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ABSTRAKT

Novorozenecky screening cystické fibrozy umoznuje diagnostikovat pacienty
s cystickou fibrézou v preklinickém stadiu nebo v dobé, kdy jesté nejsou klinické ptiznaky
pln€ vyjadreny. Na zakladé v¢asné diagnostiky pak mohou byt pacienti s cystickou fibrozou
1éCeni jiz pted vznikem ireverzibilnich zmén v organizmu, coz vyznamné prodluzuje a také

zlepSuje kvalitu Zivota.

Komentovana verze dizertatni prace se zabyva problematikou vybéru vhodného
screeningového programu pro cystickou fibrozu u novorozencti narozenych v Ceské republice
a také stanovuje pozadavky na jednotlivé analytické a molekularné genetické stupné
v porovnavanych screeningovych algoritmech.

Cilem dizertaéni prace je navrhnout screeningové schéma detekujici pacienty
s cystickou fibrozou, které v podminkach Ceské republiky umozni doséhnout optimalnich

parametr v podobé vysoké senzitivity, specificity a pfijatelné nakladové 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. UVOD

1.1. Cysticka fibréza (CF)

CF (MIM 219700) je nejcastéjSim nevylécitelnym monogennim autozomalné
recesivnim onemocnénim u evropskych populaci s prevalenci
1:2500—1:6 000 (Farrell, 2008). V Ceské republice byla prevalence CF stanovena
nasledné molekularn¢ genetickymi metodami (Macek et al., 1997) na cca 1 : 3 000 zivé
narozenych déti. SouCasna prevalence CF vychazejici z vysledkii novorozeneckého
screeningu za obdobi 2009 — 2012 odpovida 1 : 6 330 (Votava et al., 2014). Pii zohlednéni
prenatalni a preimplanta¢ni diagnostiky je populaé¢ni riziko CF v Ceské republice odhadovano
nal: 4500 (Votava et al., 2014).

CF ve své¢ klasické podobé postihuje zejména dychaci systém, slinivku bfisni a potni
zlazy. DalSim béznym piiznakem je muzska infertilita. U novorozence se mize CF
manifestovat stfevni neprtichodnosti, tzv. mekoniovym ileem. V nékterych pfipadech muize
byt jedinym projevem onemocnéni napi. chronicka pankreatitida, nosni polypdza nebo
porucha reprodukce u muzu (tzv. CBAVD - Congenital Bilateral Absence of the Vas
Deferens).

Onemocnéni je zplsobeno mutacemi v genu pro cystickou fibrézu, cystic fibrosis
transmembrane regulator (CFTR) gene, ktery je lokalizovan na dlouhém raménku
chromozomu 7 (7931.2). V genu CFTR bylo dosud objeveno pies 1900 mutaci a variant
(Sosnay et al., 2013), z nichz v$ak pouze 15 ma v Ceské republice etnost vyssi nez 0,5 %
(Kfenkova et al., 2013). Kone¢nym produktem genu CFTR je stejnojmenny protein
lokalizovany na apikalnich membranach bunék predev§im v exokrinnich Zlazach a

V sinobronchidlnim systému.

1.2. Postnatalni diagnostika CF

Diagnéza CF vychazi z klinického podezieni. Abnormalni funkci proteinu CFTR lze
potvrdit potnim testem (tj. koncentrace chloridovych iont v potu 2 60 mmol/l) s naslednym
molekularné genetickym vysetfenim genu CFTR.

Vyjimku z tohoto algoritmu ptedstavuje novorozenecky screening (NS) CF (NSCF),

ktery umoziiuje diagnostikovat CF jesté pied rozvojem klinickych ptiznak.



1.3. Novorozenecky screening

Novorozeneckym screeningem se rozumi aktivni a celoplo$né vyhledavani chorob v
jejich Casném stadiu tak, aby se tyto choroby diagnostikovaly a 1écily diive, nez se staci
projevit a zpusobit ditéti nevratné poskozeni zdravi. NS je zalozen na analyze suché kapky
krve na filtracnim papirku (tzv. Guthrieho karti¢ce) odebirané za definovanych podminek
v§em novorozenctm.

V Ceské republice se vramci NS t. & vysetiuje 13 onemocnéni: kongenitalni
hypotyredza, kongenitalni adrenalni hyperplazie, CF, dédi¢né poruchy latkové vymény
aminokyselin (tj. fenylketonurie a hyperfenylalaninemie, leucinéza, glutarova acidurie typ I,
izovalerova acidurie) a dédi¢né poruchy latkové vymeény mastnych kyselin (deficit acyl-CoA
dehydrogenazy mastnych kyselin se stfedné dlouhym fetézcem, deficit 3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogendzy mastnych kyselin s dlouhym fetézcem, deficit acyl-CoA dehydrogenazy
mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem, deficit karnitinpalmitoyltransferazy I a Il, deficit

karnitinacylkarnitintranslokazy).

1.3.1. Novorozenecky screening cystické fibrozy

Zakladni principy pro provadéni NSCF vychézeji z obecnych principi dle Wilsona a
Jungnera pro screening ostatnich onemocnéni (Cornel et al., 2014):
1) Pribéh nemoci a jeji mechanismy jsou znamé;
2) Onemocnéni je vyznamnym socioekonomickym problémem (choroba ma zavazny pribéh a
lécba je finan¢né nakladna);
3) Je relativné Casti;
4) Véasna diagnostika zkvalitiuje, a Ize pfedpokladat, ze i prodluzuje zivot pacient (Dijk and
Fitzgerald, 2012; Lai et al., 2004);
5) Véasna klinicka diagnostika bez NS v Ceské republice selhava (Vavrova et al., 2006);
6) Vcasna diagnostika je prevenci imrti z nediagnostikované choroby (napt. v metabolickém
solném rozvratu kojenct ¢i rychlou progresi plicniho postizeni);
7) Ptedpokladané naklady NS jsou niz§i nez naklady lécby komplikaci choroby z pozdni
diagnostiky (Nshimyumukiza et al., 2014; Sims et al., 2007);
8) Vcasna diagnostika redukuje stres rodiny s chronicky nemocnym ditétem s nejasnou
pricinou obtizi pfi pozdni diagnostice a tim 1 obecné zvySuje divéru ve zdravotnicky systém;
9) Vcasna diagnostika poméha optimalizovat genetické poradenstvi a umoziluje

informovanou reprodukci;



10) Pti celoplosném provadéni NSCF lze efektivnéji soustiedit pacienty do klinickych center,
kterda maji s nemoci zkuSenosti a kde jim je zajiSténa komplexni péce. Tim lze odstranit

nerovnomérnost v kvalité péce o pacienty.

Diagnéza CF stanovena béhem prvnich 2 mésicii Zivota, a z toho vyplyvajici ¢asna
1é¢ba, vede k mirn¢js§imu postizeni sinobronchialniho systému (Farrell et al., 2001; Munck et
al., 2006), lepsimu prospivani a tim i k celkove ptiznivéjsi prognéze onemocnéni s del§im
prezivanim (Dijk and Fitzgerald, 2012; Lai et al., 2004). Navic ¢asna diagnéza CF v ramci
NSCF snizuje naklady na 1é¢bu (Nshimyumukiza et al., 2014; Sims et al., 2007) a sniZuje
stres rodicl v porovnani s pozdni diagndzou (Balfour-Lynn, 2008; Baroni et al., 1997).

Na zékladé vSeobecné uzndvaného nazoru o prospesnosti NSCF byl v mnoha statech
zaveden celoplosny NSCF vyuzivajici rizné typy screeningovych protokola (Castellani and
Massie, 2010; Castellani et al., 2009; Comeau et al., 2007; Southern et al., 2007). Ackoliv je
V soucasné dobé¢ celosvétoveé popsano vice nez 70 riznych screeningovych schémat, vzdy je
prvnim krokem imunochemické stanoveni imunoreaktivniho trypsinogenu (IRT) (Crossley et
al., 1981; Therrell et al., 2012) ze suché krevni skvrny odebrané novorozenci na filtraéni
papirek.

IRT v krvi novorozenci s CF je zvySen, protoze pankreas pacienti s CF je jiz

prenatalné poSkozen blokddou acinarnich duktG vazkym hlenem. Aciny produkuji IRT a

obstrukce pankreatickych duktl zpiisobi, Ze IRT ptestoupi do krve ve vyssi koncentraci.

1.3.1.1. Zakladni schémata NSCF

1.3.1.1.1. IRT jako prvni krok

Inicialni cut-off hodnota pro IRT mé zasadni vyznam pro senzitivitu i1 specificitu
screeningového schématu. Pozadované senzitivity lze dle nékterych autorti dosahnout s cut-
off hodnotou pro IRT > 99. percentil (Wilcken et al., 1995), dle jinych autorti je vhodné&;jsi
pouzit cut-off hodnotu > 95. — 97. percentil (Comeau et al., 2004; Wagener et al., 2012). IRT
je sam o sob¢ dostateéné senzitivnim biochemickym markerem, je v§ak spojen také s vysokou
faleSnou pozitivitou. Proto u novorozenct s IRT nad stanovenou cut-off hodnotu nasleduje
druhy a v nékterych ptipadech také tieti a ¢tvrty krok s cilem zlepSit pozitivni prediktivni

hodnotu (PPV) testu.



1.3.1.1.2. Druhy krok

Opakované stanoveni IRT, tj. IRT/IRT protokol

Koncentrace IRT v krvi u novorozenci s CF klesd pomaleji nez u novorozenct, ktefi
CF nemaji (Rock et al., 1990). Proto zvysSena hladina IRT s odstupem 2 a vice tydni zjisténa
Z druhého odbéru mize svédcit pro diagnozu CF.

K potvrzeni ¢i vylouceni diagnézy CF u probandi splnujicich kritéria pro IRT/IRT
schéma je nezbytné provést diagnosticky potni test. Podle nastavené cut-off hodnoty IRT
Vv prvnim odbéru je potni test indikovany u 1 - 5 % novorozencu - protokoly IRT/IRT tak stale
vedou k vysokému pocétu faleSnych pozitivit (Castellani et al., 2009; Ross, 2008).

DNA analyza genu CFTR, tj. IRT/DNA protokol

U novorozenct, u kterych byla zjiSténa koncentrace IRT nad stanovenou
cut-off hodnotu, nasleduje ve druhém analytickém stupni molekuldrné genetické vySetfeni
genu CFTR. VySetfeni probiha ze stejné krevni skvrny, ze které se vySetfil IRT, tedy bez
jakékoliv ptidavné zatéze novorozence a rodiny.

Vétsina téchto protokolll pouziva komeréné dostupné diagnostické soupravy
vySetfujici nejCastéj$i populacné specifické mutace genu CFTR. Pokud se pifi vySetfeni
prokéazi dvé mutace, je diagnéza CF velmi pravdépodobna. Pro potvrzeni diagnoézy CF, a
vylouceni nékterych méné obvyklych situaci (napf. pfitomnost obou mutaci v pozici Cis,
zdména vzorku), nasleduje diagnosticky potni test. V ptipad¢€ nélezu 1 mutace nasleduje potni
test k rozliSeni, zda se jedna o zdravého heterozygota (koncentrace chloridovych iontd v potu
do 30 mmol/l) nebo pacienta s CF (koncentrace chloridovych iontd nad 60 mmol/l), kde
druha, vzacnéjsi mutace, neni soucasti pouzité diagnostické soupravy.

Mezi nevyhody téchto protokoll patii zejména detekce zdravych heterozygoti a
probandd s nejasnou diagnézou. Tyto a dalsi nevyhody jsou podrobnéji diskutovany
v kapitole 3.1.2.

Stanoveni Pancreatitis-Associated Proteinu (PAP), tj. IRT/PAP protokol

V roce 1999 piedstavil prof. Jacques Sarles (Sarles et al., 1999) biochemicky marker
pancreatitis-associated protein. Jde o sekre¢ni cirkulujici protein, ktery je indukovany akutnim
postizenim pankreatu. PAP je stanovovan ze stejné krevni skvrny jako inicidlni IRT. PAP sdm
0 sobé& je vysoce senzitivni, ale malo specificky. Pokud je pouzit ve druhém analytickém

stupni u novorozencti se zvySenym IRT, specificita se zvySuje. V piipadé, ze je koncentrace



PAP zvysSena nad stanovenou cut-off hodnotu, je proband pozvan k potnimu testu k potvrzeni
¢i vylouceni CF (Sarles et al., 2005).

Dosud probéhlé studie (Sarles et al., 2014, 2005; Sommerburg et al., 2010; Vernooij-
van Langen et al., 2012) prokazaly senzitivitu srovnatelnou s IRT/DNA protokoly, i kdyz za
cenu niz§i PPV. Vyhodou téchto protokoll jsou nizsi ekonomické néklady a nepiitomnost

nevyhod spojenych s DNA analyzou genu CFTR.

1.3.1.1.3. Dalsi kombinace a dalsi kroky v protokolech NSCF

Protokol IRT/IRT/DNA — novorozenci s vysokym inicidlnim IRT jsou odeslani ke
stanoveni IRT z 2. odbéru a pokud IRT ptetrvava vysoké, nasleduje DNA analyza. Pti nalezu
2 nebo 1 mutace nasleduje diagnosticky potni test.

Protokol IRT/PAP/DNA — u novorozencu splitujicich kritéria pro IRT/PAP nasleduje
DNA analyza. VSechna vySetfeni probihaji z plivodni suché krevni skvrny. Pfi nalezu 2 nebo

1 mutace pak nasleduje potni test.

Strategie tzv. zachranné sité - ,,Fail-safe* strategie (FS)

FS byla pivodné navrzena pro protokoly IRT/DNA k tomu, aby odhalila pacienty,
kteti maji dvé vzadcné mutace a ani jedna z téchto mutaci genu CFTR neni zahrnuta v
pouzitém panelu vysetfovanych alel.

Podle této strategie jsou déti s velmi vysokym inicialnim IRT, a bez detekované
mutace Vv ramci zékladniho panelu mutaci, odeslani k opakovanému stanoveni koncentrace
IRT z druhého odbéru nebo piimo k diagnostickému potnimu testu.

FS je vhodna soucast protokoltl IRT/DNA v etnicky heterogennich populacich. Novéji
se FS uziva také u n€kterych protokolti IRT/PAP (Sommerburg et al., 2014, 2010). Cilem FS

je zvysit senzitivitu testu (op€t za cenu niZsi specificity).
Je nezbytné zdlraznit, Ze neexistuje idedlni screeningové schéma. Zadné z uvedenych

screeningovych schémat nemd 100% senzitivitu, takZze diagnézu CF nelze na zékladé

negativniho screeningu v jednotlivém piipade¢ jednoznacné vyloucit.
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2. CiLE DIZERTACNI PRACE

Ve své praci jsem se zabyvala problematikou NSCF z hlediska:

1) Zhodnoceni hypotézy o vyhodnosti parametri screeningovych protokoli
zalozenych na stanoveni koncentrace PAP ve druhém analytickém stupni. Hlavnim cilem bylo
porovnat proveditelnost, senzitivitu a specificitu souc¢asného celoplosného screeningového
protokolu IRT/DNA/IRT a protokold IRT/PAP a IRT/PAP/DNA na kohort¢ 106 522
novorozencich narozenych v Cechach. Vystup projektu se stal podkladem pro rozhodovéni o
volbé optimalniho modelu pravidelného celoplo§ného NSCF v Ceské republice.

2) Zhodnoceni senzitivity a specificity IRT/PAP protokolll v zavislosti na zvolenych
cut-off hodnotach pro IRT a PAP. Hlavnim cilem bylo ové&fit, ze optimalné nastavené cut-off
hodnoty v ramci IRT/PAP schémat ptedstavuji vhodnou alternativu pro staty nebo oblasti
které z nejriznéjSich divodii nemohou zaclenit molekularné genetické vySetieni genu CFTR
jako soucast screeningovych schémat.

3) Charakteristiky zastoupeni jednotlivych mutaci v genu CFTR v Ceské republice.
Hlavnim cilem, v souvislosti s celoplo$nym screeningovym programem pro CF, bylo ovéfit,
ze populacné specifické mutace v genu CFTR, které jsou soucCasti nami pouzivané
diagnostické soupravy, neptedstavuji piekazku v dosazeni vysoké senzitivity soucasného
celoplosného protokolu IRT/DNA/IRT.

4) Zhodnoceni efektivity screeningového programu pro CF v Ceské republice od jeho
zavedeni v roce 2009 do konce roku 2012.

5) Zhodnoceni vlivu zvySujiciho se poctu novorozenct od pfistehovalct z evropské

Casti Ruské federace a Ukrajiny na uzemi Ceské republiky na senzitivitu protokold
IRT/DNA/IRT a IRT/PAP/DNA.

11



3. PUBLIKACE

Nasledujici publikace se zabyva problematikou uvedenou v bod¢ 1 mezi stanovenymi

cili této dizertacni prace (viz kapitola 2.).

3.1. KruliSova, V., Balas¢akova, M., Skalicka, V., Piskackova, T., Holubova, A., Padérova,
J., Kfenkova, P., Dvofakova, L., Zemkova, D., Kra¢mar, P., Chovancova, B., Vavrova, V.,
Stambergova, A., Votava, F., Macek, M., Jr, 2012. Prospective and parallel assessments of
cystic fibrosis newborn screening protocols in the Czech Republic: IRT/DNA/IRT versus
IRT/PAP and IRT/PAP/DNA. Eur. J. Pediat. 171, 1223-1229. IF 1,907

3.1.1. Abstrakt

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 regulator 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 protocols; 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 sensitivity,
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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3.1.2. Uved k publikaci

Ackoliv jsou IRT/DNA protokoly s ohledem na vysokou senzitivitu a specificitu
povazovany za ,,zlaty standard“ screeningovych schémat, DNA analyza s sebou piinasi také
nevyhody:

1) Detekci zdravych heterozygoti, coz neni cilem NS. K tomu, aby tito jedinci byli
odliseni od pacienti s CF, kde 2. mutace genu CFTR je mimo spektrum vysetfovanych alel
genu CFTR, musi podstoupit potni test. Probandi s 1 detekovanou mutaci v genu CFTR a
negativnim potnim testem tak predstavuji faleSnou pozitivitu testu.

2) Dalsi nevyhodou je odhaleni jedinct s tzv. nejasnou diagnézou CF (Comeau et al.,
2007; Mayell et al., 2009; Thauvin-Robinet et al., 2013). Pojmem nejasna diagnéza u
probanda v ramci NSCF se rozumi: a) nalez 2 mutaci genu CFTR, kde alespon jedna mutace
patfi mezi alely s nejasnym klinickym dopadem a zéroven ma proband negativni vysledek
potniho testu (tj. koncentrace chloridovych ionti v potu do 30 mmol/l), b) nalez 1 nebo zadné
mutace pii hrani¢nim vysledku potniho testu (tj. 30-59 mmol/l).

U probandt s nejasnou diagnozou nelze predpoveédét zdvaznost obtizi ani progndzu.
Vétsina téchto jedincli mlze byt cely Zivot asymptomatickd nebo mize mit jen ,,mirnéjsi*
formu CF (tzv. CFTR-related disorders; skupina chorob souvisejici s CFTR).

3) Vétsina mutaci v genu CFTR je populaéné specificka, I1ze proto predpokladat vyssi
pravdépodobnost selhani protokolu u etnicky heterogennich populaci z diivodu piitomnosti
mutaci, které nejsou soucasti pouzité¢ho kitu (Farrell et al., 2008). Disledkem je pak vyssi
falesné negativita screeningového protokolu.

4) Vysoké naklady souvisejici s cenou molekularné genetického vysetieni genu CFTR.

5) V nékterych statech je screeningova metoda zaloZena na DNA analyze legislativné

problematicka, coz komplikuje logistiku novorozeneckého screeningu.

Ve snaze se ,,vyhnout“ DNA analyze, a tim vySe popsanym nevyhoddm, jsou néktera
schémata zaloZena pouze na stanoveni biochemickych analytl. Tradi¢nim piikladem jsou
IRT/IRT protokoly, které dosahuji vysoké senzitivity, maji vSak nizsi specificitu (Castellani et
al., 2009; Ross, 2008).

Perspektivni se zdaji byt protokoly IRT/PAP, které dosahuji senzitivity srovnatelné
s IRT/DNA protokoly (Sarles et al., 2014, 2005; Sommerburg et al., 2010; Vernooij-van
Langen et al., 2012) se specificitou lepsi nez u IRT/IRT protokold.
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Hlavnim cilem naSeho projektu bylo proto ovéfit hypotézu o vyhodnosti
screeningovych protokolli zalozenych na stanoveni PAP ve druhém analytickém stupni.
Porovnavali jsme proveditelnost, senzitivitu a specificitu protokolu IRT/DNA/IRT, ktery
funguje jako soucasny celoplo§ny screeningovy protokol na uzemi Ceské republiky od roku
2009, a protokolu IRT/PAP. Design této studie nam dale umoznil posoudit senzitivitu a
specificitu protokolu IRT/PAP/DNA. Zavér projektu se stal podkladem pro rozhodovani o

volbé& nejvhodngjsiho modelu pravidelného celoplosného NSCF v Ceské republice.

3.1.3. Zavér

Paralelni srovnani porovnavanych modeltt NSCF v nasi studii ukazalo (Obr. €. 1), Ze
screeningové schéma IRT/PAP dle originalnich cut-off hodnot pro IRT a PAP (Sarles et al.,
2005) ma vysokou falesnou negativitu a neakceptabilné vysoky pocet indikovanych potnich
testd, a je proto nevhodné k celoplosnému zavedeni.

K dosazeni vysSi senzitivity by bylo nutné snizeni cut-off hodnot pro PAP nebo
zavedeni FS, jak dokladaji i dalsi prace (Sarles et al., 2014; Sommerburg et al., 2014). Vyssi
senzitivita je vSak dosazena za cenu dal§iho navySeni faleSné pozitivity.

Model IRT/PAP/DNA za ptedpokladu upraveni cut-off hodnot pro IRT a PAP
(Sarles, 2011; Stopsack, 2011) nabizi dosazeni vyS$i senzitivity a moznost snizeni poctu
provadénych molekularné genetickych analyz na cca jednu polovinu vedouci k nizsi faleSné
pozitivité a niz§im finan¢nim nakladiim. Nevyhodou protokolu zlstava, Ze stejn€ jako schéma
IRT/DNA/IRT vede k odhaleni probandu s nejasnou diagnézou. Vzhledem k nizkému poctu
téchto nejasnych ptipadt 1 : 10 (2 probandi s nejasnou diagndzou piipadajici na 20 pacienti
s klasickou formou CF), to vSak nepovazujeme za zasadné limitujici faktor.

Na zakladé vysledkl nasi studie nedoporucujeme zménu soucasného screeningového
protokolu IRT/DNA/IRT na model IRT/PAP. Doporuujeme vSak zménu protokolu
IRT/DNA/IRT na schéma IRT/PAP/DNA s modifikovanymi cut-off hodnotami pro IRT a
PAP.
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Obr. ¢. 1: Porovnavané protokoly s pouzitymi cut-off hodnotami

IRT/DNA/IRT IRT/PAP IRT/PAP/DNA
1. krok stanoveni IRT
IRT = 65 ng/ml IRT 2 50 ng/ml
2. krok  DNA analyza 2. krok  stanoveni PAP
[ omut, IRT 1 a/nebo 2 [ IRT 50,0 — 99,9 a PAP = 1,8 nebo |
| 2200 ng/ml | mutace | IRT = 100,0 and PAP = 1,0 (ng/ml)
[ Opakované ) ( 3. krok ]
. IRT ) | DNA analyza |
e e N
nebo Potni test |« mutace
\2 30 po 42. dnu (ng/ml) j L )
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Nasledujici publikace se zabyva problematikou uvedenou v bod¢ 2 mezi stanovenymi

cili této dizertacni prace (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

3.2.1. Abstrakt

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 pg/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 pg/l (~99.0th percentile) increased the
PPV significantly (Dresden: 0.065 vs. 0.080, p < 0.0001, Prague: 0.052 vs. 0.074, p < 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.

3.2.2. Uvod k publikaci

Zatimco vétSina evropskych zemi ma v dobé sepisovani této dizertacni prace
celoploSny NSCF, Némecko je vtomto ohledu vyjimkou. Soucasné legislativni
a etické pozadavky (“Deutschen Ethikrat,” 2013, “Gendiagnostikgesetz - GenDG,” 2009),
jako disledek eugeniky vychazejici z ideologie nacistického Némecka, neumoziuji zavadét
molekularné genetické vySetfeni pro autozomalné recesivni onemocnéni jakoZto soucast
celoplosného screeningového programu. Divodem je zejména nahodné odhaleni zdravych

heterozygotii, coz v krajnim piipadé miize pro rodinu probanda ptedstavovat celozivotni
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psychické trauma (Sommerburg et al., 2010). Vzhledem k vy$e uvedenému legislativnimu
omezeni tak Némecko nemtize pro celoploSny NSCF pouzit protokol IRT/DNA a je odkazano
na protokoly zalozené pouze na biochemickych analytech. Perspektivnim modelem je
protokol IRT/PAP.

Tato studie se zabyvd problematikou optimalizace strategie IRT/PAP.
K retrospektivnimu zhodnoceni byly pouzity vysledky tii regionalnich evropskych programt,
ve kterych byla pouzita rozdilnd schémata IRT/PAP. Studie byla provedena na celkovém
souboru 325917 novorozencti z nasledujicich screeningovych center v Némecku a Ceské
republice: a) Heidelberg - novorozenci z Badensko-Wiirttemberska, Poryni-Falce a Sarska, b)
Dréazd’any - novorozenci z vychodniho Saska a ¢) Praha — novorozenci narozeni v Cechach.

Studie vychdzi z pivodnich cut-off hodnot navrzenych 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
(vSe ng/ml). V ramci optimalizace IRT/PAP protokolu si klademe tyto otazky: 1) je mozné
zvysit cut-off pro IRT na 60 - 65 ng/ml se zachovanim stejné senzitivity a dosazenim vyssi
specificity; 2) je vhodné zavadét FS pro IRT/PAP protokoly; 3) dosahne protokol s jedinou
cut-off hodnotou pro PAP vyssi senzitivity nez dvé IRT-dependentni cut-off hodnoty pro PAP

dle profesora Sarlese (Sarles et al., 2005)?

3.2.3. Zavér

Na zakladé¢ retrospektivni studie bylo za nejvhodnéjsi schéma, primarn¢ s ohledem na
dosazenou senzitivitu, povazovano schéma IRT/PAP s cut-off hodnotou pro IRT odpovidajici
99. percentilu, jedinou cut-off hodnotou pro PAP a spouzitim FS odpovidajici 99,9.
percentilu. Screeningové schéma IRT/PAP s dostate¢né nizkymi cut-off hodnotami pro PAP
tak sice umoziuje dosdhnout vysoké senzitivity, ale pouze za cenu vysoké falesné pozitivity
V podobé vysokého poctu indikovanych potnich testi u jedincii bez CF.

Vysledky studie takeé ilustruji rozdilné pozadavky kladené na screeningové protokoly -
- zatimco pro Ceskou republiku je vysoka fale$na pozitivita zasadné limitujici pro zavedeni
IRT/PAP schématu do celoplo$né provadéného screeningového programu, pro Némecko by

Z divodu legislativnich omezeni mohla byt parametrem akceptovatelnym.
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Nasledujici publikace se zabyva problematikou uvedenou v bod¢ 3 mezi stanovenymi

cili této dizertacni prace (viz kapitola 2.).

3.3. Kfenkova, P., Piskackova, T., Holubova, A., Balas¢akova, M., KruliSova, V., Camajové,
J., Turnovec, M., Libik, M., Norambuena, P., étambergové, A., Dvorakova, L., Skalicka, V.,
BartoSova, J., Kucerova, T., Fila, L., Zemkova, D., Vavrova, V., Koudova, M., Macek, M.,
Krebsova, 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 2,873

3.3.1. Abstrakt

BACKGROUND: This two decade long study presents a comprehensive overview of
the CFTR mutation distribution in a representative cohort of 600 Czech 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 CF DNA 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”.

3.3.2. Uvod k publikaci

Senzitivita screeningovych schémat pro CF zalozenych na DNA analyze je dana nejen
cut-off hodnotami pro biochemické markery, ale také moznostmi molekularné genetického
vySetieni detekovat rizné Siroké spektrum kauzalnich mutaci v genu CFTR. Pfedpokladem
efektivity schémat IRT/DNA je znalost distribuce mutaci genu CFTR u pacientd s CF v

daném regionu a populaci.
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Doposud neexistuje jednoznané¢ doporuceni, kolik mutaci se ma vramci DNA
analyzy u screeningovych schémat vySetiovat. Dle konsensu je doporuc¢ovano, aby byly
zahrnuty nejcastéj$i populacné specifické mutace a dale alely pfitomné u pfisluSnych
etnickych minorit (Castellani et al., 2009). V praxi jsou v ramci NSCF vySetfovany mutace
predstavujici 85 — 90 % vSech alel vyskytujicich se u pacientt s CF v dané populaci.

Tato prace se zabyva problematikou zastoupeni jednotlivych alel CFTR genu u
pacientti s CF v Ceské republice. Mezi pacienty byli zahrnuti také pacienti diagnostikovani na
zéklad¢ NSCF. Vysledky prace nam umoznily zhodnotit, zda panel mutaci, ktery je
V soucasné dobé pouzivan v ramci celoplo$sného screeningového programu IRT/DNA/IRT,

nepiedstavuje piekdzku v dosazeni vysoké senzitivity NSCF.

3.3.3. Zavér

Na ziklad¢ vysledkll této prace jsme potvrdili, Ze detekéni schopnost komeréné
dostupné diagnostické soupravy pouzivané pro druhy krok protokolu IRT/DNA/IRT spliiuje
pozadavky kladené na DNA analyzu vramci screeningovych programi, tj. dosahuje
zachytnosti vy$si nez 85 %. V kombinaci svhodné zvolenymi cut-off hodnotami pro
biochemické markery tak neptedstavuje prekazku v dosazeni vysoké senzitivity soucasného
screeningového schématu IRT/DNA/IRT ani schématu IRT/PAP/DNA, které jsme
s modifikovanymi cut-off hodnotami pro IRT a PAP (Sarles, 2011; Stopsack, 2011) studovali
v publikaci Krulisova et al., 2012 (viz kapitola 3.1.).
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Nasledujici publikace se zabyva problematikou uvedenou v bod¢ 4 mezi stanovenymi

cili této dizertacni prace (viz kapitola 2.).

3.4. Votava, F., Kozich, V., Chrastina, P., PeSkova, K., Adam, T., Friedecky, D., Hlidkova,
E., Vinohradska, H., Dejmek, P., KruliSova, V., Holubova, A., Balas¢akova, M., PiskaCkova,
T., Macek, M., Gaillyové, R., Valaskova, 1., Skalicka, V., 2014. Vysledky rozsiFeného

novorozeneckého screeningu v Ceské republice. Ces-slov. Pediat. 69, 77-86.

3.4.1. Abstrakt

Pomoci celoplosného novorozeneckého laboratorniho screeningu ze suché kapky krve
(SKK) na filtratnim papirku jsou od roku 1975 vyhleddvani pacienti
s fenylketonurii (PKU); od roku 1985 s vrozenou hypotyreézou (CH); od roku 2006
s kongenitalni adrenalni hyperplazii (CAH) a od X/2009 pacienti s cystickou fibrozou (CF)
a 9 dalSimi dédi¢nymi poruchami metabolismu - leucinézou (MSUD), glutarovou acidurii
typu I (GA 1), izovalerovou acidurii (IVA), deficitem dehydrogenazy acyl-CoA se stiedné
dlouhym, 3-hydroxyacyl-CoA s dlouhym a acyl-CoA s velmi dlouhym fetézcem (MCADD,
LCHADD a VLCADD), deficitem Kkarnitinpalmitoyltransferazy I a Il (CPTD 1 a II)
a deficitem karnitinacylkarnitintranslokdzy (CACTD).

Metodika: V obdobi od 1. ledna 2002 az 31. prosince 2012 bylo vySetfeno 1 179 136
novorozencll na PKU a CH; koncentrace fenylalaninu byla méfena riiznymi metodami a od
X/2009 jednotné tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS); koncentrace tyreotropinu
byla zjiStovadna pomoci fluoroimunoeseje (FIA). U 752 922 novorozencli byla zméfena
koncentrace 17-hydroxyprogesteronu pomoci FIA. U 367 114 déti byl zméfen imunoreaktivni
trypsin (IRT) pomoci FIA a u 1,05% novorozenci s nejvy$§im IRT bylo vySetfeno
v prvotnich SKK 32 a pozdé&ji 50 nejcastéjSich mutaci v genu CFTR s cilem minimalizovat
faleSnou pozitivitu. U 362 653 novorozencl byly analyzovany metabolity pro zachyt dalSich 9
dédi¢nych metabolickych poruch pomoci MS/MS.

Vysledky: Celkem bylo novorozeneckym screeningem zachyceno 646 pacientl
S nasledné potvrzenou diagnosou. Screeningovd prevalence jednotlivych nemoci byly
nasledujici CH 1:3 562; CAH 1:12 343; CF 1:7 060; PKU 1:7 234; MCADD 1:17 269;
LCHADD 1:51 808, VLCADD 190 663; GA | 1:120 884; MSUD
a IVA shodné 1:181 327. Screeningem dosud nebyl zachycen Zzadny novorozenec
s CPTD I, Il a CACTD. Efektivita screeningového programu v CR se zvySovala, kumulativni
cetnost zachyth narlstala z 1:2 701 v letech 2002-2005 pies 1:2 072
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v letech 2007-2008 az na 1:1 138 po zasadnim rozsifeni novorozeneckého screeningu (NS) v
roce 2009. Cetnost falesné pozitivity (FPR) ¢&inila 0,540% , z toho 74% reprezentuje NS
CAH.

Zaver: NS je ucinny nastroj v€asné diagnostiky zavaznych vzacnych onemocnéni
sucinnou lécbou nebo sekundarni prevenci. Pro optimalizaci programu se zavadéji
druhostupiiova vysetfeni u malého mnozstvi vzorkt s cilem snizit faleSnou pozitivitu a hledaji

se moznosti rozsiteni spektra screenovanych chorob.

3.4.2. Uvod k publikaci

NS je ucinny nastroj v€asné diagnostiky zavaznych vzacnych onemocnéni s u¢innou
1é¢bou nebo sekundarni prevenci. V dob& sepisovani této dizertaéni prace je v Ceské
republice u vSech novorozencl za definovanych podminek rutinné vySetfovano celkem 13
onemocnéni. CF je soucasti tohoto screeningového programu od roku 2009.

Cilem prace bylo zhodnotit efektivitu screeningového programu v Ceské republice.

3.4.3. Zavér

Efektivita screeningového programu se mezi lety 2005 - 2012 zvysila v Ceské
republice vice nez 2,5 nasobn¢ a dosahuje parametrti srovnatelnych s jinymi evropskymi
zemémi. Ke zlepSeni této efektivity prispélo také zavedeni NSCF.

V ramci NSCF bylo od jeho zavedeni v roce 2009 do konce roku 2012 vysetfeno
celkem 367 114 novorozenci. Protokol IRT/DNA/IRT ve sledovaném obdobi odhalil celkem
52 pacientu s klasickou formou CF vedouci ke screeningové prevalenci CF 1 : 7 060 (52/367
114). Po zapocteni 6 znamych ptipadi falesné negativity byla skute¢na prevalence CF v nasi
kohorté 1 : 6 330 (58/367 114).

Vyhledové 1ze jeSté ocekdvat zafazeni dalSich onemocnéni do screeningového
programu a nahrazeni stavajiciho protokolu IRT/DNA/IRT protokolem IRT/PAP/DNA, ¢imz

se screeningovy program v Ceské republice bude déle zefektiviiovat.
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Nasledujici publikace se zabyva problematikou uvedenou v bod¢€ 5 mezi stanovenymi

cili této dizertacni prace (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., Rehnstrom, K., Ripatti, S., Schreiber, S.,
Franke, A., Macek, M., KruliSova, 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. PL0oS One. 8, €58552. doi:
10.1371/journal.pone.0058552. Epub 2013 Mar 7. IF 3,73

3.5.1. Abstrakt

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 Komi people). These were compared with several reference
European samples, including Finns, Estonians, Latvians, Poles, Czechs, Germans, and
Italians.

The results obtained demonstrated genetic heterogeneity of populations living in the
region studied. Russians from the central part of European Russia (Tver, Murom, and Kursk)
exhibited similarities with populations from central-eastern Europe, and were distant from
Russian sample from the northern Russia (Mezen district, Archangelsk region). Komi
samples, especially 1zhemski Komi, were significantly different from all other populations
studied. These can be considered as a second pole of genetic diversity in northern Europe (in
addition to the pole, occupied by Finns), as they had a distinct ancestry component. Russians
from Mezen and the Finnic-speaking Veps were positioned between the two poles, but
differed from each other in the proportions of Komi and Finnic ancestries. In general, our data
provides a more complete genetic map of Europe accounting for the diversity in its most
eastern (northeastern) populations.
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3.5.2. Uved k publikaci

Ackoliv obyvatelé ceské, moravské a slezské oblasti ptedstavuji z populacné
genetického hlediska relativné homogenni populaci (Lao et al., 2008; Lu et al., 2009),
v dusledku imigrace p¥ibyva v Ceské republice také narodnostnich mensin. Jednou z téchto
mensin je stale se zvétSujici komunita z oblasti byvalého Sovétského svazu (napi. Ruska
federace, Ukrajina).

Zastoupeni jednotlivych mutaci v genu CFTR v ruské populaci neni spolehlivé
zmapovano. Pocet detekovanych alel genu CFTR u pacientii s CF ruského ptivodu odpovida
dle dostupnych zdroji maximalné 75 % (Bobadilla et al., 2002; Kashirskaya and Kapranov)
z celkového poctu mutaci u klinicky diagnostikovanych pacienti s CF. Velkd populac¢ni
heterogenita, nedostatecna znalost vSech popula¢né specifickych alel genu CFTR a jejich
frekvence jsou jen dvéma ztady divodl, pro¢ ma Rusko pro celoplo$ny screeningovy
program zavedeno schéma IRT/IRT (Kashirskaya, 2014). Data z Ukrajiny nejsou spolehlivé
dolozena s vyjimkou jejich zapadnich regionti (Makukh et al., 2010).

S pfibyvajicim poctem novorozencti od pfistéhovalci z vySe uvedenych oblasti
narozenych na uzemi Ceské republiky tak vyvstala otizka, zda spektrum vySetiovanych
mutaci vgenu CFTR vramci soucasného protokolu IRT/DNA/IRT (a také v ramci
planovaného zavedeni protokolu IRT/PAP/DNA) neptedstavuje zvySené riziko selhani
screeningového programu pro CF z divodu nedostatecné zachytnosti komercni diagnostické
soupravy Elucigene CF-EU2™ assays, ktera je v soucasné dobé pro DNA analyzu v rdmci
NSCF v Ceské republice pouzivana.

Z tohoto divodu jsme se zucastnili projektu, jehoZz cilem bylo na zéklad¢ analyzy
témeéf 166 000 jednonukleotidovych polymorfismi (Single nucleotide polymorphisms; SNPs)
zjistit z hlediska dalSich diskuzi k novorozeneckému screeningu genetickou

piibuznost/odliSnost vybranych reprezentativnich ruskych a evropskych kohort.

3.5.3. Zavér

Vysledky této studie prokazaly, Ze Rusové pochdzejici ze stfedni ¢asti evropské Ruské
federace (konkrétné obyvatelé Tverské, Kurské a Vladimirské oblasti) jsou z populacné
genetického hlediska podobni populacim ze stfedni a vychodni Evropy, ale jsou odlisni od
obyvatel ze severniho Ruska (obyvatel¢ Archangelské oblasti). Zcela odlisni od populaci ze
sttedni a vychodni Evropy a Rusl pochézejicich ze stfedni ¢asti evropské ruské federace a ze

severniho Ruska jsou obyvatelé Republiky Komi.
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Na zéklad¢ téchto populacné genetickych analyz provedenych porovnanim 165 872
SNPs mezi reprezentativnim vzorkem obyvatel z Ceské republiky a ze stiedni ¢asti evropské
casti Ruské federace muzeme ptedpokladat, ze nckteré z alel u ruskych pacientt s CF,
vyskytujici se nad rdmec dosud popsanych mutaci u ruskych pacienti s CF, jsou shodné s
alelami detekovanymi u ¢eskych pacienti s CF. Tento ,,extrapolovany* popula¢né geneticky
predpoklad vsak neplati pro imigranty ze severnich oblasti Ruska a Republiky Komi.

Po dobu fungovani protokolu IRT/DNA/IRT v Ceské republice miizeme odekavat, Ze
novorozenci s CF ruského (a ukrajinského) ptivodu mohou byt zachyceni bud’ piimo diky
molekularné genetickému vySetieni genu CFTR v ramci 2. kroku protokolu IRT/DNA/IRT
nebo pomoci FS. Po zavedeni protokolu IRT/PAP/DNA, jehoz soucasti neni FS, bychom se
mohli setkavat s vyssi faleSnou negativitou reprezentovanou zejména ruskymi novorozenci
pochdazejicimi ze severnich a severovychodnich oblasti Ruska.

Ackoliv je snaha, aby screeningové programy pro CF vzaly v potaz populaéni
heterogenitu screenované populace, neexistuje protokol zalozeny na DNA analyze, ktery by

v tomto ohledu zajistil 100% senzitivitu.

4. SHRNUTI

Ackoliv je CF zavaznym a stale nevylécitelnym onemocnénim, kombinace casné
diagnostiky s nejmodernéjsi lécbou cilenou na konkrétni genotyp genu CFTR piinasi
pacientim s CF nadé¢ji na delsi piezivani a kvalitnéjsi zivot.

Jediny zplGsob umoZnujici vcasnou diagnostiku CF je pomoci celoplosného
screeningového programu. Soucasny protokol IRT/DNA/IRT je vysoce efektivni
a ucinny nastroj k odhaleni pacienti s CF v dobé¢, kdy jesté nejsou plné¢ nebo dokonce viibec
pfitomny klinické pfiznaky onemocnéni. A 1 kdyz tento protokol dosahuje dobré senzitivity 1
specificity, lze dale zefektivnit zavedenim dal$iho analytického mezistupné — proteinu
asociovaného s pankreatitidou v podob¢ schématu IRT/PAP/DNA.

Protokol IRT/PAP/DNA za predpokladu vhodné zvolenych cut-off hodnot pro IRT a
PAP a dostatec¢né Sirokého spektra vySetfovanych mutaci genu CFTR nabizi dosazeni vyssi
senzitivity a moznost snizeni poctu provadénych molekularné genetickych analyz na cca
jednu polovinu vedouci k vyssi specificité a niz§im finan¢nim nékladtm.

Na zaklad¢ vysledkil této prace lze ocCekavat zavedeni screeningového schématu

IRT/PAP/DNA do klinické praxe v nejblizsich letech.
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