nákladů pro IRT/PAP/DNA protokol při provádění DNA analýz u 0,41 % 

novorozenců shrnuje tabulka č. 3. Rovněž detekce nižšího počtu heterozygotů a tím 

nižší počet poskytnutých genetických konzultací a provedených molekulárně 
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genetických vyšetření u příbuzných dále nepřímo redukuje náklady na prováděný 

NSCF. 

 

Tab. č. 1: Případy falešné negativity v porovnávaných protokolech 

 

 Cut-off hodnoty použité v naší studii  
(Krulišová et al., 2012) 

 Protokol Příčina 
(IRT, PAP v ng/ml) 

Genotyp 
(nomenklatura dle 

 Berwouts et al., 2011) 

Pacient 1 IRT/DNA/IRT Nízké IRT 
IRT 62,2; PAP 5,39 

p.[ Phe508del]+[Phe508del] 

Pacient 2 IRT/DNA/IRT, 
IRT/PAP/DNA 

Vzácné mutace 
IRT 107; PAP 2,37 

p.[Gln552X]+[Leu1376SerfsX8] 

Pacient 3 IRT/PAP Nízký PAP 
IRT 174; PAP 0,93 

p.[ Phe508del]+[Phe508del] 

Pacient 4 IRT/PAP Nízký PAP 
IRT 337; PAP 0,49 

p.[ Phe508del]+[Phe508del] 

Pacient 5 IRT/PAP Nízký PAP 
IRT 203; PAP 0,42 

p.[ Phe508del]+[Phe508del] 

Pacient 6 IRT/PAP Nízký PAP 
IRT 115; PAP 0,67 

p.[ Phe508del]+[Ile507del] 

Pacient 7 IRT/PAP Nízký PAP 
IRT 87,8; PAP 1,43 

p.[Gly542X]+[Glu1104Lys] 

 Modifikované cut-off hodnoty pro IRT a PAP  
(Sarles, 2011; Stopsack, 2011) 

Pacient 2 IRT/PAP/DNA Vzácné mutace 
IRT 107; PAP 2,37 

p.[Gln552X]+[Leu1376SerfsX8] 
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Tab. č. 2: Výsledky protokolů s modifikovanými cut-off hodnotami pro IRT a 

PAP  

 

Screenovaní 
novorozenci  

106 522 

CF pacienti  21 

Prevalence 1 : 5 072 

Typ protokolu  IRT/PAP  
(Sarles, 2011) 

(IRT 60,0 – 99,9 
a PAP ≥ 1.0 

nebo  
IRT ≥ 100,0  

a PAP ≥ 0,3; vše 
ng/ml) 

IRT/PAP/DNA 
(Sarles, 2011) 

(IRT 60,0 – 99,9 
a PAP ≥ 1.0 

nebo  
IRT ≥ 100,0  

a PAP ≥ 0,3; vše 
ng/ml) 

IRT/PAP  
(Stopsack, 2011) 
(IRT ≥ 60 ng/ml; 
IRT×PAP ≥ 75) 

IRT/PAP/DNA 
(Stopsack, 2011) 
(IRT ≥ 60 ng/ml; 
IRT×PAP ≥ 75) 

IRT pozitivita 1 577 (1,48%) 1 577 (1,48%) 1 577 (1,48%) 1 577 (1,48%) 

PAP pozitivita 517 (0,49 %) 517 (0,49 %) 
(tj. počet DNA 

analýz) 

436 (0,41 %) 436 (0,41 %) 
(tj. počet DNA 

analýz) 

Pozitivní NSCF  517 (0,49 %) *≥41 (0,04 %) 436 (0,41 %) *≥39 (0,04 %) 

CF pacienti 21 20 21 20 

Nejasná  
diagnóza CF 
(CF-SPID) 

0 2 0 2 

Falešná 
pozitivita 

496 (0,47 %) ≥ 21 (0,02 %) 415 (0,39 %) ≥ 19 (0,02 %) 

Negativní 

NSCF 
106 005 *- 106 086 *- 

Skutečná 

negativita  
106 005 *- 106 086 *- 

Falešná 

negativita 
0 1 0 1 

Nejasná 

diagnóza CF 

(CF-SPID) 

2 0 2 0 

Senzitivita 1,0000 0,9524 1,0000 0,9524 

Specificita 0,9953 *- 0,9961 *- 

PPV 0,0406 *- 0,0481 *- 
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Legenda: * Vzhledem k rozdílným cut-off hodnotám pro IRT a PAP oproti protokolům 

v původní studii se nemůžeme přesně vyjádřit k falešné pozitivitě, tj. počtu 

heterozygotů, a odvozeným parametrům. Soubor novorozenců, u kterého byla 

provedena DNA analýza v původní studii, není úplně totožný se souborem 

novorozenců, u kterého by měla být DNA analýza provedena po změně cut-off 

(v původní studii nebyla DNA analýza provedena u novorozenců s kritérii IRT  

60,0 – 64,9 a PAP 1,0 – 1,8; vše ng/ml). Dá se předpokládat, že počet heterozygotů 

je vyšší řádově maximálně jen o pár jednotek, než ukazuje tabulka č. 2. 

 

Pozn.  

1) Pojmem „prevalence“ zde rozumíme počet vyšetřených novorozenců na odhalení 

jednoho novorozence s CF. 

2) Tabulka vychází z dat získaných aplikací obměněných cut-off hodnot pro IRT 

 a PAP na původně vyšetřenou kohortu 106 522 novorozenců - tzn. nejsou 

zohledněni probandi, kteří se k provedení potního testu nedostavili z nejrůznějších 

důvodů.  

 

Tabulka č. 3: Srovnání finančních nákladů na IRT/DNA/IRT a IRT/PAP/DNA 

protokol 

 

 Náklady 
 na 1 vyšetření 

 (Kč) 

Náklady na 100 000 vyšetření (Kč) 

IRT/DNA/IRT 
(IRT ≥ 65 ng/ml) 
(Krulišová et al., 

2012) 

IRT/PAP/DNA 
(IRT ≥ 60 ng/ml) 
IRT×PAP ≥ 75 

(Stopsack, 2011) 

Odběr, kartička, 
poštovné 

5 500 000 500 000 

IRT 110 11 000 000 11 000 000 

PAP 360 - 540 000 

DNA  11 000 11 000 000 4 850 000 

Celkem - 22 500 000 16 890 000 

Odhalení 1 
pacienta s CF 
(1 : 5 072) 

- 1 150 000 860 000 
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3.1.3. Závěr 

 

Paralelní srovnání porovnávaných modelů NSCF v naší studii ukázalo, že 

screeningové schéma IRT/PAP dle originálních cut-off  hodnot pro IRT a PAP (Sarles 

et al., 2005) má vysokou falešnou negativitu a neakceptabilně vysoký počet 

indikovaných potních testů, a je proto nevhodné k celoplošnému zavedení.  

K dosažení vyšší senzitivity by bylo nutné snížení cut-off hodnot pro PAP nebo 

zavedení FS, jak dokládají i další práce (Sarles et al., 2014; Sommerburg et al., 

2014). Vyšší senzitivita je však dosažena za cenu dalšího navýšení falešné pozitivity. 

Model  IRT/PAP/DNA za předpokladu upravení cut-off hodnot pro IRT a PAP 

nabízí dosažení vyšší senzitivity a možnost snížení počtu prováděných molekulárně 

genetických analýz na cca jednu polovinu vedoucí k nižší falešné pozitivitě a nižším 

finančním nákladům. Falešnou pozitivitu v podobě zdravých heterozygotů 

nepovažujeme za významný problém. Nevýhodou protokolu nicméně zůstává, že 

stejně jako schéma IRT/DNA/IRT vede k odhalení probandů s CF-SPID. Vzhledem 

k nízkému počtu těchto nejasných případů 1 : 10 (2 probandi s CF-SPID připadající 

na 20 pacientů s klasickou CF, Tab. č. 2), to rovněž nepovažujeme za zásadně 

limitující faktor. 

Na základě výsledků naší studie nedoporučujeme změnu současného 

screeningového protokolu IRT/DNA/IRT na model IRT/PAP. Doporučujeme však 

změnu protokolu IRT/DNA/IRT na schema IRT/PAP/DNA s modifikovanými cut-off 

hodnotami pro IRT a PAP.  
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Následující publikace se zabývá problematikou uvedenou v bodě 2 mezi 

stanovenými cíli této dizertační práce (viz kapitola 2.). 

 

3.2. Sommerburg, O., Krulisova, V., Hammermann, J., Lindner, M., Stahl, M., 

Muckenthaler, M., Kohlmueller, D., Happich, M., Kulozik, A.E., Votava, F., 

Balascakova, M., Skalicka, V., Stopsack, M., Gahr, M., Macek, M., Jr, Mall, M.A., 

Hoffmann, G.F., 2014. Comparison of different IRT-PAP protocols to screen 

newborns for cystic fibrosis in three central European populations. J. Cyst. 

Fibros. 13, 15-23. IF 2,873 
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Abstract

Background: In recent years different IRT/PAP protocols have been evaluated, but the individual performance remains unclear. To optimize the

IRT/PAP strategy we compared protocols from three regional CF newborn screening centers (Heidelberg, Dresden, and Prague).

Methods: We evaluated the effect of elevating the IRT-cut-off from 50 to 65 μg/l (~97.5th to ~99.0th percentile), the need of a failsafe protocol

(FS, IRT ≥ 99.9th percentile) and the relative performance using either two IRT-dependent PAP-cut-offs or one PAP-cut-off.

Findings: Elevation of the IRT cut-off to 65 μg/l (~99.0th percentile) increased the PPV significantly (Dresden: 0.065 vs. 0.080, p b 0.0001,

Prague: 0.052 vs. 0.074, p b 0.0001) without reducing sensitivity. All three IRT/PAP protocols showed a trend towards a higher sensitivity with

FS than without and when using one PAP-cut-off instead of two IRT-dependent PAP-cut-offs.

Conclusions: For best performance we suggest an IRT/PAP protocol with an IRT-cut-off close to the 99.0th percentile, FS, and a single PAP-cut-off.
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1. Introduction

Agreement on the benefits of newborn screening (NBS) for

cystic fibrosis (CF) [1] led to widespread implementation of CF

screening programs [2,3]. Most protocols rely on a combination

of IRT quantitation and genetic analysis [4], with a CFTR

mutation panel adapted to the respective population. Since

previous studies demonstrated that IRT/DNA protocols achieve

good sensitivity and specificity (e.g. [5]) this strategy is currently

used in most countries. However, often discussed concerns

against genetic CFNBS including detection of heterozygotes and

clinically equivocal forms, legislative and ethical issues as well as

ethnic diversity [6], led to the development of alternative bio-

chemical protocols that can bypassCFTRmutation analysis using

IRT in combination with pancreatitis associated protein (PAP) as

second tier analysis [7].

During the past years, different IRT/PAP protocols were

tested [7–10]. Beside the original protocol of Sarles et al. [7] with

two IRT-dependent cut-offs, an alternative IRT/PAP method was

evaluated at the Heidelberg CFNBS center with only one PAP

cut-off based on the assumption that two IRT-dependent PAP

cut-offs may have limitations in sensitivity [8]. Further, a third

protocol was developed in The Netherlands, in which the original

IRT/PAP protocol [7] was combined with genetic analysis as

third tier [9].

The present retrospective study addressed several questions

important for further optimization of the IRT/PAP screening

strategy when used as an exclusive, biochemical protocol without

genetic testing, as well as a combined testing with genetic

analysis as third tier. We used the results from three regional

CFNBS programs carried out in ethnically differing central

European populations and using varying IRT/PAP protocols

(Fig. 1). The combined evaluation of these data provided the

opportunity of a retrospective analysis of the different IRT/PAP

protocols to draw important conclusions on how to improve the

IRT/PAPmethod. Specifically, we addressed the questions 1) if it

is possible to elevate the IRT cut-off above 50.0 μg/l to achieve a

higher specificity; 2) if an IRT/PAP protocol benefits from a

failsafe strategy (FS); and 3) whether an IRT/PAP protocol with

one PAP cut-off level achieves higher sensitivity than a protocol

with two IRT-dependent PAP-cut-offs.

2. Methods

The CFNBS centers in Heidelberg, Dresden (Germany) and

Prague (Czech Republic) conducted individual studies evaluating

1. Tier

2. Tier

Failsafe

Sweat test

and clinical 

assessment

IRT ≥

~97.5th P.

CFNBS neg.

CFNBS neg.

DresdenHeidelberg

PAP 

(cut-off ≥

IRT ≥99.0th P; 

~60-

DNA 

(4 mutations)

PAP or 

DNA-Test

positive

IRT<99.9th P;

~118-

CFNBS neg.

CFNBS positive

CFNBS neg.

IRT ≥

~97.4th P.

IRT<99.9th P;

CFNBS neg.

CFNBS neg.

PAP 

(IRT 50.0 – 99.9, PAP≥1.8; 

IRT≥100,PAP ≥1.0; [µg/l])

DNA (32/50 

mutations)

Prague

PAP 

(IRT 50.0–99.9, PAP≥1.8;  

IRT ≥

~99.0th P.

rIRT

of 2nd DBS

negative

DNA-Test

positive

PAP-Test

positive

CFNBS neg.

PAP-Test

positive

IRT ≥ 

CFNBS positive CFNBS positive

positive, if rIRT≥ ≥

IRT≥100, PAP ≥1.0; [µg/l])

Fig. 1. Overview over the different CF newborn screening protocols originally used in the CF screening centers in Heidelberg, Dresden, and Prague. To assess the

quality of the IRT/PAP protocol a DNA testing was implemented as second tier in addition to PAP analysis in Heidelberg (dotted lines). In Prague the nationwide

Czech CFNBS using an IRT/DNA/IRT protocol served as quality control (dotted lines). The number of tested CFTRmutations is given in parenthesis for both centers

(in Prague number of tested CFTR mutations was changed during the time of the study). In Heidelberg and Dresden the IRT/PAP protocol contained a failsafe

strategy (CFNBS positive, if IRT ≥ 99.9th percentile [IRT-cut-off ~ 118–144 μg/l in Heidelberg and 143 μg/l in Dresden]). In Prague only the IRT/DNA protocol

run in parallel contained a failsafe strategy (repeated IRT of 2nd dried blood spot, if first IRT was ≥200 μg/l; ~99.9th percentile). Abbreviations: CFNBS — cystic

fibrosis newborn screening; P — percentile; neg. — negative; DBS — dried blood spot; rIRT — repeated IRT.
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locally used IRT/PAP protocols. All three regional studies were

performed prospectively and were initially assessed individually

[8,10,11]. For this study the data were shared among the centers.

2.1. Population

The presented data were obtained from April 2008 to August

2011 in the NBS center Heidelberg (~44,000 newborns p.a.),

from February 2008 to December 2010 in the NBS center

Dresden (~15,000 newborns p.a.), and from August 2009 to

January 2011 in the NBS center of Prague (~70,000 newborns

p.a.). All original study protocols were approved by local ethics

committees and/or local authorities and informed consent was

provided by the parents. More information regarding the cov-

erage of the programs and the legislation of informed consent in

the different countries is given in the online supplement.

2.2. Test protocols

The methods of the individual IRT/PAP protocols used in

Heidelberg and Prague are described elsewhere [8,10]. Details

of all three IRT/PAP protocols are given in Fig. 1 and in more

detail in the online supplement. Only the main differences

between the protocols are described here.

IRT was used as first tier in all CFNBS centers (Heidelberg:

floating IRT-cut-off ≥ 99.0th percentile, ~60-70 μg/l; Dresden

and Prague: ≥50 μg/l, ~97.5th percentile, respectively). In

Dresden and Prague positive rating of PAP as second tier was

depended on two different PAP cut-offs (PAP ≥ 1.8 μg/l if IRT

50.0–99.9 μg/l, and PAP ≥ 1.0 μg/l if IRT ≥ 100 μg/l) [7]. In

Heidelberg a protocol with one PAP cut-off (IRT ≥ 99.0th

percentile, PAP ≥ 1.0 μg/l) was used [8].

In Heidelberg and Dresden, an additional failsafe strategy

(FS) was added to the IRT/PAP protocol. According to that

CFNBS was also rated positive if IRT was ≥99.9th percentile

regardless of the second tier test results (IRT/PAP-FS).

The centers in Heidelberg and Prague compared their IRT/

PAP results internally to an IRT/DNA protocol run in parallel

(Table S1 and details in online supplement). In Dresden there

was no independent assessment of the quality of the IRT/PAP

results. However, until July 2012 there were no reports of CF

patients diagnosed clinically during and after the study period

missed by the IRT/PAP-FS protocol used in Dresden.

2.3. Medical evaluation

CFNBS in the original studies was considered positive, if

IRT was elevated and either PAP testing reached the individual

cut-offs described above (Heidelberg, Dresden, Prague), one or

two CFTR mutations were identified (Heidelberg, Prague), or

IRT concentration was ≥99.9th percentile (FS for Dresden

138 μg/l, for Heidelberg floating from118 to 144 μg/l). In case

of a positive rated CFNBS, the parents of the newborn were

contacted and referred to a local CF center for sweat chloride

(Cl−) testing and clinical assessment. Sweat tests in all local CF

centers were performed according to the Gibson-Cooke Quan-

titative Pilocarpin Iontophoresis according to international

guidelines [12,13] either with the original filter pad collection

method (Czech Republic) or with the Macroduct® collection

method (Germany). Cl− concentrations ≥ 60 mmol/l in two

independent samples were considered diagnostic of CF, Cl−

concentrations between 30 and 60 mmol/l were considered

borderline and led to an extended work up including extended

genetic testing and/or functional evaluation of CFTR-mediated

Cl− secretion using intestinal current measurements, as previ-

ously described [14–16]. In Dresden nearly all CFNBS positive

rated newborns were seen in the CF center Dresden for medical

evaluation. In Heidelberg about 10% and in Prague about 21%

[10] of the parents of CFNBS positive rated newborns refused

sweat testing and further medical evaluation.

2.4. Retrospective analysis

To address the question whether the IRT-cut-off can be

elevated to increase specificity, raw data from Dresden and

Prague were reanalyzed as if the IRT-cut-off had been either

50 μg/l (~97.5th percentile), 60 μg/l (~98.5th percentile), or

65 μg/l (~99.0th percentile). The obtained results were compared

to the original findings. Since in Heidelberg a floating IRT-

cut-off of ≥99.0th percentile (60–70 μg/l) was used from the

beginning of the study, no data obtained with lower IRT-cut-offs

were available which could be used for a similar analysis.

For the question on the necessity of an FS protocol data from

Prague were analyzed as if they would have used an FS protocol

in their IRT/PAP protocol as done in Heidelberg and Dresden.

The FS IRT-cut-off of the 99.9th percentile for Prague was

calculated to be 143 μg/l. In turn, raw data from Heidelberg and

Dresden were analyzed, as if these centers would not have used a

FS protocol, and the results were compared to those of the

original study. The results of the different scenarios were com-

pared and statistically analyzed.

To answer the question whether an IRT/PAP protocol per-

forms better with two IRT-dependent PAP cut-offs according to

Sarles et al. [7], or one PAP cut-off according to Sommerburg et

al. [8] raw data from Heidelberg were reanalyzed as if two

IRT-dependent PAP-cut-offs were used. Raw data from Dresden

and Prague were reanalyzed in two ways: First, for an optimized

protocol with two IRT-dependent PAP-cut-offs (PAP ≥ 1.8 μg/l

if IRT 60.0–99.9 μg/l, and PAP ≥ 1.0 μg/l if IRT ≥ 100 μg/l)

and second, for a protocol similar to the one used in Heidelberg

[8] with one PAP cut-off (IRT ≥ 60 μg/l, PAP ≥ 1.0 μg/l).

Thereafter, the results of both protocols were compared for each

of the three cohorts.

2.5. Statistical analysis

The data of the CFNBS cohorts were collected in a Microsoft

Access 2010 database (Heidelberg), in the newborn screening

program LD NGS (Dresden), or Microsoft Excel 2010 (Prague).

To evaluate the performance of the different protocols statistical

analysis was performed only for patients with an expected typical

course of CF disease. CF patients with meconium ileus (MI) were

not included into statistical analysis since they are expected to be

diagnosed immediately after birth. Furthermore, newborns with
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equivocal CF diagnosis were also excluded from statistical

analysis since they are not the target of NBS [3,17]. Performances

of the different protocols were compared using exact binomial

test. p-values of b0.05 were considered statistically significant.

Statistical analyses were performed with Microsoft Excel 2010,

and the actual free “R” software package “DTComPair” [18].

3. Results

Altogether 325,917 newborns were screened for CF in the

three CFNBS centers participating in this study. Fig. S1 in the

online supplement provides an overview over the results of the

CFNBS protocols used in the individual studies.

3.1. IRT cut-off in an IRT/PAP protocol

An increase in the IRT-cut-off from 50 μg/l (~97.5th

percentile) to either 60 μg/l (~98.5th percentile) or 65 μg/l

(~99.0th percentile) in the cohorts of Dresden and Prague

resulted in a substantial decrease of false-positive tested new-

borns leading to a significant increase of specificity as well as the

positive predictive value (PPV, Table 1). The sensitivity did not

change in either of the cohorts. Up to an IRT cut-off of 65 μg/l

(~99.0th percentile), no CF patient would have been missed in

Dresden. In the cohort of Prague, up to an IRT cut-off of 60 μg/l

(~98.5th percentile), all CF patients would have been detected.

When using an IRT-cut-off of 65 μg/l (~99.0th percentile) one

CF patient withMI would have been missed in the Prague cohort,

however, this CF patient was diagnosed clinically.

3.2. Evaluation of the necessity of a failsafe protocol in an IRT/

PAP protocol

The results of the retrospective analysis of the effects of a FS

protocol are summarized in Table 2. Considering only CF patients

without MI, sensitivity of the original IRT/PAP protocol without

FS used in Prague was 74%. After reanalyzing the data for an

IRT/PAP-FS protocol, sensitivity increased to 90% (p = 0.999).

Table 1

Comparison of IRT/PAP-FS protocols with two IRT-dependent PAP cut-offs differing in the IRT cut-off as first tier of the protocol: 50 μg/l, 60.0 μg/l, or 65 μg/l.

The data given represent the results of a retrospective analysis using raw data of the cohorts of Dresden and Prague. All CF patients with MI and all newborns with

equivocal diagnose of CF are presented in the table but were excluded from statistical calculations. Marked results are statistically significant compared to the

protocol with an IRT-cut-off of 50 μg/l in the same cohort: ⁎p b 0.001; ⁎⁎p b 0.0001.

Cohort Dresden Prague

Newborns screened 56,326 106,522

Newborns with 2

mutations in the

CFTR gene detected

during and after the

original study

10 23

Screening protocol

(IRT [μg/l], PAP

[μg/l])

Originally used

protocol

IRT/PAP-FS protocol

(IRT 50.0–99.9 μg/l,

PAP ≥ 1.8 μg/l/

IRT ≥ 100 μg/l,

PAP ≥ 1.0 μg/l)

Retrospective

analysis

IRT/PAP-FS protocol

(IRT 60.0–99.9 μg/l,

PAP ≥ 1.8 μg/l/

IRT ≥ 100 μg/l,

PAP ≥ 1.0 μg/l)

Retrospective

analysis

IRT/PAP-FS protocol

(IRT 65.0–99.9 μg/l,

PAP ≥ 1.8 μg/l/

IRT ≥ 100 μg/l,

PAP ≥ 1.0 μg/l)

Retrospective

analysis

IRT/PAP-FS protocol

(IRT 50.0–99.9 μg/l,

PAP ≥ 1.8 μg/l/

IRT ≥ 100 μg/l,

PAP ≥ 1.0 μg/l)

Retrospective

analysis

IRT/PAP-FS protocol

(IRT 60.0–99.9 μg/l,

PAP ≥ 1.8 μg/l/

IRT ≥ 100 μg/l,

PAP ≥ 1.0 μg/l)

Retrospective

analysis

IRT/PAP-FS protocol

(IRT 65.0–99.9 μg/l,

PAP ≥ 1.8 μg/l/

IRT ≥ 100 μg/l,

PAP ≥ 1.0 μg/l)

Test positive (TP) 107 (0.19%) 92 (0.16%) 87 (0.15%) 325 (0.30%) 257 (0.24%) 230 (0.22%)

Detected CF w/o MI 7 7 7 17 17 17

Detected CF with

MI a
1 1 1 2 2 1

Positive, equivocal

diagnosis a
1 1 1 1 1 1

False positive 100 85 80 308 240 213

Test negative 56,219 56,234 56,239 106,197 106,265 106,292

True negative 56,219 56,234 56,239 106,195 106,263 106,290

False negative, CF

w/o MI

0 0 0 2 2 2

False negative, CF

with MI a
1 1 1 0 0 1

Negative, equivocal

diagnosis a
0 0 0 1 1 1

Sensitivity, %

(95% CI)

1.000 (1.000–1.000) 1.000 (0.676–1.000) 1.000 (0.676–1.000) 0.895 (0.757–1.033) 0.895 (0.757–1.033) 0.895 (0.757–1.033)

Specificity, %

(95% CI)

0.9982 (0.9982–

0.9992)

0.9985⁎ (0.9985–

0.9985)

0.9986⁎⁎ (0.9986–

0.9986)

0.9971 (0.9971–

0.9971)

0.9977⁎⁎ (0.9977–

0.9978)

0.9980⁎⁎ (0.9979–

0.9980)

PPV, % (95% CI) 0.0654 (0.0186–

0.1128)

0.0761⁎⁎ (0.0219–

0.1302)

0.0804⁎⁎ (0.0233–

0.1376)

0.0523 (0.0281–

0.0765)

0.0661⁎⁎ (0.0357–

0.0965)

0.0739⁎⁎ (0.0401–

0.1077)

a These newborns were excluded from statistical analysis.
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Of note, 3 of the 5 CF patients initially not detected by the original

IRT/PAP protocol [10] would have been identified, if a FS had

been applied. The retrospective analysis performed with raw data

fromHeidelberg andDresden confirmed that sensitivity calculated

for detected CF patients drops from 92% to 84% (p = 0.999) and

from 100% to 86% (p = 0.999), respectively, if an IRT/PAP

protocol without FS is used. None of these results reached

statistical significance; however, there was a general trend towards

a higher sensitivity, when a FS protocol was used. Apart from that

using a FS protocol led to a slightly lower specificity. These

changes were statistically significant (p b 0.0001) for the cohorts

of Heidelberg and Prague, respectively.

3.3. Performance of IRT/PAP protocols using either two IRT-

dependent PAP-cut-offs or one PAP cut-off

IRT and PAP values of all newborns with two CFTR

mutations diagnosed in Heidelberg and Prague with respect to

the PAP cut-off levels of the individual IRT/PAP protocols are

shown in Fig. 2. If an IRT/PAP-FS protocol with two IRT-

dependent PAP cut-offs had been used in the centers of

Heidelberg and Prague eight newborns with two CFTR mu-

tations had not been detected. Three out of these had normal

sweat tests (HD-10, HD-13, PR-19) and were considered as

newborns with equivocal CF diagnosis. Two out of the

remaining five had MI (HD-15, HD-18) and were diagnosed

clinically after birth. The remaining three newborns missed had

CF (HD-29, PR-16, PR-21). In contrast, if an IRT/PAP-FS

protocol with one PAP cut-off [8] had been applied only four

newborns with two CFTR mutations had not been found. Two

out of these had a normal sweat chloride (HD-15, HD-18), but

the remaining two (HD-29, PR-16) had CF. To follow

individual newborns, we refer to the Tables S2, S3, and S4 in

the online supplement providing an overview over all newborns

with two CFTR mutations diagnosed in the three CFNBS

centers.

Table 3 shows the results of the retrospective analysis of both

an optimized IRT/PAP-FS protocol with two IRT-dependent PAP

cut-offs and of the IRT/PAP-FS protocol with one PAP cut-off. In

the cohorts of Heidelberg andDresden, no differences in sensitivity

is seen using either of the protocols. However, in the cohort of

Prague, one CF patient was missed with the IRT/PAP-FS protocol

with two IRT-dependent PAP-cut-offs, but was found with the

protocol with one PAP-cut-off. This led to a trend towards higher

sensitivity in favor of the latter protocol (90% vs. 95%), but this

change was statistically not significant (p = 0.999). In all three

cohorts, the number of false positives was higher when using one

PAP cut-off resulting in a significant decrease of specificity and of

positive predictive value (Table 3).

4. Discussion

By evaluating three different IRT/PAP protocols, this study

addressed several important questions relevant for further

improvement of a PAP based CFNBS.

First, we asked whether the IRT cut-off concentration for a

PAP based CFNBS protocol can be elevated. While the original

IRT/PAP method suggested an IRT cut-off of 50 μg/l (~97.5th

percentile) [7], the protocol run in Heidelberg relied on an IRT

cut-off ≥ 99.0th percentile (floating from 60 to 70 μg/l) similar

to that often used in IRT/DNA protocols [8]. The reason for

using the low cut-off of 50 μg/l (~97.5th percentile) in the

original IRT/PAP protocol [7] was the fear of an inadequate

sensitivity when IRT and PAP are used simultaneously as

combined parameters. However, in all PAP based protocols

applied nowadays, IRT and PAP are measured sequentially.

Thus, considering IRT as first tier test, the situation is similar to

an IRT/DNA protocol. Along these lines, the IRT cut-off was

already increased to 60 μg/l (~98.5th percentile) when the IRT/

PAP-FS/DNA protocol was implemented in The Netherlands

[9]. Our results based on recalculations of the data obtained in

Dresden and Prague show that an IRT cut-off of 65 μg/l

(~99.0th percentile) can be used without reducing sensitivity.

In turn, increasing the IRT cut-off in IRT/PAP protocols

reduces significantly the number of PAP measurements and the

rate of false positives. This results in a significant increase in

specificity and in the PPV as shown for both the cohorts from

Dresden and Prague (Table 1).

Second, we addressed the question whether the use of a FS is

required as it is known for IRT/DNA based protocols [19,20].

One possibility for a FS is to request a second dry blood spot after

day 21 for a repeated IRT measurement [3]. However, recalling

newborns with unclear CFNBS results for a second heel prick is

not feasible everywhere and therefore a number of IRT/PAP

protocols, e.g. in Germany or in The Netherlands, were combined

with a FS executed when IRT ≥ 99.9th percentile regardless of

the second tier test result [8,9]. From the three IRT/PAP protocols

compared in this paper, only the one run in Prague was without

FS [10] and it could be shown that three of the five newborns

missed in the original study by IRT/PAP would have been

detected with FS (Table 2). Similar results were obtained when

50 100 150 200 250 300 350
0
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10

IRT-independent

Area of failsafe cut-offs

used in the HD CFNBS

CF patient HD

Equivocal CF HD

CF patient PR

Equivocal CF PR

Window of IRT-

dependent PAP cut-offs

Fig. 2. Newborns with CF-related mutations in the CFTR gene detected in the

cohorts from Heidelberg and Prague by the IRT/PAP and IRT/DNA protocols

used. Summary of the performance of an IRT/PAP protocol with one PAP

cut-off of 1.0 μg/l and an IRT/PAP protocol with two IRT-dependent cut-offs

(IRT 50.0–99.9 μg/l, PAP ≥ 1.8 μg/l; IRT ≥ 100 μg/l, PAP ≥ 1.0 μg/l).

Abbreviations: HD — Heidelberg, PR — Prague.
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the data of the cohorts of Heidelberg and Dresden were

reanalyzed (Table 2). Due to the limited number of newborns in

the individual substudies, the changes in sensitivity did not reach

statistical significance. However, the trend towards an increased

sensitivity when using FS could be seen in all three cohorts. Our

results indicate that the use of a FS, e.g. rating of all newborns

with negative PAP but an IRT ≥ 99.9th percentile as a positive

test result, may improve sensitivity.

Third, we determined the effect of different PAP cut-off levels

on the performance of PAP based CFNBS. To our knowledge, all

currently used IRT/PAP protocols (e.g. [7,9]), except in Heidelberg

[8], rely on two IRT-dependent PAP cut-offs. The reason to use

two PAP cut-offs was based on the assumption that in the IRT

range of 50.0 to 99.9 μg/l, lower PAP values may reflect mild CF

phenotypes, which should not be detected. When the IRT/PAP

strategywas implemented inHeidelberg, it was decided to use only

a single PAP cut-off level of ≥1.0 μg/l, because there is no

evidence so far that PAP concentration generally correlates with

CF disease severity. This notion is also supported by our present

data showing higher PAP levels in some patients with PS

Table 3

Retrospective analysis using the raw data of the cohorts of Heidelberg, Dresden, and Prague: Comparison of an optimized IRT/PAP-FS protocol with two

IRT-dependent PAP cut-offs (PAP ≥ 1.8 μg/l, if IRT 60.0–99.9 μg/l and PAP ≥ 1.0 μg/l, if IRT ≥ 100 μg/l) with an IRT/PAP-FS protocol with one PAP cut-off

(IRT ≥ 99.0 percentile for Heidelberg/IRT ≥ 60 μg/l for Dresden and Prague, PAP ≥ 1.0 μg/l). All CF patients with MI and all newborns with equivocal diagnose

of CF are presented in the table but were excluded from statistical calculations. Marked results are statistically significant compared to the respective protocol with

two IRT-dependent PAP-cut-offs in the same cohort: ⁎⁎p b 0.0001.

Cohort Heidelberg Dresden Prague

Newborns

screened

163,069 56,326 106,522

Newborns with

2 mutations in

the CFTR gene

34 10 23

Prevalence of

newborns with

2 mutations in

the CFTR gene

1:4796 (3432–6701) 1:5633 (3060–10,369) 1:4631 (3087–6950)

Screening

protocol

Retrospective analysis

IRT/PAP-FS a protocol

(IRT 60.0–99.9 μg/l,

PAP ≥ 1.8 μg/l/

IRT ≥ 100 μg/l,

PAP ≥ 1.0 μg/l)

Originally used

protocol

Heidelberg

protocol of IRT/

PAP-FS

(IRT ≥ 99.0 P.,

PAP ≥ 1.0 μg/l)

Retrospective analysis

IRT/PAP-FS protocol

(IRT 60.0–99.9 μg/l,

PAP ≥ 1.8 μg/l/

IRT ≥ 100 μg/l,

PAP ≥ 1.0 μg/l)

Retrospective

analysis

Heidelberg

protocol of IRT/

PAP-FS

(IRT ≥ 99.0 P.,

PAP ≥ 1.0 μg/l)

Retrospective analysis

IRT/PAP-FS protocol

(IRT 60.0–99.9 μg/l,

PAP ≥ 1.8 μg/l/

IRT ≥ 100 μg/l,

PAP ≥ 1.0 μg/l)

Retrospective

analysis

Heidelberg

protocol of IRT/

PAP-FS

(IRT ≥ 99.0 P.,

PAP ≥ 1.0 μg/l)

Test positive (TP) 174 (0.11%) 287 (0.18%) 92 (0.16%) 122 (0.22%) 257 (0.24%) 390 (0.37%)

Detected CF

w/o MI

23 23 7 7 17 18

Detected CF

with MI b
5 7 1 1 2 1

Positive,

equivocal

diagnosis b

0 0 1 1 1 2

False positive 151 214 85 115 240 372

Test negative 162,895 162,782 56,234 56,204 106,265 106,132

True negative 162,893 162,780 56,234 56,204 106,263 106,131

False negative,

CF w/o MI

2 c 2 c 0 0 2 1

False negative,

CF with MI b
2 0 1 1 0 1

Negative,

equivocal

diagnosis b

2 2 0 0 1 0

Sensitivity, %

(95% CI)

0.920 (0.814–1.026) 0.920 (0.814–1.026) 1.000 (0.676–1.000) 1.000 (1.000–1.000) 0.895 (0.757–1.033) 0.947 (0.847–

1.048)

Specificity, %

(95% CI)

0.9991 (0.9991–0.9991) 0.9984⁎⁎ (0.9984–

0.9984)

0.9985 (0.9985–0.9985) 0.9980⁎⁎ (0.9980–

0.9980)

0.9977 (0.9977–0.9978) 0.9965⁎⁎ (0.9965–

0.9965)

PPV, %

(95% CI)

0.1322 (0.0819–0.1825) 0.0801⁎⁎ (0.0487–

0.1116)

0.0761 (0.0219–0.1302) 0.0573⁎⁎ (0.0161–

0.0986)

0.0661 (0.0357–0.0965) 0.0437⁎⁎ (0.0233–

0.0640)

a The IRT/PAP-FS protocol with two IRT-dependent PAP cut-offs for the cohort of Heidelberg could be simulated only with the data available. In the original study in

Heidelberg the IRT cut-off was set to ≥99.0th IRT percentile (~60–70 μg/l). This leads here to a smaller number of IRT positives compared to the other cohorts.
b These patients were not included into statistical calculations.
c One of these patients was not diagnosed because of an initially low IRT (36 μg/l).
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mutations (i.e. R117H;7T) and low PAP concentrations in some

patients with PI mutations (i.e. F508del). Fig. 2 shows all

newborns with IRT ≥ 50 μg/l and two CF related mutations

detected in the cohorts of Heidelberg and Prague. Comparing the

different IRT/PAP protocols, four newborns with two mutations in

the CFTR gene (HD-15, HD-18, PR-19, and PR-21 in Tables S2

and S4 in the online material) would have been missed by the IRT/

PAP protocol with two IRT dependent PAP cut-offs, but would

have been detected by the protocol with one PAP cut-off. Only one

out of these four newborns missed carried one “mild” mutation in

the CFTR gene and had a normal sweat chloride (PR-19). The

other three newborns were diagnosed with CF. Two out of these

three CF patients suffered from MI (HD-15, HD-18) and would

have been diagnosed clinically. However, the third CF patient

(PR-21) would have been missed by all IRT/PAP protocols relying

on two IRT-dependent PAP cut-offs (e.g. [7,9,10]). It can be

argued whether we have to consider three missed patients with CF

or only one since two out of these three presented withMI. The fact

that newborns carrying two CF causing mutations were not

detected due to the IRT/PAP-FS protocol with two PAP cut-offs,

raises the question whether this protocol is reliable enough for

CFNBS. The comparison of the results of the different IRT/

PAP-FS protocols (Table 3) suggests the use of only one PAP

cut-off which showed a trend towards a higher sensitivity in the

cohort of Prague, but led also to a higher false positive rate and to a

lower specificity. Nevertheless, our results support a protocol with

only one PAP cut-off until a well-powered study is available

clearing this issue. During the introduction of an IRT/PAP protocol

for CFNBS, the disadvantage of a higher false positive rate of a

protocol with one PAP-cut-off will be offset by its expected higher

sensitivity. Furthermore, combining this protocol with genetic

testing as third tier will keep the higher sensitivity, but eliminate

the disadvantage of the higher false positive rate.

Our study has several limitations which need to be considered

in the interpretation of the results. First, two newborns without

MI carrying CF causing mutations (HD-29, PR-16 in Tables S2

and S4 in the online material) were missed by both of the IRT/

PAP protocols since PAP values of these newborns were lower

than 1.0 μg/l. One of these two CF patients (HD-29) was born

preterm in the 30th week of gestation and a second Guthrie card

was not tested later for CF as usually done for other diseases

included in NBS. Of note, Vernooij-van Langen et al. demonstrat-

ed that PAP values of preterm infants are variable [21]. This

suggests that false negative PAP results might be explained by low

PAP values in preterm infants, and that retesting of those close to

the calculated birth datemay bewarranted when using an IRT/PAP

protocol. Alternatively, the low PAP in this patient (HD-29) might

be explained by expression of R347P mutation which is partially

associated with exocrine pancreatic sufficiency and might there-

fore result in a lower PAP value after birth. Up to now there is no

explanation why the second CF patient (PR-16) could not be

detected by either of the PAP based CFNBS protocols. During the

original study carried out in Prague all false negative results were

verified by PAP re-examination and discussed directly with the

manufacturer of the PAP kit. In this process no analytical or

handling error was revealed. Another false negative tested CF

patient (HD-01) not given in Fig. 2 was missed because of an IRT

value far below the cut-off (36 μg/l). Nonetheless, this patient

would have beenmissed by any other IRT based screening strategy

and should, therefore, not considered as false negative result

specific for PAP based CFNBS protocols. Nevertheless, it might

happen that more individual patients are missed due to mobility of

families, although Germany and the Czech Republic have reliable

CF networks reporting CF patients tested false-negative by

CFNBS to the NBS center.

Second, none of the study cohorts was large enough and was

followed long enough to calculate sensitivity reliably. Further-

more, exclusion of CF patients with MI and of newborns with

equivocal CF diagnosis from statistical analyses puts the focus

on the relevant patients for a NBS study, but weakens deter-

mination of protocol sensitivity even further. This is the main

reason why sensitivities reported here are lower than in other

IRT/PAP studies [7–10]. Of note, if positive rated newborns

who presented with MI after birth and were diagnosed with

CF had been included in the statistical analysis, the sensitivity

e.g. in the Heidelberg cohort would have increased from 92%

up to 95%.

Third, in Heidelberg about 10% and in Prague about 21%

[10] of the parents whose newborns were tested positive in the

CFNBS refused confirmation of the test result by sweat testing

and/or further clinical evaluation despite of respective efficient

tracking procedures. This is an important fact since this could

have influenced the initial results of these two cohorts and has

to be taken into consideration when interpreting the results of

this retrospective study.

Finally, differences between the calculated sensitivities of the

studied protocols were too small to reach statistical significance

for the given sizes of our cohorts. A power calculation predicted

that a difference of 8 newborns would have been necessary to

reach statistical significance between the calculated sensitivities

of the different protocols compared in our retrospective study.

Therefore, we expect that ≥800,000 newborns have to be

screened to demonstrate significant differences in sensitivities

between screening protocols by comparative statistical analysis.

However, we think these limitations do not impair the relevance

or the findings reported in this study.

In summary, our results support that an IRT/PAP protocol is

a good choice, if genetic analysis has to be avoided or if

detection of carriers and newborns with equivocal diagnosis of

CF should be limited. To optimize the specificity of an IRT/

PAP protocol an IRT cut-off close to the 99.0th percentile

(~65 μg/l) can be applied. Usage of a FS in an IRT/PAP

protocol may improve sensitivity and usage of only one PAP

cut-off may further increase the sensitivity, but lower the

specificity when IRT/PAP is used as exclusive biochemical

strategy.

Supplementary data to this article can be found online at

http://dx.doi.org/10.1016/j.jcf.2013.06.003.
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3.2.1. Úvod k publikaci 

 

Zatímco většina evropských zemí má v době sepisování této dizertační práce 

celoplošný NSCF (Obr. č. 6), Německo je v tomto ohledu výjimkou. Současné 

legislativní a etické požadavky (“Deutschen Ethikrat,” 2013, “Gendiagnostikgesetz - 

GenDG,” 2009), jako důsledek eugeniky vycházející z ideologie nacistického 

Německa, neumožňují zavádět molekulárně genetické vyšetření pro autozomálně 

recesivní onemocnění jakožto součást celoplošného screeningového programu. 

Důvodem je zejména náhodné odhalení zdravých heterozygotů, což v krajním 

případě může pro rodinu probanda představovat celoživotní psychické trauma 

(Sommerburg et al., 2010). 

Vzhledem k výše uvedenému legislativnímu omezení tak Německo nemůže 

pro celoplošný NSCF použít protokol IRT/DNA a je odkázáno na protokoly založené 

pouze na biochemických analytech. Perspektivním modelem je protokol IRT/PAP. 

Tato studie se zabývá problematikou optimalizace strategie IRT/PAP. K 

retrospektivnímu zhodnocení byly použity výsledky tří regionálních evropských 

programů, ve kterých byla použita rozdílná schémata IRT/PAP. Studie byla 

provedena na celkovém souboru 325 917 novorozenců z následujících 

screeningových center v Německu a České republice: a) Heidelberg - novorozenci z 

Bádensko-Württemberska, Porýní-Falce a Sárska, b) Drážďany - novorozenci 

z východního Saska a c) Praha – novorozenci narození v Čechách.  

Studie vychází z původních cut-off hodnot navržených pro IRT/PAP protokol 

prof. Sarlesem (Sarles et al., 2005), tj. IRT 50,0 – 99,9 a PAP ≥ 1,8 nebo IRT ≥ 100,0 

a PAP ≥ 1,0 (vše ng/ml). V rámci optimalizace IRT/PAP protokolu si klademe tyto 

otázky: 1) je možné zvýšit cut-off pro IRT na 60 - 65 ng/ml se zachováním stejné 

senzitivity a dosažením vyšší specificity; 2) je vhodné zavádět FS pro IRT/PAP 

protokoly; 3) dosáhne protokol s jedinou cut-off hodnotou pro PAP vyšší senzitivity 

než dvě IRT-dependentní cut-off hodnoty pro PAP dle profesora Sarlese?  

Díky rozsáhlejší mezinárodní kohortě tak byly dosaženy vhodnější podmínky 

k objektivnímu statistickému zhodnocení senzitivity a specificity protokolů IRT/PAP 

lišících se v nastavení cut-off hodnot pro jednotlivé analyty. Výsledky studie byly 

publikovány jako původní článek v Journal of Cystic Fibrosis v roce 2014. 
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Obr. č. 6: Evropské státy ve vztahu k zavádění NSCF 

 

 

 

Autor obrázku: Dr. Kevin Southern (University of Liverpool, United Kingdom; osobní 

komunikace) 

 

Legenda: Tmavě zelená – celoplošný screeningový program, světle zelená – 

regionální program, červená – dosud bez NSCF, oranžová – dosud bez NSCF, 

zavedení NSCF je odsouhlaseno, není však známa doba jeho zahájení, růžová – 

dosud bez NSCF, zavedení celoplošného NSCF je odsouhlaseno a plánováno od 

roku 2015 
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3.2.2. Výsledky a diskuze 

 

Na základě retrospektivní studie bylo za nejvhodnější schéma, primárně 

s ohledem na dosaženou senzitivitu, považováno schéma IRT/PAP s cut-off 

hodnotou pro IRT odpovídající 99. percentilu, jedinou cut-off hodnotou pro PAP a 

s použitím FS odpovídající 99,9. percentilu.  Tento typ protokolu může být vhodnou 

volbou v případě, že DNA analýza nelze použít jako součástí screeningového 

programu. 

Pokud bychom výše zmíněné cut-off hodnoty (tj. v absolutních hodnotách IRT 

65, PAP 1,0 a IRT pro FS 143; vše ng/ml) aplikovali na kohortu 106 522 českých 

novorozenců, dosáhli bychom senzitivity 0,9048 (tzn. zachytili bychom 19 případů 

s klasickou formou CF z 21 pacientů ve sledované kohortě)2.  

Senzitivity 0,9048 je však dosaženo za cenu vyšší falešné pozitivity. Frekvenci 

indikovaných potních testů při těchto cut-off hodnotách u 390 (0,37%) novorozenců 

(Tab. č. 3 v původním článku Sommerburg et al., 2014) považujeme z hlediska 

vysoké falešné pozitivity za nepřiměřenou zátěž novorozenecké populace. Stejné 

senzitivity, tj. 0,9048, dosáhl v české studii testovaný celoplošný protokol 

IRT/DNA/IRT při nutnosti indikovat potní test pouze u 77 (0,12 %) novorozenců 

(Krulišová et al., 2012). Je však nutno zdůraznit, že v našich podmínkách nemáme 

legislativní problémy s uplatněním molekulárně genetického vyšetření mutací v genu 

CFTR do celoplošného screeningového programu. 

Navržené schéma IRT/PAP s cut-off hodnotou pro IRT odpovídající 99. 

percentilu a s jedinou cut-off hodnotou pro PAP může být opět použito ve formě 

protokolu IRT/PAP/DNA, kde jako třetí krok následuje DNA analýza genu CFTR3.  

 

  

                                                           
2
 Tab. č. 3 v původním článku Sommerburg et al., 2014 uvádí senzitivitu 0,9474; tj. 

zachycených 18 pacientů s klasickou formou CF z 19 pacientů. Důvodem tohoto rozporu je 
rozdílný přístup k pacientům s klinicky diagnostikovaným mekoniovým ileem - tito pacienti 
byli v německo-české studii ze statistického zpracování vyřazeni. 
3
 Touto problematikou se zabývá připravovaná publikace: Sommerburg O, Krulisova V, 

Lindner M, Muckenthaler M, Kohlmueller M, Happich M, Stahl M, Kulozik AE, Votava F, 
Macek M Jr., Mall MA, Hoffmann GF. The combination of an IRT/PAP protocol using one 
PAP cut-off with CFTR mutation analysis in a new IRT/PAP/DNA protocol provides high 
sensitivity and specificity and avoids carrier detection in cystic fibrosis newborn screening in 
two different cohorts of Central European populations. 
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3.2.3. Závěr 

 

Screeningové schéma IRT/PAP s dostatečně nízkými cut-off hodnotami pro 

PAP sice umožňuje dosáhnout vysoké senzitivity, ale pouze za cenu vysoké falešné 

pozitivity v podobě vysokého počtu indikovaných potních testů u jedinců bez CF.  

Výsledky studie také ilustrují rozdílné požadavky kladené na screeningové 

protokoly - zatímco pro Českou republiku je vysoká falešná pozitivita zásadně 

limitující pro zavedení IRT/PAP schématu do celoplošně prováděného 

screeningového programu, pro Německo by z důvodu legislativních omezení mohla 

být parametrem akceptovatelným.  
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Následující publikace se zabývá problematikou uvedenou v bodě 3 mezi 
stanovenými cíli této dizertační práce (viz kapitola 2.). 
 

3.3. Křenková, P., Piskáčková, T., Holubová, A., Balaščaková, M., Krulišová, V., 

Čamajová, J., Turnovec, M., Libik, M., Norambuena, P., Štambergová, A., 

Dvořáková, L., Skalická, V., Bartošová, J., Kučerová, T., Fila, L., Zemková, D., 

Vávrová, V., Koudová, M., Macek, M., Krebsová, A., Macek, M., Jr, 2013. 

Distribution of CFTR mutations in the Czech population: positive impact of 

integrated clinical and laboratory expertise, detection of novel/de novo alleles 

and relevance for related/derived populations. J. Cyst. Fibros. 12, 532-537. IF 
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Abstract

Background: This two decade long study presents a comprehensive overview of theCFTRmutation distribution in a representative cohort of 600Czech
CF patients derived from all regions of the Czech Republic.
Methods: We examined the most common CF-causing mutations using the Elucigene CF-EU2v1™ assay, followed by MLPA, mutation scanning
and/or sequencing of the entire CFTR coding region and splice site junctions.
Results: We identified 99.5% of all mutations (1194/1200 CFTR alleles) in the Czech CF population. Altogether 91 different CFTR mutations, of
which 20 were novel, were detected. One case of de novo mutation and a novel polymorphism was revealed.
Conclusion: The commercial assay achieved 90.7%, the MLPA added 1.0% and sequencing increased the detection rate by 7.8%. These
comprehensive data provide a basis for the improvement of CFDNA diagnostics and/or newborn screening in our country. In addition, they are relevant
to related Central European populations with lower mutation detection rates, as well as to the sizeable North American “Bohemian diaspora”.
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1. Introduction

The incidence of cystic fibrosis (CF) in the Czech Republic
(CZ) was estimated using epidemiological approaches more
than half a century ago (1 in 2700 live births), while recent
outcomes of a nationwide CF newborn screening (NBS)
revealed a two-fold lower incidence (1 in 4023 live births) [1].
Given the current annual birth rate of 108,673 [2], approx-
imately 30 CF patients would be expected to be born each year.

The CZ population has German (Bavarian; DE), Northern
Austrian (AT), Polish (PL), Slovak (SK) or Hungarian (HU)
influences (arranged by the degree of their historical impact)
and is a representative of the population composition of Central
Europe (CE) [3,4]. Romani intermarriage and non-European
immigration have remained marginal [2]. Therefore, generally
speaking, the CZ population is stable and homogeneous [5].

Over the past two decades, the Prague CF Centre has performed
DNA diagnostic testing for the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR) gene in a group of almost 3000 CZ
families. This facility serves as the national reference center, both
for clinical and laboratory diagnosis of CF [6], within an official
network of regional CF centers [7]. The Prague center also
coordinates CF newborn screening for the western part of the
country [1].

The aim of this study is to present results from a substantially
larger and representative group of CZ CF patients, compared to

the previous report published within a collaborative study [8]. In
addition, data on intra-CFTR rearrangements, copy number and/or
novel mutations are included. Significantly updated data provide
a basis for improvement of CF DNA diagnosis and/or CF NBS in
the CZ and related populations. Finally, the information is
important for the selection of patients for mutation-specific
therapies [9].

2. Methods

Diagnosis of CF was established in 600 unrelated CZ CF
patients by using a combination of clinical and laboratory
diagnostic criteria [10]. Their geographic origin is presented in
Fig. 1. During this long-term population study, DNA diagnostic
techniques have gradually evolved (data available upon request).
Initially, we examined the most common CF causing mutations
using “in house” methods, later followed by commercial assays
(e.g. Elucigene CF-EU2v1™, Gen-Probe Life Sciences, UK).
Patients with one or both unidentified mutations were then
examined for intragenic rearrangements using multiplex ligation-
dependent probe amplification (MLPA, MRC-Holland, Nether-
lands). Subsequently, negative cases were subjected to mutation
scanning [11] and/or sequencing of the entireCFTR coding region
and splice site junctions (Applied Biosystems, USA). Any
detected CFTR mutations were verified in the index case's
parents.

Fig. 1. Origin of 600 Czech CF patients. Legend: Origin of patients is based on the postal codes of their domicile. Number of patients in the regions: Capital Prague (Praha)
Region — 99; Central Bohemia Region (i.e. regiona surrounding Prague) — 88; Ústí nad Labem Region — 52; Pilsen (Plzeň) Region — 48; Liberec Region — 41;
South-Bohemian (České Budějovice) Region— 40; Hradec Králové Region— 37; Zlín Region— 32; Pardubice Region— 31; Moravian-Silesian (Ostrava) Region—
29; Vysočina (Jihlava) Region — 29; Karlovy Vary Region — 26; Olomouc Region— 25; South Moravian (Brno) Region— 23.
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Table 1
Spectrum of CFTR mutations detected in Czech CF patients.

Mutations/HGVS nomenclature/ Mutations/traditional nomenclature, legacy name/ Legacy exon/intron No. of alleles %

1. c.1521_1523delCTT F508del*# Ex10 809 67.42
2. c.54-5940_273+10250del21kb CFTRdele2,3/21kb/*# In1–In3 69 5.75
3. c.1652GNA G551D*# Ex11 35 2.92
4. c.3909CNG N1303K*# Ex21 29 2.42
5. c.1624GNT G542X*# Ex11 24 2.00
6. c.3718-2477CNT 3849+10kbCNT*# In19 20 1.67
7. c.1766+1GNA 1898+1GNA*# In12 17 1.42
8. c.1040GNC R347P*# Ex7 11 0.92
9. c.2012delT 2143delT*# Ex13 11 0.92
10. c.3140-26ANG 3272-26ANG*# In17a 8 0.67
11. c.1007TNA I336K# Ex7 7 0.58
12. c.3846GNA W1282X*# Ex20 7 0.58
13. c.1657CNT R553X*# Ex11 6 0.50
14. c.2657+5GNA 2789+5GNA*# In14b 6 0.50
15. c.2834CNT S945L# Ex15 6 0.50
16. c.442delA 574delA# Ex4 5 0.42
17. c.489+1GNT 621+1GNT*# In4 5 0.42
18. c.2052_2053insA 2184insA# Ex13 5 0.42
19. c.3009_3017delAGCTATAGC 3141del9

&
Ex17a 5 0.42

20. c.366TNA Y122X*# Ex4 4 0.33
21. c.[874GNA]+[2126GNA] E292K/R709Q Ex7/Ex13 4 0.33
22. c.1585-1GNA 1717-1GNA*# In10 4 0.33
23. c.3454 GNC D1152H*# Ex18 4 0.33
24. c.3484CNT R1162X*# Ex19 4 0.33
25. c.4242+1GNT 4374+1GNT In23 4 0.33
26. c.1000CNT R334W*# Ex7 3 0.25
27. c.1767-?_2619+?del CFTRdele13,14a Ex13–Ex14a 3 0.25

28. c.3468+2_3468+3insT 3600+2insT In18 3 0.25
29. c.3469-?_3717+?dup CFTRdup19 Ex19 3 0.25
30. c.3964-78_4242+577del CFTRdele22,23# Ex22–Ex23 3 0.25
31. c.53+1GNT 185+1GNT In1 2 0.17
32. c.54-1161_164+1603del2875 CFTRdele2 Ex2 2 0.17
33. c.169TNG W57G Ex3 2 0.17
34. c.254GNA G85E*# Ex3 2 0.17
35. c.274GNT E92X# Ex4 2 0.17
36. c.328GNC D110H# Ex4 2 0.17
37. c.579+3ANG 711+3ANG# In5 2 0.17
38. c.3528delC 3659delC*# Ex19 2 0.17
39. c.4127_4131delTGGAT 4259del5 Ex22 2 0.17

40. c.1-?_1584+?del CFTRdele1,10 Ex1–Ex10 1 0.08
41. c.115CNT Q39X# Ex1 1 0.08
42. c.79GNC G27R Ex2 1 0.08
43. c.[125CNT]+[223CNT] S42F/R75X# Ex2/Ex3 1 0.08
44. c.164+1GNA 296+1GNA In2 1 0.08
45. c.274GNA E92K# Ex4 1 0.08
46. c.349CNT R117C*# Ex4 1 0.08
47. c.509GNA R170H Ex5 1 0.08
48. c.533GNA G178E Ex5 1 0.08
49. c.579+1GNT 711+1GNT*# In5 1 0.08
50. c.902ANG Y301C Ex7 1 0.08
51. c.1040GNA R347H*# Ex7 1 0.08
52. c.1114CNT Q372X Ex7 1 0.08

53. c.1117-1GNA 1249-1GNA In7 1 0.08
54. c.1209+1GNA 1341+1GNA# In8 1 0.08
55. c.1519_1521delATC I507del*# Ex10 1 0.08
56. c.1654CNT Q552X# Ex11 1 0.08
57. c.1673TNC L558S# Ex11 1 0.08
58. c.1679+1GNC 1811+1GNC In11 1 0.08
59. c.1687TNC Y563H Ex12 1 0.08
60. c.1753GNT E585X# Ex12 1 0.08
61. c.1766+1GNC 1898+1GNC In12 1 0.08
62. c.2044delA 2176delA Ex13 1 0.08
63. c.2051_2052delAAinsG 2183delAANG# Ex13 1 0.08
64. c.2052delA 2184delA*# Ex13 1 0.08
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3. Results

Altogether we found 91 different CFTR mutations (Table 1),
with only seven being present at a frequency N1%: F508del
(67.42%), CFTRdele2,3(21kb) (5.75%), G551D (2.92%),
N1303K (2.42%), G542X (2.0%), 3849+10kbCNT (1.67%)
and 1898+1GNA (1.42%) (using the legacy/traditional no-
menclature). More than half of all mutations (n=52) occurred
within a single family. In addition, 20 novel mutations (Table 1)
and a novel variant (S1456N) were discovered.

A de novo novel mutation 3840delT was detected on
“fingerprinting-proven” paternal CFTR allele in an adolescent
male patient who bears a second novel mutation in compound
heterozygosity — 3840delT/2921delG. He was diagnosed
clinically at 3 years of age (sweat test: 80 mmol/l), and suffers
from chronic Pseudomonas aeruginosa colonization and
pancreatic insufficiency.

In addition, we observed the previously described V754M
mutation in trans to N1303K in an unaffected mother (sweat
test: 40 mmol/l). Her first CF child bears a R709Q-E292K/
N1303K in trans, while sequencing of exon 7, 13 and 21 during
prenatal diagnosis of her second child, who is unaffected,
revealed the R709Q-E292K/V754M genotype.

The S1455X mutation was observed in compound hetero-
zygosity with the F508del in a male patient who was clinically
diagnosed at age 7 years, in which “repeated bronchitis” led to
sweat testing (mean concentration 70 mmol/l). Interestingly,
the patient's asymptomatic father bears mutation S1455X in
trans to a novel variant S1456N and the patient's apparently
healthy brother has the maternal-F508del/S1456N genotype.

In aggregate, we identified 99.50% of all mutations (1194/
1200 CFTR alleles) in the CZ CF population (Table 1).

4. Discussion

This study presents a comprehensive overview of the CFTR
mutation distribution in a representative cohort of CZ CF
patients originating from all CZ regions (Fig. 1). Integration of
CF clinical expertise with DNA diagnostics at the Prague
National Reference Center, together with consistent application
of consensus CF clinical and laboratory diagnostic criteria, led
to the identification of more than 99% of all CFTR mutations
(Table 1).

There are over 10 million inhabitants in the country, which
according to population genetic analyses, is a representative of
the CE ethnic composition [3], with significant overlaps with

Table 1 (continued)

Mutations/HGVS nomenclature/ Mutations/traditional nomenclature, legacy name/ Legacy exon/intron No. of alleles %

65. c.2290CNT R764X# Ex13 1 0.08
66. c.2490+1GNA 2622+1GNA# In13 1 0.08
67. c.2538GNA W846X*# Ex14a 1 0.08
68. c.2551CNT R851X# Ex14a 1 0.08
69. c.2589_2599delAATTTGGTGCT 2721del11 Ex14a 1 0.08
70. c.2705delG 2837delG Ex15 1 0.08
71. c.2789delG 2921delG Ex15 1 0.08
72. c.2803_2813delCTACCACTGGT 2935del11 Ex15 1 0.08
73. c.2856GNC M952I Ex15 1 0.08
74. c.2991GNC L997F# Ex17a 1 0.08
75. c.3106delA 3238delA Ex17a 1 0.08
76. c.3136GNT E1046X Ex17a 1 0.08
77. c.3139GNC G1047R Ex17a 1 0.08
78. c.3196CNT R1066C*# Ex17b 1 0.08
79. c.3196CNG R1066G Ex17b 1 0.08
80. c.3302TNG M1101R Ex17b 1 0.08
81. c.3310GNA E1104K Ex17b 1 0.08
82. c.3353CNT S1118F Ex17b 1 0.08
83. c.3472CNT R1158X*# Ex19 1 0.08
84. c.3587CNG S1196X# Ex19 1 0.08
85. c.3708delT 3840delT Ex19 1 0.08
86. c.3937CNT Q1313X# Ex21 1 0.08
87. c.3971TNC L1324P Ex22 1 0.08
88. c.4003CNT L1335F Ex22 1 0.08
89. c.4004TNC L1335P Ex22 1 0.08
90. c.4097TNA I1366N Ex22 1 0.08
91. c.4426CNT Q1476X Ex24 1 0.08
92. Unknown 6 0.50

Total 1200 100.00

Legend: Within the traditional nomenclature column: “*” mutations included in the Elucigene CF-EU2v1™ assay; “#” genotype–phenotype correlations of detected
mutations are described in the CFTR2 database [21] with e.g. D1152H, L997F having “varying consequences”¨; “?” — Genomic position of breakpoints has not been
identified, thus far. Novel mutations are formatted in bold and “

&
” the novel mutation 3141del9 was independently detected in five unrelated CZ families.
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the SK, HU, AT and DE populations [3,4], and to a lesser
degree, with its PL and DE Saxony neighbors [5]. Therefore,
our data are pertinent to the related populations with lower
mutation detection rates (Table 2) [8,12,13], with the exception
of Eastern HU [14]. The CZ mutation distribution is also
relevant to the North American “Bohemian diaspora” (residing
mainly in Canada and the U.S. Midwest) consisting of over
1.2 million immigrants with descendants from historical CZ
territories [15].

In the CE population, the frequency of the F508del mutation
does not “rigorously” follow the expected “North-to-South”
gradient, which could be due to the higher population heteroge-
neity in PL (Table 2). The “Slavic” mutation CFTRdele2,3/21kb/
[16] is relatively common in CE (Table 2). However, the G551D
mutation is more common within the “core Hallstatt culture
territory” [17] that comprises the current CZ, DE, AT and AT–
Tyrol [18, Table 2]. Therefore, a “Celtic” origin of G551D is likely
and is supported by its common origin and extrapolated “age” [19].
Similarly, we presume that the “Mediterranean” mutation G542X
[8] is, according to historical patterns of CE colonization [17], the
most prevalent in the Danube basin, i.e. in SK, HU, AT and DE.

In the CZ population the commercial assay Elucigene
CF-EU2v1™ achieved mutation detection rates of 90.7%,
MLPA added 1.0%, with the CFTRdele2,3/21 kb/mutation
(5.75%) being independently confirmed by this assay. Mutation
scanning and/or sequencing detected an extra 94 CF alleles,
adding an additional 7.8%.

We have not included the male with the S1455X/F508del in
our cohort, since he only suffers from “isolated elevated sweat
chloride concentrations” [20] and does not meet the diagnostic
criteria for CF [10]. Similarly, all cases with the R117H-IVS8 T(7)
in cis, which did not meet the diagnostic criteria were also
excluded from this study. Although the V754M mutation “is still
under evaluation” in the CFTR2 database [21], we concluded that

its pathogenic potential is limited. All “equivocal” cases have been
enrolled into a long-term clinical monitoring program at our center
[6,22].

The previously reported pathological L1-mediated retro-
transpositional event [23] was detected in one patient who was
compound heterozygous for the E92K/M952I mutations. It is
likely that the pathogenetic impact of the “CFTR-related disorder
associated” mutation M952I [22] was augmented by the Alu1-
related molecular alternation of theCFTR, leading to a “classical”
presentation of CF in this case.

The observed de novo novel mutation occurred on the
paternal CFTR allele (father's age at conception was 25 years)
at a rate of 1 in 1200 CFTR alleles examined, i.e. as previously
reported [24].

In addition, previously unknown complex allele [25] com-
prising R709Q-E292K in cis in four unrelated families was
discovered, with the R709Q being reported in AT [26].

In summary, we present a thorough overview of the CFTR

mutation distribution in the CZ population, which demonstrates
that integrated clinical and laboratory expertise [22] can yield
very high mutation detection rates.

The Elucigene CF-EU2v1™ assay was shown to achieve
sufficient mutation detection rates formulti-tier CFNBS (i.e. more
than 85%), although the I336K and S945L, with frequency over
0.5% (Table 1), should also be included in the Czech national
screening panel [1]. The CZ mutation distribution is relevant to
related populations which have reported rather limited mutation
spectra (e.g. Northern AT) and to the sizeable North American
immigrant population derived from this part of CE.
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Table 2
Distribution of selected CFTR mutations in Central European populations.

Mutations/HGVS
nomenclature/

Mutations/traditional
nomenclature, legacy
name/

Czech
Republic 2012
(this study)
(N=1200)

Slovakia
2010
(N=856)

Eastern
Hungary 2011
(N=80)

Germany
Bavaria 2002
(N=250)

Austria
Tyrol 1997
(N=126)

Austria North– East,
North– North 2002
(N=118)

Poland
(N=1726)

c.1521_1523delCTT F508del 67.42 66.80 70.00 74.00 74,60 70.30 57.0
c.54-5940_273+10250del21 kb CFTRdele2,3/21kb 5.75 2.26 5.00 1.2* 2.6# NA 1.80
c.1652GNA G551D 2.91 b0.50 0.00 6.40 1.60 2.50 0.50
c.3909CNG N1303K 2.42 2.03 5.00 2.40 0.00 NA 1.80
c.1624GNT G542X 2.00 4.06 3.75 3.20 2.40 5.10 2.60
c.3718-2477CNT 3849+10kbCNT 1.67 4.28 0.00 NA 0.00 3.40 2.70
c.1766+1GNA 1898+1GNA 1.42 b0.50 0.00 NA 0.00 NA NA
c.1040GNC R347P 0.92 1.10 1.25 0.80 1.60 2.50 NA
c.2012delT 2143delT 0.92 1.10 0.00 NA 0.00 NA NA
c.3140-26ANG 3272-26ANG 0.67 b0.50 0.00 NA 0.00 NA NA
c.3846GNA W1282X 0.58 b0.50 0.00 NA 0.00 NA 0.70
c.1007TNA I336K 0.58 0.00 0.00 NA 0.00 NA NA
c.1657CNT R553X 0.50 0.90 0.00 1.20 0.00 NA 1.90
c.2657+5GNA 2789+5GNA 0.50 0.00 0.00 NA 2.40 NA NA
c.2834CNT S945L 0.50 0.00 0.00 NA 0.00 NA NA
c.2052_2053insA 2184insA 0.42 1.58 5.00 NA 0.00 NA NA

Legend: data for Slovakia [12], Eastern Hungary [14], Germany–Bavaria [13], Austria–Tyrol [18], Austria North East and North West [13], Poland and *[8], and #

[16]. NA: not analyzed/data not available. N: number of analyzed CF alleles.
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3.3.1. Úvod k publikaci 

 

Senzitivita screeningových schémat pro CF založených na DNA analýze je 

dána nejen cut-off hodnotami pro biochemické markery, ale také možnostmi 

molekulárně genetického vyšetření detekovat různě široké spektrum kauzálních 

mutací v genu CFTR. Předpokladem efektivity schémat IRT/DNA je znalost distribuce 

mutací genu CFTR  u pacientů s CF v daném regionu a populaci. 

Doposud neexistuje jednoznačné doporučení, kolik mutací se má v rámci DNA 

analýzy u screeningových schémat vyšetřovat. Dle konsensu je doporučováno, aby 

byly zahrnuty nejčastější populačně specifické mutace a dále alely přítomné u 

příslušných etnických minorit (Castellani et al., 2009). V praxi jsou v rámci NSCF 

vyšetřovány mutace představující 85 – 90 % všech alel vyskytujících se u pacientů 

s CF v dané populaci. 

Tato práce se zabývá problematikou zastoupení jednotlivých alel CFTR genu 

u pacientů s CF v České republice. Mezi pacienty byli zahrnuti také pacienti 

diagnostikovaní na základě NSCF. Výsledky práce nám umožnily zhodnotit, zda 

panel mutací, který je v současné době používán v rámci celoplošného 

screeningového programu IRT/DNA/IRT, nepředstavuje překážku v dosažení vysoké 

senzitivity NSCF. Výsledky práce byly publikovány v Journal of Cystic Fibrosis v roce 

2013. 
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3.3.2. Výsledky a diskuze 

 

U 600 pacientů s diagnostikovanou klasickou formou CF na základě klinických 

a laboratorních diagnostických kritérií bylo identifikováno 99,50 % mutací v genu 

CFTR (1194/1200 alel). U vyšetřených pacientů bylo nalezeno 91 různých mutací, 

z nichž pouze 15 mělo četnost vyšší než 0,5 %. Četnost jednotlivých mutací je 

uvedena ve publikaci Křenková et al., 2013 v Tab. č. 1. 

Pro DNA analýzu v druhém kroku celoplošného NSCF je v České republice od 

července 2010 používán komerčně dostupný panel obsahující 50 mutací genu CFTR 

(Elucigene CF-EU2TM od firmy Gen-Probe), přehled vyšetřovaných mutací je uveden 

v tabulce č. 4. Dle procentuálního zastoupení jednotlivých CFTR alel u pacientů s CF 

v České republice vycházející z výsledků této práce dosahuje panel s 50 mutacemi 

záchytnosti 90,7 %.  

Lze předpokládat, že další navyšování počtu vyšetřovaných mutací v rámci 

NSCF nezvýší významně senzitivitu [na senzitivitu protokolů využívajících DNA 

analýzu má vliv spíše iniciální cut-off hodnota pro IRT než počet vyšetřovaných 

mutací (Baker et al., 2011)], ale zvýší především falešnou pozitivitu reprezentovanou 

detekcí vyššího počtu zdravých heterozygotů.  

 

Tabulka č. 4: Přehled vyšetřovaných mutací v rámci celoplošného NSCF 

 

Panel 50 CFTR mutací (Elucigene CF-EU2TM od firmy Gen-Probe) 

p.Phe508del, p.Ser18ArgfsX16, p.Ile507del, c.2657+5G>A, p.Glu60X, p.Gln890X, 

p.Pro67Leu, p.Tyr515X, c.2988+1G>A, p.Gly85Glu, p.Val520Phe, c. 3140-26A>G, 

p.Leu88IlefsX22, c.1585-1G>A, p.Arg1066Cys, p.Ile105SerfsX2, p.Gly542X, 

p.Tyr1092X, p.Arg117Cys, p.Ser549Asn, p.Met1101Lys, p.Arg117His, p.Ser549Arg, 

p.Asp1152His, p.Tyr122X, p.Gly551Asp, p.Arg1158X, c.489+1G>T, p.Arg553X, 

p.Arg1162X, c.579+1G>T, p.Arg560Thr, p.Lys1177SerfsX15, p.Leu206Trp, 

c.1679+1.6kbA>G, c.3717+10kbC>T, p.Phe316LeufsX12, c.1766+1G>A, 

p.Ser1251Asn, p.Arg334Trp, p.Leu671X, p.Leu1258PhefsX7, p.Arg347Pro, 

p.Lys684AsnfsX38, p.Trp1282X, p.Arg347His, p.Val739TyrfsX16, p.Asn1303Lys, 

p.Ala455Glu, p.Trp846X, varianty 1210-12T[5/7/9] 
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3.3.3. Závěr 

 

Na základě výsledků této práce jsme potvrdili, že detekční schopnost 

komerčně dostupné diagnostické soupravy používané pro druhý krok protokolu 

IRT/DNA/IRT splňuje požadavky kladené na DNA analýzu v rámci screeningových 

programů, tj. dosahuje záchytnosti vyšší než 85 %. V kombinaci s vhodně zvolenými 

cut-off hodnotami pro biochemické markery tak nepředstavuje překážku v dosažení 

vysoké senzitivity současného screeningového schématu IRT/DNA/IRT ani schématu 

IRT/PAP/DNA, které jsme s modifikovanými cut-off hodnotami pro IRT a PAP 

studovali v kapitole 3.1.2.3. 
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Následující publikace se zabývá problematikou uvedenou v bodě 4 mezi 

stanovenými cíli této dizertační práce (viz kapitola 2.). 

 

3.4. Votava, F., Kožich, V., Chrastina, P., Pešková, K., Adam, T., Friedecký, D., 

Hlídková, E., Vinohradská, H., Dejmek, P., Krulišová, V., Holubová, A., 

Balaščaková, M., Piskáčková, T., Macek, M., Gaillyová, R., Valášková, I., Skalická, 

V., 2014. Výsledky rozšířeného novorozeneckého screeningu v České 

republice. Čes-slov. Pediat. 69, 77-86. 
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SOUHRN
Pomocí celoplošného novorozeneckého laboratorního screeningu ze suché kapky krve (SKK) na filtračním 

papírku jsou od roku 1975 vyhledáváni pacienti s fenylketonurií/hyperfenylalaninemií (PKU/HPA); od roku 1985 
s vrozenou hypotyreózou (CH); od roku 2006 s kongenitální adrenální hyperplazií (CAH) a od X/2009 pacienti 
s cystickou fibrózou (CF) a 9 dalšími dědičnými poruchami metabolismu – leucinózou (MSUD), glutarovou 
acidurií typu I (GA I), izovalerovou acidurií (IVA), deficitem dehydrogenázy acyl-CoA se středně dlouhým, 
3-hydroxyacyl-CoA s dlouhým a acyl-CoA s velmi dlouhým řetězcem (MCADD, LCHADD a VLCADD), deficitem 
karnitinpalmitoyltransferázy I a II (CPTD I a II) a deficitem karnitinacylkarnitintranslokázy (CACTD).

Metodika: V období od 1. ledna 2002 až do 31. prosince 2012 bylo vyšetřeno 1 179 136 novorozenců na PKU/ 
/HPA a CH; koncentrace fenylalaninu byla měřena různými metodami a od X/2009 jednotně tandemovou 
hmotnostní spektrometrií (MS/MS); koncentrace tyreotropinu byla zjišťována pomocí fluoroimunoeseje (FIA).  
U 752 922 novorozenců byla změřena koncentrace 17-hydroxyprogesteronu  pomocí FIA. U 367 114 dětí byl 
změřen imunoreaktivní trypsin (IRT) pomocí FIA a  u  1,05 % novorozenců s  nejvyšším IRT bylo vyšetřeno 
v prvotních SKK 32 a později 50 nejčastějších mutací v genu CFTR s cílem minimalizovat falešnou pozitivitu. 
U 362 653 novorozenců byly analyzovány metabolity pro záchyt dalších 9 dědičných metabolických poruch 
pomocí MS/MS.

Výsledky: Celkem bylo novorozeneckým screeningem zachyceno 646 pacientů s  následně potvrzenou  
diagnózou. Screeningové prevalence jednotlivých nemocí byly následující CH 1:3562; CAH 1:12 343; CF 1:7060; 
PKU/HPA 1:7234; MCADD 1:17 269; LCHADD 1:51 808; VLCADD 1:90 663; GA I 1:120 884; MSUD a IVA shodně 

Čes-slov Pediat 2014; 69 (2): 77–86
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1:181 327. Screeningem dosud nebyl zachycen žádný novorozenec s CPTD I, II a CACTD. Efektivita screenin-
gového programu v ČR se zvyšovala, kumulativní četnost záchytů narůstala z 1:2701 v letech 2002–2005 přes 
1:2072 v letech 2007–2008 až na 1:1138 po zásadním rozšíření novorozeneckého screeningu (NS) v roce 2009. 
Četnost falešné pozitivity (FPR) činila 0,540 % , z toho 74 % reprezentuje NS CAH.

Závěr: NS je účinný nástroj sekundární prevence vzácných onemocnění s účinnou léčbou. Pro optimalizaci 
programu se zavádějí druhostupňová vyšetření u malého množství vzorků s cílem snížit falešnou pozitivitu 
a hledají se možnosti rozšíření spektra screenovaných chorob.  

KLÍČOVÁ SLOVA
novorozenecký screening, suchá kapka krve, prevalence, vzácná onemocnění, kongenitální hypotyreóza, 
kongenitální adrenální hyperplazie, cystická fibróza, fenylketonurie, dědičné metabolické poruchy

SUMMARY 
The results of expanded newborn screening in the Czech Republic

The nationwide newborn screening (NBS) using dried blood spots (DBS) was started in 1975 for phenylketonuria/ 
/hyperphenylalaninemia (PKU/HPA); in 1985 for congenital hypothyroidism (CH); in 2006 for congenital adrenal 
hyperplasia (CAH) and in X/2009 screening for cystic fibrosis (CF) and 9 inherited metabolic diseases – maple 
syrup urine disease (MSUD), glutaric aciduria type I (GA I), isovaleric aciduria (IVA), medium chain acyl-CoA, long 
chain 3-hydroxyacyl-CoA and very long chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MCADD, LCHADD and VLCADD), 
carnitine palmitoyltransferase I and II deficiency (CPTD I and II) and carnitine-acylcarnitine translocase deficiency 
(CACTD) was mandated.

Methods: From 1st January 2002 through 31st December 2012 a total of 1 179,136 newborns were screened for PKU/ 
/HPA and CH; phenylalanine was measured by different methods, since X/2009 solely by tandem mass spectrometry 
(MS/MS); the levels of thyreotropin were measured by fluoroimmunoassay (FIA). The of 17-hydroxyprogesterone 
concentrations  were determined in 752,922 newborns by FIA. The level of immunoreactive trypsinogen (IRT) 
was measured in 367,114 newborns by FIA and the CFTR gene (at first 32, later 50 most common mutations) was 
analysed in original DBS in 1.05% of newborns with the highest IRT levels to minimize false positive results. The 
spectrum of metabolites for 9 expanded inborn errors of metabolism was analysed in 362,653 newborns by MS/MS. 

Results: NS detected in total 646 patients with subsequently confirmed diagnosis. Screening prevalence were 
as follows  PKU/HPA 1:7,234; CH 1:3,562; CAH 1:12,343; CF 1:7,060; MCADD 1:17,269; LCHADD 1:51,808; VLCADD 
1:90,663; GA I 1:120,884; MSUD and IVA both 1:181,327. No case of CPTD I and CPTDII/CACTD was detected. Efficacy 
of NBS increased with the expansion of diseases in the programme: detection rate rose from 1:2,701 in 2002–2005 
over 1:2,072 in 2007–2008 to 1:1,138 after last expansion of NBS in 2009. False positive rate (FPR) was 0.540%, of 
which 74% represent results of CAH screening.

Conclusion: NBS is an effective approach for presymptomatic detection of serious rare diseases. Further opti-
mization is a subject of current research including the introduction of additional analytical tests (second tiers) to 
reduce FPR and by further expanding of screened disorders. 

KEY WORDS
newborn screening, dried blood spot, prevalence, rare diseases, congenital hypothyroidism, congenital adrenal 
hyperplasia, cystic fibrosis, phenylketonuria, inherited metabolic disorders  V.

ÚVOD

Pod pojem novorozenecký screening (NS) 
lze v širším smyslu zahrnout jakékoliv pre-
ventivní vyšetření novorozence, v  užším 
smyslu se tímto pojmem myslí systematické 

vyhledávání léčebně ovlivnitelných chorob 
v jejich preklinickém stadiu. Laboratorní no-
vorozenecký screening je založen na odběru 
kapilární krve na filtrační papírek (tzv. suché 
kapky krve, SKK) podle přesně dohodnutých 
pravidel všem novorozencům na definovaném 
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území (většinou celostátně). SKK se následně 
vyšetřují v  centrálních laboratořích. Tento 
typ NS je předmětem předkládaného sdělení.

Zakladatelem NS je profesor Robert Guthrie 
z univerzity v Buffalu ve státě New York, USA. 
V  roce 1963 vyvinul a  následně i  zavedl do 
praxe jednoduchou, levnou a spolehlivou se-
mikvantitativní metodu měření koncentrace 
fenylalaninu (založenou na principu inhibice 
růstu bakterií) pro NS fenylketonurie [1]. Od té 
doby se spektrum vyhledávaných chorob stále 
rozšiřuje. Tabulka 1 uvádí poslední známá 
data z let 2010/2011 o NS prováděných v Evropě 
[2]. V jednotlivých státech USA je počet scree-
novaných chorob v současné době mnohem 
vyšší, ve většině států mezi 40–50 s maximem 
54 nemocí v Minnesotě [3]. Odborné zastřeše-
ní NS poskytuje mezinárodní společnost ISNS, 
International Society for Neonatal Screening, 
http://www.isns-neoscreening.org/, která 

organizuje pravidelné celosvětové a regionál-
ní (kontinentální) kongresy. Např. 6. evrop-
ský kongres této organizace se konal v  roce 
2009 v Praze a bylo mu věnováno samostatné 
číslo Česko-slovenské pediatrie [4].

Od počátku 70. let minulého století se da-
tují pilotní studie NS fenylketonurie (PKU) 
v  naší republice [5, 6], který se v  roce 1975 
stal naším prvním, pravidelně prováděným 
celostátním screeningovým programem. Jako 
druhý v  pořadí byl v  roce 1985 zaveden NS 
kongenitální hypotyreózy (CH) [7]. Dalším 
rozšířením bylo přidání kongenitální adrenál-
ní hyperplazie (CAH) v roce 2006 [8]. K posled-
nímu významnému rozšíření NS v ČR došlo 
v říjnu 2009, kdy do spektra vyhledávaných 
onemocnění byla přidána cystická fibróza 
(CF) [9] a 9 dalších dědičných metabolických 
poruch [10, 11, 12]. Tabulka 2 shrnuje v součas-
nosti vyhledávaná onemocnění v ČR a hlavní 

Tab. 1. Přehled novorozeneckých screeningových programů v 36 evropských státech.

Onemocnění Počet evropských států provádějících novorozenecký screening (včetně pilotních studií)

PKU/HPA
32  
neprovádí Černá Hora, Finsko, FYROM a Malta

CH 36

CAH
14  
provádí Belgie, Bosna-Hercegovina, Bulharsko, ČR, Dánsko, Francie, Holandsko, Lucembursko, Německo, Rakousko, 
Slovensko, Španělsko, Švédsko, Švýcarsko

MCADD
13 
provádí Belgie, ČR, Dánsko, Holandsko, Island, Lucembursko, Německo, Maďarsko, Portugalsko, Rakousko, Španělsko, 
Švýcarsko a Velká Británie

CF
10 
provádí ČR, Francie, Holandsko, Itálie (ne všechny regiony), Německo, Polsko, Rakousko, Slovensko, Španělsko a Velká 
Británie

GAL
10 
provádí Belgie, Holandsko, Irsko, Německo, Maďarsko, Rakousko, Řecko, Španělsko, Švédsko a Švýcarsko

BD
10 
provádí Belgie, Holandsko, Dánsko, Německo, Maďarsko, Rakousko, Španělsko, Švédsko,  Švýcarsko a Turecko

hemoglobinopatie
5 
provádí Francie, Holandsko, Malta, Španělsko a Velká Británie

rozšířené DMP
11 
provádí Belgie, ČR, Dánsko, Holandsko, Irsko, Island, Německo, Maďarsko, Portugalsko, Rakousko a Španělsko

Vysvětlivky: PKU/HPA = fenylketonurie nebo hyperfenylalaninemie; CH = kongenitální hypotyreóza; MCADD = deficit acyl-CoA dehydroge-
názy mastných kyselin se středně dlouhým řetězcem; CAH = kongenitální adrenální hyperplazie, resp. deficit 21-hydroxylázy; CF = cystická 
fibróza; GAL = galaktosémie; BD = deficit biotinidázy; rozšířené DMP = další dědičné metabolické poruchy (kromě PKU a MCADD), spektra a 
počty vyšetřovaných rozšířených DMP se v jednotlivých státech liší.

Upraveno podle [2], 28 členských států Evropské unie + Bosna a Hercegovina, Černá Hora, FYROM (bývalá jugoslávská republika 
Makedonie), Island, Norsko, Srbsko, Švýcarsko vč. Lichtenštejnska, Turecko). V Albánii není NS prováděn. Nedostupné údaje: Bělorusko, 
Kosovo, Moldavsko, Rusko a Ukrajina.
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důvod, proč je potřebná jejich včasná detekce. 
Všechna onemocnění vyhledávaná pomocí NS 
splňují definici vzácných onemocnění („rare 
disease“, RD, prevalence <1:2000), proto se 
NS stává modelovým nástrojem diagnosti-
ky a  léčby RD a  zásadním způsobem může 
pomoci naplňovat směrnice Evropské unie 
a usnesení Vlády ČR pro RD [13, 14].

Systém NS nespočívá pouze v laboratorní 
analýze, ale musí zajišťovat i  bezchybnou 
logistiku preanalytické části (informovaný 
souhlas rodičů; způsob, podmínky, časování 
a event. opakování odběrů suché kapky krve), 
navazující analytické části (jaké analyty, ja-
kým způsobem a kde jsou měřeny, nastavení 
hranice mezi negativitou a pozitivitou – „cut-
-off“) a konečně postanalytické části (postupy 
screeningových laboratoří při pozitivním či 
nejasném nálezu, návaznost na klinická pra-

coviště ověřující podezření na nemoc podle 
obecně přijatých definic a konečně i zabezpe-
čení dlouhodobé léčby a sledování pacientů). 
Celý program se periodicky hodnotí, průběžně 
se zpracovávají data ze screeningu a nastavují 
či upravují se pravidla. Sběr dat a hodnocení 
programu zajišťuje Koordinační centrum pro 
novorozenecký screening ve Všeobecné fa-
kultní nemocnici v Praze (KCNS) ustanovené 
Ministerstvem zdravotnictví ČR, které sdru-
žuje všechny laboratoře provádějící NS a zá-
stupce MZ ČR. Způsob provádění NS v ČR je 
podrobně definován „Metodickým návodem 
k  zajištění celoplošného novorozeneckého 
laboratorního screeningu a následné péče“, 
který se v několikaletých intervalech aktua-
lizuje podle dosaženého stupně medicínské-
ho poznání, rozvoje NS a celospolečenských 
podmínek. Metodický návod se publikuje 

Tab. 2. Onemocnění vyhledávaná novorozeneckým screeningem v ČR.

Onemocnění Od Analyt Smysl = efekt včasného záchytu

PKU/HPA 1975 Phe, Phe/Tyr Speciální dieta s nízkým obsahem fenylalaninu zabrání nevratnému poškození CNS

CH 1985 TSH Substituce hormony štítné žlázy zabrání nevratnému poškození CNS.

CAH 2006 17OHP
Substituce gluko- a mineralokortikoidy zabrání život ohrožující solné krizi a u lehčích forem 
zabrání předčasné pubertě a ztrátě dospělé výšky

CF

říjen 2009

IRT, CFTR Komplexní léčba zahájena do 2 měsíců věku zlepší průběh a prognózu

MCADD

Profil acyl-karnitinů
Režimová a dietní opatření s cílem prevence hypoglykemií zabrání život ohrožujícímu selhání 
energetického metabolismu a poškození CNS

LCHADD

VLCADD

CPTD I

CPTD II

CACTD

MSUD Val/Leu/Ileu
Speciální dieta s nízkým obsahem větvených aminokyselin sníží riziko život ohrožujícího 
metabolického rozvratu a poškození CNS

GA I Glutaryl- karnitin
Speciální dieta s nízkým obsahem lysinu sníží riziko život ohrožujícího metabolického rozvratu 
a poškození CNS

IVA Izovaleryl-karnitin
Speciální dieta s nízkým obsahem leucinu a substituce glycinem sníží riziko život ohrožujícího 
metabolického rozvratu a poškození CNS

Vysvětlivky: PKU/HPA = fenylketonurie nebo hyperfenylalaninemie; CH = kongenitální hypotyreóza; CAH = kongenitální adrenální  
hyperplazie, resp. deficit 21-hydroxylázy; CF = cystická fibróza; MCADD = deficit acyl-CoA dehydrogenázy mastných kyselin se středně  
dlouhým řetězcem; LCHADD = deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenázy mastných kyselin s dlouhým řetězcem; VLCADD = deficit  
acyl-CoA dehydrogenázy mastných kyselin s velmi dlouhým řetězcem; CPTD I a II = deficit karnitinpalmitoyltransferázy I a II; CACTD = deficit 
karnitinacylkarnitintranslokázy; MSUD = leucinóza (nemoc javorového sirupu); GA I = glutarová acidurie typ I; IVA = izovalerová acidurie;  
Phe = fenylalanin, Tyr = tyrosin; TSH = tyreotropin; 17OHP = 17-hydroxyprogesteron; IRT = imunoreaktivní trypsinogen; CFTR = gen pro  
cystickou fibrózu; Val = valin; Leu = leucin; Ileu = isoleucin

82 
 

  



812014, 69, Č. 2      ČESKO - SLOVENSKÁ PEDIATRIE

PŮVODNÍ PRÁCE

ve Věstníku Ministerstva zdravotnictví ČR. 
Poslední aktualizace byla zveřejněna v srpnu 
2009 [15]. Přesné znění Metodického návodu 
a řadu dalších informací, sdělení a odpovědí  
KCNS pro odbornou i  laickou veřejnost lze 
nalézt na webových stránkách http://www.
novorozeneckyscreening.cz.

Smyslem tohoto sdělení je vyhodnotit vý-
sledky NS v ČR ve vztahu k jeho postupnému 
rozšiřování.

SOUBOR, METODIKA

Sledované období 11 let mezi 1. 1. 2002 až 
31. 12. 2012 zahrnuje všechny fáze postupného 
rozšiřování NS, tak, aby bylo možno porovnat  
kumulativní četnost zachycených pacientů 
(tzv. „detection rate“) v jednotlivých fázích 
rozšiřování. Celkem bylo vyšetřeno 1 179 136 
novorozenců na hyperfenylalaninemii (PKU/ 
/HPA) a  CH; koncentrace fenylalaninu byla 
měřena původní „Guthrieho“ bakteriálně 
inhibiční metodou, později enzymoimuno-
esejí (Quantase®, firmy Biorad) či chroma-
tograficky; od X/2009 se vyšetřuje jednotně 
tandemovou hmotnostní spektrometrií (kity 
MassChrom® Reagent firmy Chromsystems; 
MS/MS přístroje API 2000TM, API 3200TM a API 
4000TM firmy AB Sciex); koncentrace tyreo-
tropinu byla stanovena pomocí fluoroimuno-
eseje (FIA; Delfia® a AutoDelfia® firmy Perkin- 
-Elmer). U 752 922 novorozenců byla změřena 
koncentrace 17-hydroxyprogesteronu v  SKK 
pomocí FIA. U 367 114 dětí byl změřen imu-
noreaktivní trypsin (IRT) pomocí FIA a u 3859 
(1,05 %) z nich s nejvyšším IRT byla provede-
na analýza CFTR genu (bylo vyšetřováno 32, 
později 50 nejčastějších mutací pomocí esejí 
Elucigene CF-EU1TM/Elucigene CF-EU2TM firmy 
Gen-Probe) v  originálních SKK, ve kterých 
byla zjištěna vysoká koncentrace IRT. Analýza 
CFTR genu ve druhém stupni NS CF má jediný 
cíl a  výstup – minimalizaci falešně pozitiv-
ních výsledků. U  362 653 novorozenců byly 
analyzovány metabolity pro záchyt dalších  

9 dědičných metabolických poruch pomocí 
výše uvedené MS/MS techniky.

V  případě zjištění hodnoty analytu pod 
„cut-off“ hodnotou byl výsledek NS považován 
za negativní a proband nebyl dále vyšetřován. 
Při pozitivní hodnotě analytu byl proband pře-
dán ke konfirmaci diagnózy, léčbě a dalšímu 
sledování příslušnému klinickému pracoviš-
ti. Při nejasném výsledku v tzv. „šedé zóně“, 
kdy hodnota analytu byla mezi „cut-off“ a jas-
nou pozitivitou, byl odběr SKK na filtračním 
papíře opakován. Počet opakovaných odbě-
rů SKK s  konečným negativním výsledkem 
v opakovaném odběru, tj. s poklesem hodnoty 
analytu pod „cut-off“ se vyjadřuje v procen-
tech jako četnost falešné pozitivity („false 
positivity rate“ – FPR). Zdrojem dat o počtu 
detekovaných i nedetekovaných pacientů byla 
hlášení klinických pracovišť screeningovým 
laboratořím. Diagnóza byla opřena o diagnos-
tický standard platný v dané době. Uvedení 
konkrétních hodnot analytů pro „cut-off“ 
a  pozitivitu, konfirmaci diagnóz podle do-
mluvených definic a i uvedení léčby a follow-
-up přesahuje rozsah a smysl tohoto sdělení, 
zájemce odkazujeme na sekci „Pro odbornou 
veřejnost“ webových stránek http://www.
novorozeneckyscreening.cz.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Výsledky NS v ČR v průběhu postupného 
rozšiřování spektra vyhledávaných onemoc-
nění ve sledovaném období ukazuje tabulka 3.

Zlepšující se schopnost celého systému 
NS v  ČR detekovat pacienty s  vrozeným či 
dědičným vzácným onemocněním dokládá 
kumulativní četnost záchytů, která narůstala 
z 1:2701 v letech 2002–2005 přes 1:2072 v letech 
2007–2008 po rozšíření o  CAH až na 1:1138 
po posledním rozšíření NS v  roce 2009 o  CF 
a dalších 9 DMP. Efektivita screeningového 
programu se tak mezi lety 2005 a 2012 zvýšila 
více než 2,5krát a dosahuje parametrů srovna-
telných s jinými evropskými zeměmi.
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Odvrácenou stranou dosažené vysoké de-
tekční schopnosti systému s větším počtem 
vyhledávaných nemocí je však nárůst počtu 
opakování odběru SKK na filtrační papírek 
pro nejasný první výsledek. U  většiny no-
vorozenců se při opakovaném odběru zjistí 
fyziologické koncentrace analytů a původní 
abnormální nález se tak stává falešně pozitiv-
ním. Kumulativní hodnota FPR v období mezi 
1. 1. 2010 až 31. 12. 2012 dosáhla 0,540 % pro 
všechny vyšetřené novorozence bez rozdílu 
porodní hmotnosti. Ve skupině novorozen-
ců s porodní hmotností 2500 g a více činila 
0,253 % a  u  novorozenců s  nízkou porodní 
hmotností 3,421 %. Falešná pozitivita při-
náší jistou zátěž pro zdravou část populace 
a podle některých studií může zvyšovat stres 
u rodičů (viz článek Franková a kol. v  tom-
to čísle, s. 000-000). FPR vzrůstá s klesající 

porodní hmotností (resp. zralostí). Je prav-
dou, že ve skupině nezralých novorozenců je 
zátěž a  stigmatizace opakovaným odběrem 
SKK významně menší, protože se většinou 
jedná o  děti na intenzivní péči, které jsou 
vyšetřovány i z jiných důvodů, ale snižování 
FPR je pro systém NS výzvou a  cílem. Z  ta-
bulky 3 je zřejmě, že na falešné pozitivitě se 
z největší části (74 %) podílí NS CAH. Ostatní 
screenovaná onemocnění mají FPR významně 
nižší (např. všech 10 DMP jen okolo 0,1 %). 
Efektivní cestou ke snižování FPR je zavá-
dění druhostupňových analytických metod, 
které se provádějí přímo v těch originálních 
SKK, ve kterých byl zjištěn zvýšený primární 
analyt. V  případě CAH byl zkoušen průkaz 
alespoň jedné funkční kopie genu CYP21A2 
pro 21-hydroxylázu. Tento přístup se nejeví 
použitelný pro běžnou praxi z důvodu velké 

Tab. 3. Výsledky novorozeneckého screeningu v ČR v období 1. 1. 2002 – 31. 12. 2012.

Onemocnění
Sledované 

období od -  
do 31. 12.2012

Vyšetřených 
novorozenců 

(n)

Konfirmované 
diagnózy  

(n)

Screeningová 
prevalence

Kumulativní 
četnost 
záchytů

Známá 
falešná 

negativita 
(n) 

FPR  
<2500 g 

(%)

FPR  
≥2500 g 

(%)

FPR 
celková 

(%)

PKU/HPA
1. 1. 2002 - 1 179 136

163 1:7234
1:2701

- 0,203 0,008 0,026

CH 331 1:3562 - - - 0,016

CAH 1. 2. 2006 - 752 922 61 1:12 343 1:2072 2 2,746 0,207 0,400

CF

1. 10. 2009 -

367 114 52 1:7060

1:1138

6 - - 0,024

MCADD

362 653

21 1:17 269 - 0,008 0,001 0,002

LCHADD 7 1:51 808 - 0 0,001 0,001

VLCADD 4 1:90 663 - 0,035 0,014 0,015

CPTD I 0 - - 0,102 0,001 0,009

CPTD II 0 - -
0 0 0

CACTD 0 - -

MSUD 2 1:181 327 1 0,187 0,007 0,022

GA I 3 1:120 884 - 0,011 0,004 0,005

IVA 2 1:181 327 - 0,129 0,010 0,020

Vysvětlivky: PKU/HPA = fenylketonurie nebo hyperfenylalaninemie; CH = kongenitální hypotyreóza; CAH = kongenitální adrenální 
hyperplazie resp. deficit 21-hydroxylázy; CF = cystická fibróza; MCADD = deficit acyl-CoA dehydrogenázy mastných kyselin se středně 
dlouhým řetězcem; LCHADD = deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenázy mastných kyselin s dlouhým řetězcem; VLCADD = deficit  
acyl-CoA dehydrogenázy mastných kyselin s velmi dlouhým řetězcem; CPTD I a II = deficit karnitinpalmitoyltransferázy I a II; CACTD = deficit 
karnitinacylkarnitintranslokázy; MSUD = leucinóza (nemoc javorového sirupu); GA I = glutarová acidurie typ I; IVA = izovalerová acidurie; 
FPR = „false positivity rate“, četnost opakování odběru screeningu s konečným negativním výsledkem pro předchozí nejasný nález v prvním 
pravidelném odběru mezi 48. a 72. hodinou života, počítáno v období 1. 1. 2010 – 31. 12. 2012
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pracnosti a  finančních nákladů [16]. Slibné 
je profilování steroidů pomocí kapalinové 
chromatografie s následnou analýzou pomocí 
tandemové hmotnostní spektrometrie (LC- 
-MS/MS), pilotní studie probíhají ve světě [17] 
i v ČR, zavedení této metody jako druhostup-
ňové metody by mohlo podle pilotní studie 
v ČR snížit FPR pro CAH o cca 80–90 %.

V každém screeningovém programu existují 
také případy falešné negativity (FN), kdy pa- 
cienti (většinou s mírnějšími formami nemoci) 
nejsou screeningem zachyceni. Při NS CAH 
byly v průběhu sledovaného období zazname-
nány dva případy, které unikly detekci NS. 
V jednom případě se jednalo o probanda s kli-
nickým podezřením na CAH a léčeného korti-

Tab. 4. Onemocnění doporučená k vyhledávání pomocí novorozeneckého screeningu v USA, podle [22].

Skupina onemocnění
Základní
(30 onemocnění)

Doplňková
(25 onemocnění)

Organické acidurie/acidemie IVA; GA I; HMGD; MCD; MUT; Cb1 A,B; 3MCC; PROP; BKT Cb1 C,D; 2M3HBA; IBG; 2MBG; 3MGA; MAL

Poruchy oxidace mastných kyselin MCADD; VLCADD; LCHADD; TFP; CUD
M/SCHADD; SCADD; MCKATD; GA II; CPTD I; 
CPTD II; CACTD; DE REDUCT

Poruchy metabolismu aminokyselin PKU; MSUD; HCY; TYR I; ASA; CIT
HPA; TYR II; BIOPT (BS); TYR III; ARG; BIOPT 
(REG); MET; CIT II

Hemoglobinopatie SCA; Hb S/Th; Hb S/C Variantní Hb včetně HbE

Jiná onemocnění CH; BD; CAH; GAL; HEAR; CF; SCID GALE; GALK

Vysvětlivky: IVA = izovalerová acidurie; GA I = glutarová acidurie I. typu; HMG = deficit lyázy 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA;  
MCD = mnohočetný deficit karboxyláz; MUT = deficit metylmalonyl-CoA mutázy; Cb1 A ,B = metylmalonová acidémie forma Cb1A a B;  
3MCC = deficit karboxylázy 3-methylcrotonyl-CoA; PROP = propionová acidurie; BKT = deficit β-ketothiolázy; MCADD = deficit  
acyl-CoA dehydrogenázy mastných kyselin se středně dlouhým řetězcem; VLCADD = deficit acyl-CoA dehydrogenázy mastných kyselin 
s velmi dlouhým řetězcem; LCAHDD = deficit acyl-CoA dehydrogenázy mastných kyselin s dlouhým řetězcem; TFP = deficit trifunkčního 
mitochondriálního proteinu; CUD = defekt vychytávání karnitinu; PKU = fenylketonurie; MSUD = leucinóza (nemoc javorového sirupu);  
HCY = homocystinurie; TYR I = tyrosinémie I. typu; ASA = arginisukcinátová acidurie; CIT = citrulinemie I. typu; SCA = srpkovitá anemie;  
Hb S/Th = S-β thalasémie; Hb S/C = kombinovaná hemoglobinopatie S a C; CH = kongenitální hypotyreóza; BD = deficit biotinidázy;  
CAH = kongenitální adrenální hyperplazie resp. deficit 21-hydroxylázy; GAL = galaktosémie; HEAR = poruchy sluchu; CF = cystická fibróza; 
SCID = syndrom těžké kombinované imunodeficience (přidán do panelu až v roce 2010); Cb1 C, D = metylmalonová acidemie forma Cb1 
C a D; 2M3HBA = 2-metyl-3hydroxybutyrátová acidurie; IBG = deficit dehydrogenázy izobutyryl-CoA; 2MBG = deficit dehydrogenázy 
2-metylbutyryl-CoA; 3MGA = 3-metylglutakonová acidurie; MAL = malonová acidemie; M/SCHADD = deficit dehydrogenázy hydroxyacyl-
CoA mastných kyselin se středně dlouhým a krátkým řetězcem; SCADD = deficit acyl-CoA dehydrogenázy mastných kyselin s krátkým 
řetězcem; MCKATD = deficit thiolázy 3-ketoacyl-CoA mastných kyselin se středně dlouhým řetězcem; GA II = glutarová acidurie 
II. typu; CPTD I = deficit karnitin palmitoyltransferázy I; CPTD II = deficit karnitin palmitoyltransferázy II; CACTD = deficit karnitin-
acylkarnitintranslokázy; DE REDUCT = deficit reduktázy dienoyl-CoA; HPA = non PKU hyperfenylalaninemie; TYR II = tyrosinémie II. typu; 
BIOPT (BS) = defekt syntézy biopterinu; TYR III = tyrosinémie III. typu; ARG = argininémie; BIOPT (REG) = defekt regenerace biopterinu;  
MET = hypermethioninemie; CIT II = citrulinemie II. typu; GALE = deficit epimerázy galaktózy; GALK = deficit galaktokinázy

Tab. 5. Onemocnění doporučená k vyhledávání pomocí novorozeneckého screeningu v Evropě, podle [23].

Základní skupina
(metodika screeningu není složitá a zdravotní efekt je prokázán)

Kandidátní skupina
(19 onemocnění, u kterých NS zatím představuje více 
výzev a nejasností ve vztahu ke kritériím dle Wilsona  
a Jungnera)7 onemocnění s relativně vysokou prevalencí 3 onemocnění s nižší prevalencí

PKU/HPA, CH, CAH, CF, MCADD, Hb S/Th, Hb S/C MSUD, GA I, GAL
BD, CPTD II, CACTD, GA II, HMGD, HCSD, HCY, IVA, BKT, 
LCHADD, LSD, 3MCC, TYR I TYR II a III, VLCADD, deficit 
vitaminu B12, SCID, CMV

Vysvětlivky: PKU = fenylketonurie resp.hyperfenylalaninemie; CH = kongenitální hypotyreóza; CAH = kongenitální adrenální hyperplazie resp. 
deficit 21-hydroxylázy; CF = cystická fibróza; MCADD = deficit acyl-CoA dehydrogenázy mastných kyselin se středně dlouhým řetězcem; 
Hb S/Th = S-β thalasémie; Hb S/C = kombinovaná hemoglobinopatie S a C; MSUD = leucinóza (nemoc javorového sirupu); GA I = glutarová 
acidurie I. typu; GAL = galaktosémie; BD = deficit biotinidázy; CPTD II = deficit karnitin palmitoyltransferázy II; CACTD = deficit karnitin-
acylkarnitintranslokázy; GA II = glutarová acidurie II. typu; HMGD = deficit lyázy 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA; HCSD = deficit syntetázy 
holokarboxylázy; HCY = homocystinurie; IVA = izovalerová acidurie; BKT = deficit β-ketothiolázy; LCAHDD = deficit acyl-CoA dehydrogenázy 
mastných kyselin s dlouhým řetězcem; LSD = lyzozomální střádavé choroby (několik jednotek, např. Pompe, Krabbe, Fabry);  
3MCC = deficit karboxylázy 3-methylcrotonyl-CoA; TYR I = tyrosinémie I. typu; TYR II a III = tyrosinémie II. a III. typu;  VLCADD = deficit  
acyl-CoA dehydrogenázy mastných kyselin s velmi dlouhým řetězcem; SCID = syndrom těžké kombinované imunodeficience;  
CMV = vrozená infekce virem CMV
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koidy již před odběrem SKK, tento případ tedy 
není faktickou FN, ale ve druhém případě se 
jednalo o skutečnou „biologickou“ FN u dívky 
s genotypem svědčícím pro solnou poruchu. 
Kauza byla podrobně analyzována a publiko-
vána [8]. Skutečná novorozenecká prevalence 
CAH po započítání FN činila 1:11 951. Detekci NS 
unikl i jeden pacient s MSUD, protože při kon-
firmačním vyšetření standardními technikami 
nebyly zjištěny zvýšené koncentrace diagnos-
ticky významného analytu – alloisoleucinu, re-
álná novorozenecká prevalence pak vzroste na  
1:120 884. Během NS CF bylo ve sledovaném 
období zaznamenáno 6 dětí, které unikly zá-
chytu. Ve 3 případech se jednalo o pacienty, 
kteří se v novorozeneckém věku demonstrovali 
mekoniovým ileem (MI). Nejednalo se tedy 
o faktický únik diagnóze a nižší koncentrace 
IRT v případě MI jsou známé [18]. V dalším 
jednom případě se jednalo o skutečnou „biolo-
gickou“ FN s IRT pod „cut-off“ a u dvou novo-
rozenců se jednalo o „analytickou“ FN, protože 
probandi měli dvě vzácné mutace, které nejsou 
ve spektru vyšetřovaných. Skutečná prevalence 
CF v naší kohortě novorozenců po započítání 
FN činila 1:6330. Populační riziko CF po zapo-
čítání preimplantační a prenatální diagnostiky 
je však vyšší – cca 1:4500. NS CF lze význam-
ně zefektivnit pomocí dalšího analytického 
mezistupně – měření proteinu asociovaného 
s pankreatitidou [19].

Ze sledovaného období nemáme informa-
ci o  FN PKU/HPA. Screeningová prevalence 
PKU/HPA v období 1. 1. 2010 – 31. 12. 2012 byla 
vyšší (1:5867) než za celé sledované období 
(1:7234). Důvodem může být jednak fluktuace 
v  důsledku relativně malého počtu vyšetře-
ných novorozenců, ale také snížení hranice 
„cut-off“ pro fenylalanin z 240 na 120 μmol/l 
a zvýšenému záchytu lehčích forem HPA.

Sekundární non-PKU hyperfenylalanine-
mie způsobené poruchami metabolismu pte-
rinů nejsou zahrnuty – v celém sledovaném 
období byl detekován 1 pacient s  deficitem 
tetrahydrobiopterinu.

S  technologickým pokrokem se rozšiřují 
analytické možnosti detekce stále většího po-
čtu onemocnění ze SKK. Rozhodování, která 
onemocnění zahrnout do novorozeneckého 
screeningového programu, se stává stále slo-
žitější. V  historických počátcích NS Wilson 
a Jungner stanovili rozhodovací kritéria o za-
řazování onemocnění do NS [20, 21]. Tato 
kritéria nebyla zpochybněna, ale jsou rela-
tivizována, např. hranice prevalence nebo 
ekonomická hranice (v ČR jsou náklady zdra-
votní pojišťovny na současný NS u jednoho 
novorozence 750 Kč). V diskusích se objevují 
i  nová kritéria, jako např. ušetření jedince 
diagnostickému martyriu u vzácných chorob 
nebo informovaná reprodukce s  možností 
prenatálního vyšetření či preimplantační dia-
gnostiky u neléčitelných chorob.

S  rozšiřováním NS se rozšiřují problémy 
nejen odborné, ale i  etické, ekonomické 
a  politické. Autoritativní stanovisko zau-
jala Americká společnost lékařské genetiky 
(ACMG), která po rozsáhlé studii a  diskusi 
publikovala [22] seznam 55 chorob vhodných 
pro NS, které rozdělila na skupinu základní 
a  na skupinu doplňkovou. Seznam, v  USA 
chápán jako závazný, je uveden v tabulce 4 
a postupně se v jednotlivých státech zavádí. 
Evropská síť odborníků v  novorozeneckém 
screeningu (EUNENBS, European Network 
of Experts on Newborn Screening) provedla 
v letech 2010/2011 dotazníkovou studii a vyda-
la [23] podobný seznam 26 onemocnění, které 
považuje za vhodné k zařazení do spektra NS 
v  evropských státech. Seznam rozdělila na 
skupinu základní (potřebnou) s vysokou pre-
valencí, základní s nízkou prevalencí a sku-
pinu kandidátní – viz tabulku 5.

Evropský panel je v současnosti vnímán mé-
ně závazně než americký a má charakter spíše 
„doporučení ke zvážení“. V ČR v současné době 
probíhá pilotní studie k rozšíření spektra dě-
dičných metabolických poruch pomocí MS/MS  
a metodicky se připravuje studie NS těžké kom-
binované imunodeficience (SCID) [24].
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ZÁVĚR

Rozšíření novorozeneckého screeningové-
ho programu v ČR zásadním způsobem zvýšilo 
efektivitu presymptomatického vyhledávání 
pacientů, neboť téměř dvaapůlkrát zvýšilo zá-
chyt novorozenců s některou z vyhledávaných 
nemocí. Úroveň novorozeneckého screeningu 
v ČR odpovídá nyní standardu vyspělých států 
Evropské unie. NS v ČR je účinným nástrojem 
zkvalitnění péče o pacienty se vzácnými one-
mocněními a je vzorovým příkladem zlepšení 
přístupu zdravotnického systému k  těmto 
pacientům. Další optimalizace systému NS 
jsou potřebné a  jsou předmětem výzkumu 
– v současné době jsou vyvíjené druhostup-
ňové metody s  cílem snížit falešnou poziti-
vitu a hledají se možnosti k rozšíření spektra 
screenovaných chorob.

Práce vznikla za podpory: PRVOUK 
P31 pro FV1 a  P24 pro VK2; IGA MZ ČR 
NT/12213-3 a MZ ČR RVO-VFN64165/2012 pro 
VK2; MZOFNM2005, CZ.2.16/3.1.00/24022 
a 00064203 pro MM5.
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3.4.1. Úvod k publikaci 

 

NS je účinný nástroj včasné diagnostiky závažných vzácných onemocnění s 

účinnou léčbou nebo sekundární prevencí. V době sepisování této dizertační práce je 

v České republice u všech novorozenců za definovaných podmínek rutinně 

vyšetřováno celkem 13 onemocnění. CF je součástí tohoto screeningového 

programu od roku 2009. 

Cílem práce bylo zhodnotit efektivitu screeningového programu v České 

republice. Výsledky této práce byly publikovány jako původní článek  

v Česko-slovenské Pediatrii v roce 2014.  
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3.4.2. Výsledky a diskuze 

 

V rámci NSCF bylo od jeho zavedení v roce 2009 do konce roku 2012 

vyšetřeno celkem 367 114 novorozenců. Protokol IRT/DNA/IRT ve sledovaném 

období odhalil celkem 52 pacientů s klasickou formou CF vedoucí ke screeningové 

prevalenci CF 1 : 7 060 (52/367 114). Po započtení 6 známých případů falešné 

negativity byla skutečná prevalence CF v naší kohortě 1 : 6 330 (58/367 114).  

Prevalence pozorovaná na výsledcích NSCF je výrazně nižší než prevalence 

cca 1 : 3 000 vycházející z dřívějších epidemiologických studií (Brunecký, 1972; 

Houštěk and Vávrová, 1969). Důvodem tohoto rozdílu může být existence dalších 

pacientů s CF, kteří nebyli screeningovým programem zachyceni. Dosud víme o 6 

případech falešné negativity. K přesnému zhodnocení další případné falešné 

negativity je však nutný delší časový odstup od sledovaného období.  

 Velký vliv na prevalenci má plánované rodičovství párů s potvrzeným 25% 

rizikem CF u potomků. Tyto páry mohou podstoupit prenatální diagnostiku 

s možností ukončení gravidity v případě průkazu 2 patogenních mutací CFTR genu u 

plodu, mohou se rozhodnout podstoupit preimplantační diagnostiku nebo se vzdát 

možnosti mít (další) společné dítě. Alternativou pro páry s 25% rizikem CF u plodu je 

dále adopce či dárcovství gamet. Na CF u plodu párů s negativní rodinnou 

anamnézou CF může upozornit také zvýšená echogenita střevních kliček při 

ultrazvukovém vyšetření plodu ve 20. týdnu gravidity a/nebo velmi nízké koncentrace 

gama-glutamyl transferázy v plodové vodě (jde o náhodný nález v případech, kdy je 

amniocentéza indikována z jiného důvodu).  

V období, které by ovlivnilo prevalenci CF u novorozenců v našem souboru, 

bylo na území České republiky uměle ukončeno 15 těhotenství z důvodu prenatální 

diagnózy CF u plodu (Gregor, 2014). Pokud by nedošlo k ukončení těchto 

těhotenství, prevalence CF by se zvýšila na 1 : 5 029 (73/367 129). Problematičtější 

pro zhodnocení populačního rizika pro CF je zohlednění vlivu preimplantační 

diagnostiky, která je páry s 25 % rizikem CF u plodu čím dál více vyhledávána. 

Dosud však neexistují spolehlivá data v příslušných národních registrech, která by 

nám umožnila zhodnotit vliv preimplantační diagnostiky na prevalenci CF. Metody 

asistované reprodukce jsou převážně poskytovány nestátními zdravotnickými 

zařízeními, která nemají povinnost publikovat počet a typ provedených 

preimplantačních vyšetření (Macek, 2014).  



91 
 

Dále plánované rodičovství vedoucí k možnému rozhodnutí nemít (další) 

společné dítě či rozhodnutí o dárcovství gamet nebo adopci se mohou podílet na 

výsledné nižší prevalenci CF. Lze proto předpokládat, že populační riziko CF 

v České republice je vyšší než 1 : 5 029. 

Významný je i počet Vietnamců [60 289 Vietnamců v roce 2010 (“Počet 

cizinců - Popis aktuálního vývoje,” 2013)] žijících v České republice. Zvyšující se 

počet novorozenců a dětí vietnamské národnosti narozených v České republice 

může přispívat k celkově nižší prevalenci CF. Důvodem je obecně nízká prevalence 

CF u asijských populací odpovídající cca 1 : 35 000 (Rohlfs et al., 2011).  

Prevalence zjištěná na základě NSCF se vztahuje výhradně ke klasickým 

formám CF - probandi s CF-SPID byli ze statistických analýz vyřazeni. Lze však 

předpokládat, že někteří probandi s CF-SPID postupem času dospějí ke klinickým 

obtížím odpovídajícím klasické formě CF. Tito pacienti mohli být v minulosti do 

prevalence započítáni, protože byly sledovány klinicky diagnostikované formy 

onemocnění ve všech věkových skupinách (Brunecký, 1972). 

Můžeme také spekulovat, zda např. vyšší prevalence 1 : 2700 (Houštěk and 

Vávrová, 1969) stanovená ve Středních Čechách v 60. letech na základě sekčních 

nálezů nemohla být nadhodnocena v důsledku nesprávně stanovené diagnózy při 

všeobecné nedostupnosti potního testu. Rovněž regionální charakter této studie 

mohl vést k falešně vyšší prevalenci CF v bývalém Československu.  

V některých oblastech mohla k vyšší prevalenci CF v minulosti také přispívat 

vyšší míra konsangvinity v obecné populaci, která obecně vede ke zvýšení výskytu 

autozomálně recesivních onemocnění v populaci. 

Trend k nižší prevalenci zjištěné na základě výsledků NSCF v porovnání 

s dříve citovanými údaji je popisován také u ostatních evropských screeningových 

programů (Dodge et al., 1997; Massie et al., 2010; Scotet et al., 2012; Slieker et al., 

2005). Důvody tohoto jevu jsou obdobné s výše diskutovanými příčinami, přesto 

bude nezbytné je dále analyzovat v rámci dlouhodobějšího časového horizontu.  

Nejvhodnější způsob, který by nám umožnil vyjádřit se přesněji k populačnímu 

riziku klasické formy CF v České republice, je systematický celoplošný prekoncepční 

screening odhalující zdravé nosiče genu CFTR v populaci (Castellani and Massie, 

2014), který však v České republice není prováděný. 
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3.4.3. Závěr 

 

Efektivita screeningového programu se mezi lety 2005 - 2012 zvýšila v České 

republice více než 2,5 násobně a dosahuje parametrů srovnatelných s jinými 

evropskými zeměmi. Ke zlepšení této efektivity přispělo také zavedení NSCF. 

Výhledově lze ještě očekávat zařazení dalších onemocnění do 

screeningového programu a nahrazení stávajícího protokolu IRT/DNA/IRT 

protokolem IRT/PAP/DNA, čímž se screeningový program v České republice bude 

dále zefektivňovat. 
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Následující publikace se zabývá problematikou uvedenou v bodě 5 mezi 

stanovenými cíli této dizertační práce (viz kapitola 2.). 

 

3.5. Khrunin, A.V., Khokhrin, D.V., Filippova, I.N., Esko, T., Nelis, M., Bebyakova, 

N.A., Bolotova, N.L., Klovins, J., Nikitina-Zake, L., Rehnström, K., Ripatti, S., 

Schreiber, S., Franke, A., Macek, M., Krulišová, V., Lubinski, J., Metspalu, A., 

Limborska, S.A., 2014. A genome-wide analysis of populations from European 

Russia reveals a new pole of genetic diversity in northern Europe. PLoS One. 8, 

e58552. doi: 10.1371/journal.pone.0058552. Epub 2013 Mar 7. IF 3,73 
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Jan Lubinski14, Andres Metspalu2,3,4, Svetlana A. Limborska1

1Department of Molecular Bases of Human Genetics, Institute of Molecular Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia, 2 Estonian Genome Center, University

of Tartu, Tartu, Estonia, 3Department of Biotechnology, Institute of Molecular and Cell Biology, University of Tartu, Tartu, Estonia, 4 Estonian Biocentre, Tartu, Estonia,

5Department of Genetic Medicine and Development, University of Geneva Medical School, Geneva, Switzerland, 6Deparment of Medical Biology and Genetics, Northern

State Medical University, Archangelsk, Russia, 7Deparment of Ecology and Zoology, Vologda State Pedagogical University, Vologda, Russia, 8 Latvian Biomedical Research

and Study Centre, Riga, Latvia, 9 Institute for Molecular Medicine Finland, University of Helsinki, Helsinki, Finland, 10Wellcome Trust Sanger Institiute, Hinxton, United

Kingdom, 11Department of Internal Medicine I, Popgen Biobank, Christian-Albrechts-University, Kiel, Germany, 12 Institute of Clinical Molecular Biology, Christian-

Albrechts University, Kiel, Germany, 13Department of Biology and Medical Genetics, University Hospital Motol and Second School of Medicine, Charles University Prague,

Prague, Czech Republic, 14 Pomeranian Medical University, Szczecin, Poland

Abstract

Several studies examined the fine-scale structure of human genetic variation in Europe. However, the European sets
analyzed represent mainly northern, western, central, and southern Europe. Here, we report an analysis of approximately
166,000 single nucleotide polymorphisms in populations from eastern (northeastern) Europe: four Russian populations from
European Russia, and three populations from the northernmost Finno-Ugric ethnicities (Veps and two contrast groups of
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had a distinct ancestry component. Russians from Mezen and the Finnic-speaking Veps were positioned between the two
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Introduction

Identifying and understanding patterns of genetic variation

within and between populations has long been the major focus of

studies in human population genetics. Over the last decade, our

ability to investigate population structure has been significantly

enhanced by the advances in high-throughput genotyping

technologies, as these allow simultaneous genotyping of hundreds

of thousands of polymorphic markers. Compared with the

previous methodology used in human population genetics, they

enabled a new level of accuracy and power without the constraint

of having to use only a few loci as a proxy for the entire genome

[1,2].

To date, there is a number of studies in which the fine-scale

structure of human genetic variation have been examined at a

global, continental, geographic region, single country, or even a

subpopulation level [3–11]. European ancestry is the best studied

of these aspects, for which the strongest genetic differentiation has

been found between the north and south of the continent. The

identified European population substructure correlated well with

geography [4–6,12]. Although these studies included many

population samples, they mainly represented northern, western,

central, and southern Europe, while populations from Eastern
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Europe, particularly from the European part of Russia, were less

represented. The region is inhabited by ethnic Russians as well as

different indigenous Finno-Ugric groups. In this study, we report

an analysis of 165872 single nucleotide polymorphisms (SNPs) in

four Russian populations from European Russia, as well as in

populations from two of the northernmost Finno-Ugric ethnic

groups: Veps and Komi.

Russians are the largest ethnic group among the European

populations: more than 80 million individuals live in an area that

covers more than a third of continental Europe [13]. A recent

study of genetic diversity in Europe performed by Nelis et al. [5]

resulted in a genetic map of the continent that had a triangular

structure and showed that Russians were forming one of its

vertexes, together with Polish and Baltic samples. However, the

Russian population included in that study originated from a single

region of the European part of Russia (Tver), even though, in the

context of existing genetic data (i.e., Y-chromosome and several

autosomal polymorphisms) [14–16], European Russians could be

subdivided into at least two groups: central–southern and northern

Russians.

In order to study genetic structure of the European Russians in

greater detail, we combined genome-wide SNP data from the Tver

sample mentioned above with the genotypes of three new Russian

samples from southern (Kursk), eastern (Murom), and northern

(Mezen) regions of European Russia (Figure 1). Taking into

account the well-documented impact of Finno-Ugric communities

on the ethnogenesis of Russians [17], the genotypes of Veps and

Komi were also included in our analysis. An additional reason of

involving of Veps and Komi was the scarcity of the data on fine-

scale genetic structure of Finno-Ugrians, which were mainly

presented by Finns, Saami, Estonians and Hungarians [2,5,11].

The Finnic-speaking Veps (also called Vepsians or Ves in ancient

times) are one of the oldest people of northern Europe that are still

found in the northwest Russia (Figure 1). Veps were first

mentioned in historical chronicles in the middle of the 6th century

[18]. It has been proposed that Veps tribes inhabited the territories

between Lakes Onega, Ladoga, and Beloe as early as the first half

of the first millennium [18]. In contrast to the scarce Veps, the

Komi (Komi-Zyryan) people, belonging to the different linguistic

branch of the Finno-Ugric family, the Permian branch, is more

numerous [13,19]. They occupy the northeastern-most location of

Europe and consist of several ethnographic groups, formed during

the 8th–19th centuries [19]. We included samples from two of the

geographically and socioeconomically distant Komi groups: the

Izhemski Komi and Priluzski Komi [20]. Finally, to place genetic

variation into the geographical context of the continental Europe,

we also included genotypic data from several reference populations

(Figure 1). The obtained results demonstrated similarity between

Russian populations from the central part of European Russia as

well as their proximity to the populations from central–eastern

Europe. They were also showed that genetic peculiarity of

Russians from northern Russia was resulted from their admixture

with Finno-Ugric populations among them a special impact should

be attributed to Komi people. It was manifested by a distinct

ancestry component differed Komi from all other European

populations studied.

Materials and Methods

Samples
The used research protocols and forms of informed consent

have been approved by the Ethic Commission of the Medico-

Genetic Scientific Centre of the Russian Academy of Medical

Sciences (an approval was signed by the Head of the Ethic

Commission, Prof. L.F. Kurilo). Written informed consent for

participation was obtained from all subjects included in the study.

Blood samples were collected in EDTA-coated vacutainers after

recording genealogical information and obtaining informed

consent from each individual. Inclusion in the study required that

all individuals belong to the native ethnic group of the region

studied (i.e., they belonged to at least the third generation living in

a particular geographic region), were healthy and unrelated. DNA

was isolated from peripheral leukocytes according to standard

techniques using proteinase K treatment and phenol–chloroform

extraction [21]. Among the 615 individuals genotyped, 384 were

Russians from Archangelsk (Mezen district, n = 96), Vladimir

(Murom district, n = 96), Kursk (Kursk and Oktyabrsky districts,

n = 96), and Tver (Andreapol district, n = 96) regions; 81 were

Veps from the Babaevo district of Vologodsky region and 150

were Komi from the Izhemski (Izhemski Komi, n= 79) and

Priluzski (Priluzski Komi, n= 71) districts of the Komi Republic.

DNA samples were genotyped using different versions of

Illumina BeadChips: Human370CNV-Duo (Tver and Murom),

Human660W-Quad (Kursk), and HumanOmniExpress (Mezen,

Veps, and Komi), according to the manufacturer’s protocol

(Illumina Inc., USA). All samples were subjected to the same

quality control procedures using SNP and Variation Suite v.7.4.0

software package (Golden Helix, Bozeman, MT, USA). Only

SNPs from the 22 autosomal chromosomes with minor allele

frequency .1%, at Hardy–Weinberg equilibrium P.0.00001,

and with genotyping success rate .95% were accepted. Cryptic

relatedness was tested with the same software and from the

detected relative pairs (PI .0.2), only one was chosen for the

subsequent analyses at random. These steps resulted in the

retention of 165,872 autosomal SNPs in 603 individuals. To

investigate population genetic structure, we also included geno-

types of several populations described by Nelis et al. [5]: Finns

(samples from Helsinki (n = 100) and Kuusamo (n = 84), Estonians

(n = 100), Latvians (n = 95), Poles (n = 48), Czechs (n = 94), and

Germans (n = 100). In addition, we used free genotype data from

the HapMap 3 project (Italians from Tuscany (n = 88) and Han

Chinese from Beijing (n = 78) [22], and as well as from the human

genome diversity panel (HGDP, Russians (n = 25) [23]. After

filtering and removing all non-overlapping SNPs, a subset of

128,844 autosomal SNPs included genotypes available for all

populations (except Chinese). Because background linkage dis-

equilibrium (LD) can induce biases in principal component (PCA)

[24] and structure analyses [25], both marker sets –165,872 and

128,844 SNPs – were further thinned by excluding SNPs with

strong LD (pairwise genotypic correlation r
2
.0.2) using a window

of 200 SNPs (sliding the window by 25 SNPs at a time), which

yielded 59,318 and 52,808 SNPs, respectively.

Statistical Analysis
In order to explore the genetic structure of the populations from

European Russia, several forms of analyses were performed. We

started with principal component analysis (PCA), a widely used

method for identifying and visualizing patterns of population

structure [26]. It was carried out using the Genotypic Principal

Components Analysis module of SNP and Variation Suite v.7.4.0.

To obtain non-overestimated eigenvectors [27], we first ran the

software using an outlier removal procedure, in which individuals

with values that were greater than six standard deviations from the

mean along any of the top 10 eigenvectors (principal components)

were identified and removed.

Genetic differentiation among the populations was quantified

by estimating pairwise Wright’s fixation indices (FST) using the

SMARTPCA program in the EIGENSOFT software package
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(v.4.2). Allele frequency differences in pairs of populations were

evaluated using trend tests. The resulting P values were subjected

to Bonferroni correction and the significance threshold was set at

P=0.05 (Bonferroni-adjusted P was equal 3610–7).

Next, the population structure was examined using the

ADMIXTURE software package (v.1.22), which, in contrast to

PCA, implements a model-based clustering algorithm for estimat-

ing individual ancestry proportions [25]. This approach assumes

that the genome of each subject originates from K unknown

ancestral populations and estimates the proportions of the genome

derived from each of these populations. To identify putative

ancestral clusters within the samples, we ran the software assuming

Figure 1. Geographic locations of the populations analyzed. Key: Komi_Izh – Izhemski Komi, Komi_Pr – Priluzski Komi, Rus_Tv – Russians from
Tver, Rus_Ku – Russians from Kursk, Rus_Mu – Russians from Murom, Rus_Me – Russians from Mezen, Finns_He – Finns from Helsinki, Finns_Ku –
Finns from Kuusamo, Rus_HGDP – Russians from the Human Genome Diversity Panel.
doi:10.1371/journal.pone.0058552.g001
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2–12 subpopulations on separate runs, using default parameters.

Each run was repeated at least three times to assess the stability of

the clustering patterns. To validate the results, a cross-validation

procedure was used [28].

Finally, to assess the potential effect of population demographics

on the population structure, the runs of homozygosity (ROH) and

the extent of pairwise linkage disequilibrium (LD) were examined

in the populations studied. ROH in the individuals were identified

using SNP and Variation Suite v.7.4.0. ROH was defined as a

sequence of at least 25 consecutive homozygous SNPs spanning at

least 1500 kb, with a maximum gap of 100 kb between adjacent

SNPs and a minimum density of 1 SNP per 50 kb [29]. Taking

into account the limited number of SNPs tested, we also used

another definition of ROH, in which the limitations on the

maximum distance between SNPs and the minimum density of

SNPs were excluded [30,31]. For comparative purposes the results

obtained were summarized by the calculation of means for the

number of ROH and the cumulative length of ROH per

individual for each population. The extent of pairwise linkage

disequilibrium (LD) was calculated as the genotype correlation (r2)

between marker pairs located less than 100 kb apart using the

PLINK v. 1.07.29 software [32]. A custom Perl script was applied

to categorize the r2 values according to intermarker distances (0–

5 kb, 5–10 kb, etc.) and a mean r2 was calculated for each

category.

Results

To probe population structure, we first analyzed our data sets

using a model-free ancestry PCA. In Figure 2 we plotted the first

two principal components (PC) that had the highest eigenvalues

(Figure S1). The plot demonstrated the presence of significant

differences between Russian populations from the central part of

the Russian Plain (i.e., populations from the Kursk, Murom, and

Tver regions), which formed a single cluster on the PC plot, and

the Russian population from the northern Archangelsk region

(Mezen Russians). Mezen Russians exhibited closer relationships

with the population of Veps. The samples of Izhemski and

Priluzski Komi were located distantly, not only from Veps and

Russians, but also from each other.

The lack of separation between populations from the Kursk,

Murom, and Tver regions in the PC plot was consistent with the

results of the assessment of population differentiation via the

calculation of pairwise FST statistics, in which FST values were not

greater than 0.001 (Table 1). The pairwise FST value between

these populations and Mezen Russians was 0.006. The same FST
value characterized the genetic relationships between Mezen

Russians and Veps. This finding correlated with the population

substructure observed in a plot of PC3 versus PC4, in which

Mezen Russians and Veps were clearly separated from each other

along PC4 (Figure S2). The highest pairwise FST estimates were

obtained from comparisons that included Komi samples.

None of the SNPs analyzed showed significant (P,3610–7)

differences in allele frequencies between populations from the

Kursk, Murom, and Tver regions, but 144 to 172 SNPs in each of

these populations differed from those of Russians from the Mezen

region. The highest number of SNPs with large differences in allele

frequencies was found between Izhemski Komi and populations

from the Kursk, Murom, and Tver regions (Table 1).

To understand the place of Russians, Komi, and Veps on the

genetic canvas of Europe, we combined their genotypes with the

genotypic data of several European populations (Finns, Estonians,

Latvians, Poles, Czechs and Germans, as well as Italians, who are

the most distant from our populations [5]). The results of PCA

performed on this extended number of samples are shown in

Figure 3, and may be described as having an ‘‘airplane’’-like

structure with the two wings represented by the Finnish (upper

left), and Komi (lower left) samples. A comparison of the resulting

genetic map, with the results presented by Nelis et al. [5], shows

that the populations from one of the vertices of the latter are now

located at the intersection formed by the two genetic ‘‘wings’’.

Russians from Murom, Kursk, and Tver were also placed at this

intersection. However, Russians from Mezen were located outside

this intersection. This population, together with the Finnic-

speaking Veps, was located in the space between the Finnish

and Komi ‘‘wings’’ on the chart. Taking into account the genetic

differences found for Mezen Russians among the other Russian

populations studied here, a Russian-only sample from the HGDP

set was also included in the analysis. The HGDP Russians were

also from the Archangelsk region (Kargopol district), but their

location is geographically closer to samples of populations from

central regions of European Russia (Figure 1). This is reflected in

their intermediate position on the PC plot (Figure 3) and lower

pairwise FST values (0.004 against Mezen and 0.002 against the

Russians from Kursk, Murom, and Tver regions) (Table S1,

Figure S3).

To further explore the population structure, a model-based

structure-like analysis using the ADMIXTURE software was

performed [25]. This analysis considers the genome of each

individual as having originated from several hypothetical ancestral

populations, the number of which (K) could be specified. In

addition to populations already used in PCA, a Chinese sample

was included to check for the potential presence of East Asian

admixture. We ran ADMIXTURE at K=2 to 12. At K=2, only

the population groups corresponding to Europe and Asia were

separated (Figure 4). Subtle variations detected in this analysis

were possibly due to the differences in the proportion of East Asian

ancestry, which was present in all European populations included

in this study, but had a higher average contribution in Komi

samples. Subcontinental patterns appeared at K= 3: one ancestry

component was the most abundant in Izhemski Komi and Finns

from Kuusamo (red) and a different component (blue) was at the

maximum in the Italian population (Figure 4). At K=4, the red

component has diverged into two parts and distinguished Finns

(purple) from Komi (red). These results match closely with the

population structure revealed by the PCA, where they corre-

sponded to the genetic ‘‘wings’’ described in Figure 3. Mezen

Russians and Veps exhibited the highest proportions of both red

and purple ancestry components, differing only in their ratios,

which were the opposite of each other (henceforth, we will refer to

these crucial components as Komi and Finnic). Russians from the

HGDP are found at the intermediate position between Mezen and

other Russians, with lower proportions of Komi and Finnic

components and a higher proportion of the blue component, most

common in Italians, compared with the Mezen Russians. At

K=5, a new component is found (yellow), with a high proportion

in most of the populations, with the exception of Izhemski Komi,

Finns, and Italians. The proportions of Komi and Finnic ancestries

were significantly reduced for many central and eastern European

populations, but remained high in Veps and Mezen Russians.

K= 5 was the observation threshold for subcontinental patterns of

genetic variation. At higher K values (K= 6 to 8), we observed the

subsequent separations of the populations of Priluzski Komi, Veps,

and Mezen Russians (Figure S4). The situation in which a new

ancestry component introduced for the next K value differentiated

only a single population was considered as being less informative

for the hierarchical comparisons of populations [33,34]. There-

fore, although the lowest cross-validation errors were observed at
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K=7 (Figure S5), our further discussion will focus on the results of

clustering at K= 5.

To explore the potential effect of population demographics on

the population structures identified, ROH were compared across

populations. ROH may indicate prolonged isolation and a

reduced population size [29,35]. Here, we analyzed ROH longer

than 1,500 kb as being the most informative [29]. Using the

thresholds for SNP density along a ROH tract ($ 1 SNP per

50 kb, with a gap size # 100 kb), the total number of ROH in 16

populations (the Chinese sample was not included) was 1,298, with

a mean population number of ROH (nROH) of 0.20–2.68 per

individual. The population average of the cumulative ROH length

(cROH) per individual ranged from 0.43 to 6.31 Mb (Table 2).

The use of the alternative definition of ROH, which allows the

screening of ROH across various SNPs, resulted in an increase in

both the number and length of ROH, which ranged between 6.77

Figure 2. Principal component analysis of the autosomal genotypic data of individuals from European Russia. The first two PCs are
shown. Each individual is represented by a sign and the color label corresponding to their self-identified population origin. Population designations
are the same as in Figure 1.
doi:10.1371/journal.pone.0058552.g002

Table 1. FST values and the number of SNPs with significant differences in allele frequencies between the populations from
Russia*.

Rus_Tv Rus_Ku Rus_Mu Rus_Me Veps Komi_Pr Komi_Izh

Rus_Tv – 0 0 172 64 262 683

Rus_Ku 0.000 – 0 144 40 212 620

Rus_Mu 0.001 0.001 – 144 41 195 548

Rus_Me 0.006 0.006 0.006 – 113 224 313

Veps 0.006 0.007 0.006 0.006 – 215 388

Komi_Pr 0.011 0.010 0.010 0.009 0.012 – 334

Komi_Izh 0.014 0.014 0.013 0.011 0.014 0.014 –

*Pairwise FST values are indicated below the diagonal and the number of SNPs is indicated above it. The abbreviations of populations are the same as in Figure 1.
doi:10.1371/journal.pone.0058552.t001
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and 17.21 Mb for nROH and 19.62 and 71.83 Mb for cROH.

Regardless of the variations in the analysis, the highest nROH and

cROH values were found in Izhemski Komi and in the Finnish

sample from Kuusamo. Intermediate estimates were observed in

Priluzski Komi, Veps, Finns from Helsinki, and Mezen Russians.

Other populations had lower nROH and cROH values. An

analysis of LD decay across genomes showed that Izhemski Komi

and Finns from Kuusamo also exhibited elevated LD (Figure S6).

Concomitantly, Priluzski Komi, Veps, Mezen Russians, and Finns

from Helsinki exhibited only slightly elevated LD and were more

comparable to the level observed in other European samples,

including the remaining Russian samples.

Discussion

In this study, we used genome-wide SNP data to analyze the

population genetic structure of Russians, Veps, and Komi. The

samples under investigation covered territories in the northeastern

Europe, not been included in previous analyses.

The results obtained revealed no substantial genetic stratifica-

tion within Russians from central–southern regions of European

Russia (i.e., samples from the Kursk, Murom, and Tver regions).

These three populations were clustered in close proximity to other

populations from central–eastern Europe. In contrast, a sample

from the northern Archangelsk region of Russia, Mezen Russians,

was clearly distant from those of Kursk, Murom, and Tver. These

data are in good agreement with earlier data obtained for

polymorphisms of the Y-chromosome [14,15,36,37] and several

autosomal loci [16,38,39]. It has been proposed that the genetic

specificity of northern Russians is because of admixture with

Finno-Ugric populations. The results of our ADMIXTURE

analysis suggest that, although they descended historically from

the Novgorod Russians, Mezen Russians admixed significantly

with both Finnic-speaking and Komi populations (Komi belongs

to the different linguistic branch of the Finno-Ugric family, the

Permian branch). The estimated proportion of Komi ancestry in

Mezen Russians was higher than the Finnic proportion. This

might be explained by either a more extensive or a later admixture

with Komi people. The existing anthropological data favor the

latter explanation, proposing a two-staged inclusion of Finno-

Ugric elements during the ethnogenesis of Northern Russians, in

which Komi elements were included last [40]. Both the Komi and

Figure 3. Principal component analysis of the combined autosomal genotypic data of individuals from Russia and seven European
countries (Finnland, Estonia, Latvia, Poland, Czech Republic, Germany [5] and Italia [22]). The first two PCs are shown. The color legend
for the predefined population labels is indicated within the plot. Population designations are the same as in Figure 1.
doi:10.1371/journal.pone.0058552.g003
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Finnic ancestry components occurred at lower proportions in

other Russians, as well as in the populations of Poles, Czechs,

Germans, and Italians, which are geographically distant from

Finns and Komi. The proportions of Komi and Finnic compo-

nents were also low in Latvians, but not in Estonians, among

whom the proportion of Finnic ancestry was relatively high.

The Veps were another population that exhibited an increased

percentage of both Komi and Finnic ancestries. The high level of

Finnic ancestry is evidently characteristic of this population, as

they belong to the same linguistic community, the Finnic-speaking

community, as Finns do. The higher level of Komi ancestry in this

population compared with that of Finns and Estonians could be

Figure 4. ADMIXTURE clustering of individuals from the populations studied. Results obtained at K = 2 to 5 are shown. Each individual is
represented by a vertical line composed of colored segments, in which each segment represents the proportion of an individual’s ancestry derived
from one of the K ancestral populations. Individuals are grouped by population (labeled on the bottom of the graph). In addition to populations used
in principal component analysis, a Chinese sample (Han Chinese from Beijing [22]) was included. The results at K = 5 are also accompanied by average
ancestral proportions by population (*). Population designations are the same as in Figure 1.
doi:10.1371/journal.pone.0058552.g004
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from admixture of Veps (Ves) with Komi (ancient Permians) in the

11th–14th centuries, when Komi lived westward of their current

territory and were the neighbors of Veps [41].

As for the Komi themselves, it has been proposed [42] that their

ethnogenesis was influenced by Finnic (e.g., Veps or ‘‘Chud’’) and

Russian people. The evaluation of the impact of Finnic people in

the context of Finnic ancestry revealed that the corresponding

component was not represented at a high proportion in the Komi

samples studied. The impact of Russians on the ethnogenesis of

Komi seems to be indicated by the yellow component. It was

abundant in Priluzski Komi (Figure 4), which is in good agreement

with the population history of this region – the basin of the Luza

river, where Russian people resided as far back as the 13th–14th

centuries [41]. In contrast to the Priluzski Komi, Komi component

was overrepresented in the ancestry of the Izhemski Komi,

accounting for more than 80% of the total ancestry (86% at

K=5). Historical records show that the first mention of the

current center of Izhemski Komi, the Izhma village, occurred at

the end of the 16th century and that Izhma was founded mainly by

a group of Vimski Komi. Later, some Russian and Nenets families

joined them [41,43]. Nenets were not studied here. Although the

ADMIXTURE components depend on the samples included, a

minimal influence of the genetics of Nenets on the results of

clustering can be proposed. Here, we can refer to both the existing

data on the absence of (or very limited) genetic relationships

between the Nenets and the populations listed (including Komi)

[15,44,45], and the results of our analyses, which indicate the

genetic isolation of the Izhemski Komi. Evidence of the latter

stemmed both from pairwise FST values, which were the same

between Izhemski Komi and both Priluzski Komi, who shared the

same ethnic territory, and the geographically distant Finns from

Helsinki, and from their higher parameters of ROH estimated.

Both nROH and cROH have been shown to be higher in

northern Europeans compared to their southern counterparts,

which is consistent with the smaller effective population size and

lower population density in northern Europe [35]. In our study, all

northern samples (Mezen Russians, Veps, and both Komi samples)

were also characterized by higher nROH and cROH compared to

Russians from the central part of the Russian Plain and most of the

European populations tested. However, the Izhemski Komi had

the highest nROH and cROH, comparable to the values

calculated in the sample from Kuusamo, the known Finnish

isolate [46]. Similar to the Finns from Kuusamo, the Izhemski

Komi exhibited elevated LD. Taking into account the history of

the Komi people, the recorded genetic distinction of the Izhemski

Komi can be due to the increased stability of their community life

reinforced by the advanced type of traditional economy, including

reindeer breeding [47]. Reindeer breeding was adopted by this

group from the Nenets and currently differentiates the Izhemski

Komi from the other Komi groups.

In summary, we reported results of the first genome-wide

autosomal SNP-based study of the population structure of

European Russia, in which samples of Russians, Veps, and Komi

were analyzed. The data obtained strongly supports the results of

earlier genetic studies, based either on Y-chromosome polymor-

phisms or on a limited number of autosomal markers, and

suggested a genetic distinction of the northern Russian popula-

tions. Here, we were able to show clearly that this distinction was

attributed to admixture with Finno-Ugric populations. The second

important finding of our work was the context of that admixture.

Our data on Komi population structure led us to consider this

group as the second pole of genetic diversity in northern Europe

(in addition to the pole occupied by Finns). Although we

understand that the picture of the genetic structure of populations

from European Russia obtained is still sparse, we propose that

populations (ethnic groups) located between those two poles will

have different proportions of Komi and Finnic ancestries (e.g.,

Veps and Mezen Russians).

Supporting Information

Figure S1 Scree plots for eigenvalues of components 1

to 25 from the principal component analysis: (A)

individuals from Russia, (B) individuals from Russia and selected

samples from seven European countries.

(TIF)

Figure S2 Principal component analysis of the autoso-

mal genotypic data of individuals from European

Russia. PC3 and PC4 are shown. Population designations are

the same as in Figure 1.

(TIF)

Figure S3 Multidimensional scaling analysis (two di-

mensions) of pairwise FST among 16 European popula-

tions. The FST matrix from Table S1 was used as an input for the

analysis.

(TIF)

Figure S4 Results of ADMIXTURE clustering at K=6 to

8. The number of populations and their order are the same as at

Figure 4.

(TIF)

Figure S5 Cross-validation plot for 16 populations from

the ADMIXTURE analysis. The plot displays the cross-

validation error versus K. The results of eight runs with different

random seeds are presented.

(TIF)

Figure S6 The decay of LD across the genomes of the

populations from Russia and the European reference

Table 2. Summary of ROH statistics of 16 European
populations.

Population nROH cROH nROH* cROH*

Italians 0.19 0.4 6.27 19.64

Germans 0.2 0.43 6.77 19.62

Rus_Ku 0.28 0.65 7.88 24.4

Czechs 0.35 0.64 7.23 19.79

Rus_Mu 0.39 0.98 7.97 27.41

Rus_HGDP 0.44 0.83 8.92 25.15

Rus_Tv 0.49 1.12 9.34 28.05

Poles 0.51 1.11 8.51 27.43

Latvians 0.58 1.08 10.62 29.56

Estonians 0.61 1.45 9.95 33.26

Finns_He 1.13 2.32 12.85 41.47

Rus_Me 1.63 3.81 13.02 51.42

Veps 1.72 3.87 14.77 54.29

Komi_Ob 1.77 3.94 13.13 52.17

Finns_Ku 2.24 4.95 16.58 58.76

Komi_Izh 2.68 6.31 17.21 71.83

*ROH calculated without the thresholds for SNP density and length of the gaps
along a ROH tract. The abbreviations of populations are the same as in Figure 1.
doi:10.1371/journal.pone.0058552.t002
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samples. The samples of Poles and Russians from the HGDP

were not included because of their smaller sample size. The Italian

sample was also excluded (its merging with other samples resulted

in a significant decrease in the number of SNPs).

(TIF)

Table S1 FST statistics calculated in pairs of all

European populations analyzed.

(DOC)
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3.5.1. Úvod k publikaci 

 

Ačkoliv obyvatelé české, moravské a slezské oblasti představují z populačně 

genetického hlediska relativně homogenní populaci (Lao et al., 2008; Lu et al., 2009) 

(Obr. č. 7), v důsledku imigrace přibývá v České republice také národnostních 

menšin. Jednou z těchto menšin je stále se zvětšující komunita z oblastí bývalého 

Sovětského svazu (např. Ruská federace, Ukrajina). Český statistický úřad udává 

údaj 31 807 legálně žijících Rusů a 134 281 Ukrajinců na území České republiky 

v roce 2010 (“Počet cizinců - Popis aktuálního vývoje,” 2013).  

Zastoupení jednotlivých mutací v genu CFTR v ruské populaci není spolehlivě 

zmapováno. Počet detekovaných alel genu CFTR u pacientů s CF ruského původu 

odpovídá dle dostupných zdrojů maximálně 75 % (Bobadilla et al., 2002; Kashirskaya 

and Kapranov) z celkového počtu mutací u klinicky diagnostikovaných pacientů s CF. 

Velká populační heterogenita, nedostatečná znalost všech populačně specifických 

alel genu CFTR a jejich frekvence jsou jen dvěma z řady důvodů, proč má Rusko pro 

celoplošný screeningový program zavedeno schéma IRT/IRT (Kashirskaya, 2014). 

Data z Ukrajiny nejsou spolehlivě doložena s výjimkou jejích západních regionů 

(Makukh et al., 2010). 

S přibývajícím počtem novorozenců od přistěhovalců z výše uvedených 

oblastí narozených na území České republiky tak vyvstala otázka, zda spektrum 

vyšetřovaných mutací v genu CFTR v rámci současného protokolu IRT/DNA/IRT  

(a také v rámci plánovaného zavedení protokolu IRT/PAP/DNA) nepředstavuje 

zvýšené riziko selhání screeningového programu pro CF z důvodu nedostatečné 

záchytnosti komerční diagnostické soupravy Elucigene CF-EU2Tm assays, která je 

v současné době pro DNA analýzu v rámci NSCF v České republice používána. 

Výčet 50 mutací, které jsou zahrnuty v diagnostické soupravě Elucigene CF-EU2Tm, 

shrnuje tabulka č. 4 v kapitole 3.3.2. 

Z tohoto důvodu jsme se zúčastnili projektu, jehož cílem bylo na základě 

analýzy téměř 166 000 jednonukleotidových polymorfismů (Single nucleotide 

polymorphisms; SNPs) zjistit z hlediska dalších diskuzí k novorozeneckému 

screeningu genetickou příbuznost/odlišnost vybraných reprezentativních ruských a 

evropských kohort. 

Výsledky této mezinárodní kolaborativní studie byly publikovány jako původní 

článek v PLOSE ONE v roce 2013. 
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Obrázek č. 7: Genetická příbuznost vyplývající z porovnání SNPs u 2457 

jedinců z 23 evropských subpopulací 

 

 

 

Obrázek převzat z Lao et al., 2008 
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.5.2. Výsledky a diskuze 

 

Výsledky této studie prokázaly, že Rusové pocházející ze střední části 

evropské Ruské federace (konkrétně obyvatelé Tverské, Kurské a Vladimirské 

oblasti) jsou z populačně genetického hlediska podobní populacím ze střední a 

východní Evropy, ale jsou odlišní od obyvatel ze severního Ruska (obyvatelé 

Archangelské oblasti). Zcela odlišní od populací ze střední a východní Evropy a Rusů 

pocházejících ze střední části evropské ruské federace a ze severního Ruska jsou 

obyvatelé Republiky Komi.  

Na základě těchto populačně genetických analýz provedených porovnáním 

165 872 SNPs mezi reprezentativním vzorkem obyvatel z České republiky a ze 

střední části evropské části Ruské federace můžeme předpokládat, že některé z alel 

u ruských pacientů s CF, vyskytující se nad rámec dosud popsaných mutací u 

ruských pacientů s CF, jsou shodné s alelami detekovanými u českých pacientů s 

CF. Tento „extrapolovaný“ populačně genetický předpoklad však neplatí pro 

imigranty ze severních oblastí Ruska a Republiky Komi.  

 

3.5.3. Závěr 

 

Po dobu fungování protokolu IRT/DNA/IRT v České republice můžeme 

očekávat, že novorozenci s CF ruského (a ukrajinského) původu mohou být 

zachyceni buď přímo díky molekulárně genetickému vyšetření genu CFTR v rámci  

2. kroku protokolu IRT/DNA/IRT nebo pomocí FS. Po zavedení protokolu 

IRT/PAP/DNA, jehož součástí není FS, bychom se mohli setkávat s vyšší falešnou 

negativitou reprezentovanou zejména ruskými novorozenci pocházejícími 

ze severních a severovýchodních oblastí Ruska.  

Je ke zvážení, zda do našeho screeningového programu pro CF nezařadit 

také mutaci p.Gln685ThrfsX4, která není součástí námi používaného komerčně 

dostupného panelu mutací Elucigene CF-EU2Tm, ale vyskytuje se ve zvýšené míře 

na západní Ukrajině, v oblasti Podkarpatské Rusi a v Rusku (Kashirskaya and 

Kapranov; Makukh et al., 2010). Novorozenci s CF nesoucí minimálně jednu mutaci 

p.Gln685ThrfsX4 genu CFTR by tak mohli být příkladem falešné negativity v rámci 

screeningového programu v České republice. 
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Ačkoliv je snaha, aby screeningové programy pro CF vzaly v potaz populační 

heterogenitu screenované populace, neexistuje protokol založený na DNA analýze, 

který by v tomto ohledu zajistil 100% senzitivitu.  
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4. SHRNUTÍ 

 

Ačkoliv je CF závažným a stále nevyléčitelným onemocněním, kombinace 

časné diagnostiky s nejmodernější léčbou cílenou na konkrétní genotyp genu CFTR 

přináší pacientům s CF naději na delší přežívání a kvalitnější život. 

Jediný způsob umožňující včasnou diagnostiku CF je pomocí celoplošného 

screeningového programu. Současný protokol IRT/DNA/IRT je vysoce efektivní  

a účinný nástroj k odhalení pacientů s CF v době, kdy ještě nejsou plně nebo 

dokonce vůbec přítomny klinické příznaky onemocnění. A i když tento protokol 

dosahuje dobré senzitivity i specificity, lze dále zefektivnit zavedením dalšího 

analytického mezistupně – proteinu asociovaného s pankreatitidou v podobě 

schématu IRT/PAP/DNA.  

Protokol IRT/PAP/DNA za předpokladu vhodně zvolených cut-off hodnot pro 

IRT a PAP a dostatečně širokého spektra vyšetřovaných mutací genu CFTR nabízí 

dosažení vyšší senzitivity a možnost snížení počtu prováděných molekulárně 

genetických analýz na cca jednu polovinu vedoucí k vyšší specificitě a nižším 

finančním nákladům.  

Na základě výsledků této práce lze očekávat zavedení screeningového 

schématu IRT/PAP/DNA do klinické praxe v nejbližších letech.  
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6. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

ATP Adenosintrifosfát 

CBAVD Congenital bilateral absence of the vas deferens; kongenitální 

bilaterální absence vas deferens 

CF Cystická fibróza 

CF-SPID CF screen positive inconclusive diagnosis; nejasná diagnóza u 

novorozenců s pozitivním screeningem CF  

CFRD CF-related diabetes; na CF vázaný diabetes mellitus 

CFTR Cystic fibrosis transmembrane regulator gene; transmembránový 

regulátor vodivosti 

CFTR-RDs CFTR-related disorders; skupina chorob související s CFTR 

CI Confidence interval, interval spolehlivosti 

DIOS Distální intestinální obstrukční syndrom 

DNA Deoxyribonukleová kyselina; v našem případě označení pro DNA 

analýzu – molekulárně genetické vyšetření genu CFTR 

ENaC Epithelial sodium channel 

FN Falešná negativita/falešně negativní 

FP Falešná pozitivita/falešně pozitivní 

FS Fail-safe strategy; „záchranná síť“ 

IRT Imunoreaktivní trypsinogen 

MLPA Multiplex ligation-dependent probe amplification 

MSD1, MSD2 Membrane spanning domain 1, Membrane spanning domain 2 

NBD1, NBD2 Nucleotide binding domain 1, Nucleotide binding domain 2 

NGS New generation sequencing, sekvenování nové generace 

NS Novorozenecký screening 

NSCF Novorozenecký screening cystické fibrózy 

ORCC Outwardly rectifying chloride channel 

P Počet; v našem případě počet postižených jedinců zachycených 

screeningovým testem 

PAP Pancreatitis-associated protein; protein asociovaný                      

s pankreatitidou 

PPV Pozitivní prediktivní hodnota 
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R Regulatory domain, regulační doména 

SNP Single nucleotide polymorphism; jednonukleotidový 

polymorfismus 

WGS Whole genome sequencing; celogenomové sekvenování 
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