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Predmluva

Cysticka fibroza (CF) je znama jako klinicka jednotka 65 let. U malokterého one-
mocnéni doslo v relativné kratké dobé k tak velkému rozvoji poznani a k zménam
v nazirani na podstatu jejich projevi jako prave u cystické fibrozy. Vyzkumné usili
zejména v poslednich dvou dekadach prineslo obdivuhodné vysledky. Za¢iname ro-
zumét podstaté nemoci i tomu, jak se zakladni defekt promita do klinickych projevi
a co konecny vysledek ovliviiuje. Na podkladé téchto znalosti se objevuji nové 1éceb-
né postupy, které sice jesté neznamenaji kauzalni 1écbu, ale jiz dnes mohou pfiznive
ovlivnit pribéh nemoci.

V uplynulych 65 letech se vyrazné¢ zménila progndza nemoci. Zatimco jesté po
skonceni 2. svétové valky umirala vétSina déti v kojeneckém veku, preziva dnes 50 %
nemocnych do 4. dekady zivota a nadéje na dalsi zlepSeni stale rostou. Smyslem péce
vSak neni jen prodluzovani Zivota, ale pfedevsim zlepseni jeho kvality. I to se nespor-
n¢ dafi, i kdyz jesté zistava mnoho nevytesenych problémt.

Cysticka fibroza je nemoc zavazna a jeji dopad na nemocného a jeho okoli je
znaény. Diagnéza CF piinasi problémy jak zdravotni, tak psychologické, socialni
i ekonomické. Podle urovng péce o CF se posuzuje v evropskych zemich obecna uro-
ven zdravotni péce. Mala informovanost o nemoci v nasi populaci v porovnani se ze-
meémi na zapad od nasich hranic znesnadnuje zivot nemocnym a jejich rodinam. Set-
kavaji se s nepochopenim ve skolach, v zaméstnani i na uradech. Zdravé déti u nas
nejsou dostateéné vedeny k toleranci a pochopeni riiznych handicapti u svych vrstev-
nikti a dovedou jim zivot velmi znepiijemnit. Pokladame proto rozsifovani znalosti
o CF a o problémech nemocnych v §iroké vetejnosti za nesmirné dalezitou soucast
péce o nemocné.

Odborné znalosti o CF rostou téméi kazdym dnem. Pocet publikaci zabyvajicich
se jak zakladnim vyzkumem, tak klinickou problematikou kazdoro¢n¢ stoupa, v sou-
¢asné dobé presahuje 2000 praci za rok. Jen v anglosaské literatute vyslo v poslednim
desetileti 10 rozsahlych monografii o CF. Kazdorocné se zabyvaji vyhradné touto ne-
moci Evropské a Severoamerické konference, ale i fada dalSich mezinarodnich a ne-
spocet narodnich sympozii, konferenci a sjezdu.

Situace u nas byla do konce 80. let nepfizniva, protoze jsme neméli piistup k fadé
modernich 1€k, ackoli jsme o nich z literatury védéli. To se projevovalo na zdravot-
nim stavu nasich nemocnych. O to véts$i pokrok pozorujeme po roce 1990. Se znalosti
problematiky v §irsi Iékaiské verejnosti nemiizeme byt zcela spokojeni. Stale se set-
kavame s pozdni diagnozou i typickych forem nemoci a pii méné typickém prubéhu
se na CF jiz viibec nemysli. Nékde stale ptezivaji nazory o naprosto infaustnim pru-
behu nemoci jiz v prvnich letech Zivota. Ve svété se veri, Ze zahy bude jiz polovina
nemocnych v dospélém véku. U nas je dnes 1/3 nemocnych star§ich nez 18 let a pres-
to je dospély nemocny s CF pokladan za vyjimku. U téch nemocnych, ktefi unikli dia-
gndze v pribehu détstvi, se v diferencialni diagnostice v dospélém veéku na CF viibec
nemysli.



Proto jsme se rozhodli shrnout své dlouholeté zkusenosti s CF do knizky, v které
se pokousime o prehled soucasného stavu védomosti o podstaté nemoci a o pocho-
dech, které se v organizmu nemocnych odehravaji, i o pfiznacich, které by mely na
nemoc upozornit a vést k v€asné diagndze. Domnivame se, ze bez znalosti ur¢itych
teoretickych podkladti neni mozné pochopit nové moderni 1écebné postupy. Proto vé-
nujeme urcity prostor i této ,,Sedé* teorii. Jsme si védomi toho, ze fada otazek je do-
sud pfedmétem uvah a sport a ze leckteré publikované vysledky si odporuji. Vétime
vsak, ze vétSinu otazek se podafi v neprili§ vzdalené dobé vyftesit a Ze nova poznani
podstatné zlepsi soucasné lécebné postupy a tim i vyhlidky nemocnych. Nez tomu tak
bude, je vsak tieba dbat o véasnou diagndzu a intenzivni 1é¢bu dosud znamymi meto-
dami.

V Praze v dubnu 2005 Véra Vavrova



1 Uvod

1.1 Historie cystické fibrozy

1.1.1  Historie cystické fibrozy ve svété

Historicka patrani ukazuji, ze charakteristické ptiznaky cystické fibrozy (CF) byly
popisovany jiz ve sttedovéku. Dr. Busch z Rostocku [4] vénoval mnoho let hledani
povér a lidovych popévk, které se tykaly zacarovanych déti a slané chuti jejich potu.
Prvni patologicko-anatomickou zpravu popisujici t¢zké zmény na pankreatuu 11leté
,zacarované‘ kachektické divky podal v roce 1595 Pieter Pauw, profesor botaniky
a anatomie v Leidenu [citovano podle 37]. V literatuie byva citovan i prof. Rokitan-
ski. Na vztah mekoniového ileu a zmén na pankreatu upozornil v roce 1905 K. 1.
Landsteiner. Ve 20. a 30. letech se v literatufe objevovaly zpravy o détech se steato-
reou a bronchopneumoniemi, $lo-li o CF lze vSak jen piedpokladat.

Pted 65 lety — v roce 1938 — popsala americka patolozka Dorothy Andersenova
[1] patologicko-anatomické nalezy u 49 déti, z nichz 20 zemfelo na onemocnéni, pro
které uzila oznaceni cysticka fibroza pankreatu. Jiz dva roky pied tim sice Q. Fanconi
publikoval sd€leni o klinickych a anatomickych nalezech u tii déti, o kterych se sou-
dilo, Ze mély celiakii, a u kterych rozpoznal sou¢asnou poruchu pankreatu a bronchi-
ektazie [ 14], podrobné studii D. Andersenové vSak patii priorita piesného definovani
priznakt a popisu pomérné velkého souboru nemocnych. V roce 1938 se objevily dvé
dalsi malé zpravy o CF, avSak po mnoho dalSich let se na onemocnéni myslelo jen
ziidka a jesté v roce 1954 se o ni mluvilo jako o ,,nové nemoci*.

V roce 1938 byla CF ve svété poprvé rozpoznana u zijiciho ditéte na zakladé kli-
nickych ptiznakt respiraéniho onemocnéni a vysetfeni duodenalni §tavy, svédciciho
pro pankreatickou insuficienci [9]. Zatimco vétSina déti v té dob¢ umirala na CF
v prvnim roce zivota, tento prvni pacient, kterého P. di Sant’ Agnese oznacuje jako
JD, zil i pti nedostatku t¢inné 1écby 10-11 let.

Zpravy o nemocnych s plicnim onemocnénim, priijmy a abnormalni funkci pan-
kreatu se ve vétsi mite v literatufe zacaly objevovat po ukonceni 2. svétové valky. Ve
snaze zdlraznit charakter hlenu a upozornit na skute¢nost, ze pankreas neni tim nej-
dutlezitéjsim organem, zavedl S. Farber [15] oznaceni ,,mukoviscidosis®, které jesté
dnes uzivaji francouzsti a nékdy némecti autofi.

V prvnim obdobi se znalost o existenci CF Sifila jen velmi zvolna. Ve Spojenych
statech se nemocni koncentrovali vétSinou do Babies Hospital v New Yorku, kde pro
pracina problematice CF ziskala D. Andersenova Paula di Sant’ Agnese, a v Bostonu,
kde se CF zabyval prof. Harry Shwachman [43]. V t¢ dobé stoupl pocet diagnostiko-
vanych nemocnych na 50—60 ro¢né. Léceni CF spocivalo v podavani malo ucinné
pankreatické substituce a postupné s rozvojem antibiotik i v 1é¢eni respiracni infekce.
Di Sant’ Agnese zjistil, ze nemocni s CF mohou mit i normalni exokrinni sekreci pan-
kreatu [11].



Dutlezitym meznikem v historii CF je objev potni anomalie. V dobg, kdy neexisto-
vala klimatizace, se stavalo, ze v obdobi horka se nékteré déti dostavaly do stavu téz-
ké dehydratace a obchového Soku. V roce 1948 bylo o péti z deseti déti, piijatych do
Babies Hospital v Soku z horka, znamo, ze maji CF, a u dalsiho byla CF diagnostiko-
vana pozdéji. Podobné tomu bylo u 6 nemocnych s CF hospitalizovanych v 1été 1952.
Ukazalo se, ze nemocni s CF jsou velmi citlivi na horké podnebi. Paul di Sant’ Agnese
se spolupracovniky [10] zacali proto studovat pot nemocnych CF a zjistili, Ze se tyto
déti sice nepoti vic nez zdravé, ze vsak jejich pot obsahuje mnohem vic soli. Smrti ze
Soku lze zabranit rychlou i.v. rehydrataci a upravou slozeni elektrolytd i objemu ex-
tracelularni tekutiny. Objev vysoké koncentrace soli, predevsim chloridl v potu mél
velky vyznam pro diagnostiku. Na jeho podklad¢ se zacala CF diagnostikovat i u ne-
mocnych s normalni funkci pankreatu.

Pro praktické uplatnéni potni anomalie méla zakladni vyznam prace Gibsona
a Cooka [16], ktefi vypracovali jednoduchou metodu stimulace potnich 714z pilokar-
pinovou iontoforézou. V potu sebraném po této stimulaci bylo mozno standardnim
zpusobem vysetfit koncentraci chloridi. Tak vznikl potni test, ktery je jiz vice nez
40 let pokladan za zlaty standard v diagnostice CF.

S pribyvajicim poc¢tem nemocnych, zlepSujicimi se znalostmi o CF a s lepsi do-
stupnosti novych 1€kt se rozvijela i racionalni terapie. V roce 1957 se zacal v Rain-
bow Babies and Children Hospital v Clevelandu uplatiiovat intenzivni lécebny
postup, ktery je zakladem klasické 1é¢by CF dodnes [12, 36]. Jeho pozitivnim disled-
kem bylo prodlouzeni zivota nemocnych na 5 let [5]. V nasledujicich letech piibyla
do lécebného arzenalu nova antibiotika, pfedev§im semisyntetické peniciliny. Prin-
cip 1écby, ktery zavedl L. W. Matthews, se vSak nezménil [44]. Nemocni zili do
10 let. K dal$imu zlepSovani 1é¢ebnych postupti doslo s ucinngjsimi formami pankre-
atické substituce, s tzv. heparinovym uzavérem pro i.v. antibiotickou 1é¢bu, s novymi
metodami [éCebné rehabilitace a s inhalacemi rhDNazy. Postupné zavadéni novych
metod [28] zlepSovalo i progndzu nemoci, a tak se zvolna zvySoval primérny veék do-
ziti z 15 let v roce 1972 az na soucasnych 33,4 let v USA [17] (kap. 24).

Ve vyzkumu CF znamenal zasadni krok v hledani zakladniho defektu objev im-
permeability bunéénych membran pro chloridy. Tento objev byl vyvrcholenim dlou-
holetého studia biochemickych zmén, kterému zasvétil svij zivot prof. Paul M. Quin-
ton, sam nemocny CF [38, 39]. V 80. letech objevil M. R. Knowles transepitelialni
rozdil potencialli [26], ktery se v souc¢asné dob¢ uziva jak diagnosticky, tak vyzkumné.

Quintontliv objev nastartoval intenzivni vyzkum podstaty CF a zavody v hledani
genu CF. Gen CF (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR) byl
v roce 1987 lokalizovan na dlouhé raménko chromozomu 7 (lokus 7q31.3) a v srpnu
1989 byl identifikovan pomoci reverzniho klonovani [24, 40, 41]. Tento vyznamny
objev kanadsko-americké skupiny védci byl pocatkem rozvoje novych poznatkt
o CF (kap. 2.1).

Do dnesniho dne objevili védci vice nez 1300 mutaci genu CFTR. Jsou dostupné
informace o jejich zavaznosti, o vztahu genotypu a fenotypu a intenzivné se pracuje
na metodach genové terapie. VSechny tyto otazky budeme diskutovat v dalSich kapi-
tolach.



1.1.2 Historie cystické fibrozy u nas

Prvni nemocny s CF byl na II. détské klinice v Praze diagnostikovan v kvétnu 1946.
V Ceské literatute se objevily prvni kazuistiky CF zahy po 2. svétové valce a jiz v roce
1948 popsali Svejcar, Benesova a Housték [45] prvni maly soubor nemocnych s CF.

S urcitym zpozdénim se k nam dostavaly informace o novych nazorech na patoge-
nezi nemoci i na jeji rozpoznavani a léceni. Do roku 1960 bylo na II. détské klinice
v Praze hospitalizovano 30 déti, u kterych byla na zaklad¢ klinického podezieni nebo
sekéniho nalezu prokazana CF. VSechny tyto déti vSak zahy umiraly, takze 1. 1. 1960
zil pouze jeden nemocny. Onemocnéni se v té dobé diagnostikovalo vyhradné u ko-
jenct na zaklade¢ klinického podezieni potvrzeného laboratornim prikazem pankrea-
tické insuficience. Ten spocival ve vySetieni duodenalni stavy, v mikroskopickém
vySetfeni stolice a v nepfimém prikazu nedostatku pankreatickych enzymu. Nedo-
statek lipazy se prokazoval lipiodolovym testem, nedostatek proteolytickych enzymu
nedostateCnym natravenim zelatinové vrstvy fotografického filmu postupné fedénou
stolici.

V roce 1960 jsme zacali s vySetfovanim chloridl v potu po stimulaci pilokarpino-
vou iontoforézou [46]. Od t¢ doby kazdoro¢né ptibyval pocet nové diagnostikova-
nych nemocnych i mezi star§imi détmi [47, 48]. Klinika se zacala CF zabyvat i vy-
zkumné, zavadély se nové lécebné metody, prodluzoval se zivot nasich nemocnych
a do urcité miry se zlepSovala i jeho kvalita. Nicmén¢ srovnani stavu vyzivy a funkce
plic nasich nemocnych se stavem nemocnych ve vyspélych zemich pro nas bylo jeste
na pocatku 90. let velmi nepfiznivé.

Poroce 1989 se nase situace vyrazné zlepsila. Zacala se tvofit specializovana cen-
tra pro 1é¢bu CF (kap. 25). Zlepsila se dostupnost 1¢kd, predevsim ucinné pankreatic-
ké substituce, ptipravkl podplrné enteralni vyzivy, novych ucinnych antibiotik, od
roku 1995 i rekombinantni lidské DNazy. Od roku 1998 se provadé;ji i transplantace
plic. Kontakt se zahrani¢nimi pracovisti ndm pomohl v zavedeni novych metod fy-
zioterapie a riiznych respira¢nich pomtcek.

Nase zkuSenosti se opiraji o sledovani 602 nemocnych, ktefi byli od roku 1946 na
klinice 1éCeni. Vyzkumné se CF tym v Motole zabyval jak klinickym vyzkumem
a sledovanim moznych lé¢ebnych metod, tak zakladnim ptedevsim genetickym vy-
zkumem i zavadénim novych diagnostickych postuptt (PCR diagnostika B. cepacia
komplexu aj.).

V roce 1990 zacalo fungovat laické sdruzeni rodict a ptatel nemocnych CF a v ro-
ce 1992 byl ustaven Klub nemocnych CF (kap. 25).

1.2 Vyskyt cystické fibrozy

CF je nejcast€jsi zavazné autozomalné€ recesivni onemocnéni u evropskych populaci.
Udaje o jejim vyskytu se vSak znacné lisi. Obecné se udava vyskyt jednoho ditéte na
2500-4500 novorozencd.

Epidemiologickymi studiemi klinicky a sek¢né¢ diagnostikovanych onemocnéni
ve Stiedoceském kraji [20—23] a molekularné genetickymi metodami vysetfeni nasi



CF populace [29, 32] byla u nas stanovena incidence 1 : 2736 novorozencu. Z takto
relativné vysokeé incidence vyplyva, ze kazdy 26. jedinec je zdravym nosic¢em tohoto
zavazného onemocnéni a kazdé 676. manzelstvi mize byt partnerstvim dvou nosicd,
kteti maji 25% riziko, ze budou mit nemocné dité. Dale tento vyskyt znamena, Ze pii
sou¢asné porodnosti se v Ceské republice narodi kazdy rok pfiblizng 33 déti s CF.
Diagnostikuji se vSak maximalné 2/3 [47] a je velmi pravdépodobné, Ze mnoho ne-
mocnych Zzije pod jinymi diagnézami, napiiklad jako chronicky zanét pradusek, si-
nobronchidlni syndrom, nosni polypéza, ale i celiakie, opakované zanéty slinivky
bfisni a v neposledni fadé muzska neplodnost. V soucasné dob¢ vime v CR asi 0 500
diagnostikovanych nemocnych s CF.

V neevropskych populacich je incidence CF vyrazné nizsi [27]. Zatimco u bilé po-
pulace v USA se udava incidence mezi 1 : 1900 az 1 : 3700, je vyskyt u hispanské,
asijské a africko-americké populace nizsi (1 : 9000, 1 : 32000 a 1 : 15000, respektive)
[17]. Nepiedpoklada se, Ze by se na téchto populacnich rozdilech v ramci USA podi-
lela hor$i diagnostika, pesnéjsi udaje jsou vsak sporé.

1.3 Dédi¢nost cystické fibrozy

Cilem této kratké kapitoly neni obecny piehled molekularni genetiky. V tomto ohle-
du je ¢tenaf odkazan na vynikajici monografické ucebnice, jako je napiiklad Thom-
pson and Thompson: Klinicka genetika (6. vydani 2004, ¢esky pieklad; Triton
Praha). V nasledujici odstavcich uvedeme pouze zékladni principy mutaci/variant
a autozomalng recesivni dédi¢nosti z thlu pohledu CF. Z obecného hlediska je dédic-
na informace obsazena v kyselin¢ deoxyribonukleové (DNA). O DNA v piipadé CF
viz blize v prehlednych kapitolach [7, 48]. DNA je tvofena ze 4 zakladnich staveb-
nich ¢lankd, tzv. nukleotidovych bazi (adeninu, cytosinu, guaninu, tymidinu), které
jsou propojeny a tvoii tak dlouhé vlakno spojené ze dvou protichlidnych fetézcu.
Zmény ve slozeni nukleotidovych bazi jsou bud’'to zodpovédné za nékterych okol-
nosti za rozvoj onemocnéni [42], dals§i funguji pii oprave poskozené DNA nebo pliso-
bi pii evoluci zZivocisnych a rostlinnych druht [35].

Z klinického hlediska je dulezité uvést zakladni pojmy, tj. mutace, varianty/poly-
morfizmy v DNA. Zmény v potadi ¢i ptitomnosti/nepiitomnosti nukleotidovych bazi
DNA, kter¢ porusuji funkci genu, se nazyvaji mutace. Tento termin je spiSe arbitrarni
povahy, protoze se vzdy jednd o srovnani sekvence DNA nalezené u daného pacienta
s referen¢ni sekvenci v databazi pomoci bioinformatickych metod [35]. Zde pak zmé&-
na, kterd je v jedné populaci patogenni, miize mit ve druhé populaci neutrdlni povahu
apod. Dulezité je rovnéz vysledovat, zda se stejnd zména vyskytuje u téhoz fenotypu
(). naptiklad CF), zda je pfeddvana nemocnému od obou rodi¢t (u autozomalné rece-
sivnich onemocnéni) a nenachazi se u zdravych sourozencii, kteti maji pouze jednu
nebo zadnou kopii (u autozomdlné recesivnich onemocnéni) [24]. Jinak se hodnoti
segregace mutaci u autozomalné dominantnich onemocnéni (naptiklad achondropla-
zie) nebo gonozomalné recesivnich onemocnéni (napt. hemofilie A/B).

Vétsina mutaci vSak nezplisobuje onemocnéni, protoze jsou lokalizovany bud'to
v nekodujicich oblastech genu (tj. intronech), anebo dokonce i v kdédujicich exonech



ruznych genil a nazyvaji se tak varianty. Tyto varianty mohou byt z klinického uhlu
pohledu benigni (tj. IS06V, ktera se nachazi pouze 2 aminokyseliny pfed hlavni mu-
taci genu CFTR — F508del), nebo pouze potencialné patogenni, jako naptiklad 1148T,
M470V a IVS-8 5/7/9 T nebo IVS-8 10/1/12 TG [25, 19] (kap. 2.1). Jejich klinicky
dopad neni vzdy zfejmy, ale mohou za urcitych okolnosti vytvofit polyvariantni hap-
lotyp, kde efekt jednotlivych variant lokalizovanych v pozici cis (tj. na stejném ho-
molognim chromozomu) mtze byt aditivni az multiplikativni a vést tak k rozvoji
onemocnéni [6, 49] (také kap. 2.1). Z uvedeného vyplyva, Ze rozd€leni alteraci sek-
vence DNA na varianty a patogenni mutace je spiSe arbitrarni povahy a mezi obéma
kategoriemi existuje kontinuum z hlediska jejich patogenetického potencialu [13].
Pro CF byla vypracovana kritéria pro klasifikaci mutaci z hlediska jejich patogenetic-
kého dopadu [42] (také kap. 2.1). Muta¢ni nomenklatura je rovnéz dana mezinarodné
schvalenymi doporu¢enimi [2, 8, 18] a populac¢ni distribuce mutaci je podrobné stu-
dovana u nas [30, 31] a ve svétovych populacich [3].

Pokud se varianty vyskytuji v obecné populaci ve vice nez v jednom procentu, na-
zyvaji se také (neutralni) polymorfizmy, coz je spiSe obecny termin pro neutralni ale-
lu/variantu, ktera je ,,polymorfni“ a vyskytuje se v populaci v mnoha rtznych for-
mach. Mikrosatelitové nebo také STR (short tandem repeats = kratké tandemové
repetice) polymorfizmy se s uspéchem pouzivaji pti genovém mapovani nebo pii ne-
piimé molekularné genetické diagnostice [24].

matka otec
zdravy nositel mutace zdravy nositel mutace
v genu CF v genu CF

A ‘.
nemocné dité s CF zdravy nositel mutace zdravy nositel mutace dité, které nenese
v genu CF v genu CF ani jednu mutaci

25 % 25 % 25 % 25 %

Obr. 1.1 Schematické znazornéni dédicnosti cystické fibrozy



Geny se obecné dédi po dvojicich, pficemz jeden ¢len této dvojice je nazyvan
»alela®, tj. alternativni varianta t€hoz genu na homolognich chromozomech paternal-
niho a maternalniho ptivodu. CF je monogenni onemocnéni, coz znamena, ze domi-
nantni vliv na pfitomnost onemocnéni maji mutace v jednom genu (viz dale gen
a protein CFTR, kap. 2). Dalsi genetické modifikatory pak ovliviuji zavaznost jed-
notlivych pfiznakt a jsou podrobné diskutovany v kapitole 2.3 [49].

Gen cystické fibrozy (CFTR) byl objeven pted vice nez 14 lety a nachazi se na
dlouhém raménku chromozomu 7 v oblasti lokusu 7q31 [24, 40, 41]. CF je tedy auto-
zomaln¢ recesivné dédi¢né onemocnéni, kde nachazime klasicky ,,mendelisticky
Stépny pomer pii ,.kiizeni* dvou obligatnich (tj. nemanifestujicich se — zdravych)
heterozygott, tj. rodi¢li nemocnych s CF, 25 % potomk (nebo také ,,1%) jsou zdravi
bez mutace, 50 % zdravi nositelé mutace (nebo také ,,2) a 25 % nemocni homozygoti
(nebo opét ,,1°) (obr. 1.1). Z uvedeného vyplyva, ze partnerstvi dvou rodict, nositelt
mutace v genu CF ma 25% riziko, ze jejich dit€ bude nemocné, 50% pravdépodob-
nost narozeni zdravych nositelti a ve 25 % vSech ptipadi neponese dité ani jednu
z mutovanych alel genu CF (kap. 3.5). U autozomaln¢ recesivnich onemocnéni je di-
lezité, Ze u rodicl ,,zdrava“ nemutovana alela vyvazi svou aktivitou nedostateCnou
funkci mutované alely, a proto se CF u nich neprojevi. U nemocnych s CF je z tohoto
divodu urcujici pro vysledny fenotyp relativné mirnéj$i mutovana alela genu CF
(kap. 21).

Vzhledem k relativné vysoké incidenci nemocnych s CF (1 : 2736 novorozencii)
[20] Ize odvodit Cetnost nositeldl mutovaného genu CF v obecné populaci podle
Hardyho-Weinbergova zakona na ptiblizné 1 : 26 jedinct [29]. Z této hodnoty vyply-
va, ze jedno na 676 (26 x 26) manzelstvi/partnerstvi ma 25% (1 : 4) pravdépodobnost
narozeni ditéte s CF. Mendelisticka rizika jsou pro jednou dana a riziko narozeni dal-
$iho nemocného nebo zdravého ditéte neroste s poctem nemocnych nebo zdravych
déti v rodin€ (oproti empirickym rizikiim u polygennich onemocnéni, jako je napii-
klad ischemicka choroba srdecni nebo diabetes mellitus typu 1-2). Tak mohou mit
oba rodice — nositelé mutaci v genu CF, nékolik zdravych déti a o své dispozici ani
neveédet, tak jako existovaly v minulosti i partnerstvi s opakovanym porodem nemoc-
ného ditéte. Tato situace by se v souc¢asné dobé méla vyskytovat velmi ziidka, prede-
v§im v situacich, kdy by rodiny z nabozenskych diivodi odmitaly prenatalni genetic-
kou diagnostiku [33, 34]. Riziko nositelstvi mutace genu pro CF vyznamné stoupa,
jestlize se v pribuzenstvu CF jiz u n¢koho vyskytla, a proto je dilezité v téchto rodinach
indikovat genetické poradenstvi a molekularné genetickou (,,DNA*) diagnostiku (kap.
3.5).

Kazdy ¢lovek, zvlaste pak pokrevni ptibuzni, ktefi si pieji uréeni mutaci CF genu,
by méli navstivit genetickou ambulanci, kde 1ékat stanovi statistické riziko nositel-
stvi mutace a zajisti molekularné genetické vysetfeni. V piipadé pozitivniho nalezu
mutaci doporucujeme vySetieni partnera ¢i partnerky prokazaného nositele na nej-
Castejs$i mutace CF genu a zajistujeme veskerou péci béhem tehotenstvi, aby se maxi-
maln¢ snizilo riziko narozeni ditéte s CF [33] (kap. 3.5).



Zavér

CF je jako klinicka jednotka zndma od roku 1938. V prvnich letech byla pokladana
za vzacné onemocnéni, diagnostikované na zakladé t€zkych klinickych ptiznakd,
na které veétSina déti zdhy umirala. Objev potni anomalie a zavedeni pilokarpinové
iontoforézy vedl k diagnostice i u méné zdvaznych prubehii nemoci. Zacaly se roz-
vijet komplexni lécebné postupy, zlepsujici prognozu. Objev impermeability bu-
néénych membran pro chloridy a transepitelidlniho rozdilu potencialti v 80. letech
byly poc¢atkem intensivni vyzkumné ¢innosti, ktera vyvrcholila v roce 1989 obje-
vem genu CFTR a nasledné i jeho cetnych mutaci a variant.

V Ceské republice byli prvni nemocni s CF diagnostikovani po skonéeni 2. své-
tové valky. V roce 1960 byla zavedena spolehliva diagnostika potnim testem, roz-
vijel se vyzkum a zacaly se uplatiiovat novéjsi 1écebné postupy. Avsak az po roce
1989 se s lepsi dostupnosti antibiotik, ucinnych forem pankreatické substituce
a primym kontaktem se zahrani¢nimi pracovisti zlepsily nase lécebné moznosti.

Vyskyt CF v CR se nelisi od vyskytu u jinych evropskych populaci. Stanovili
jsme jejna 1 : 2736 novorozencii, coz znamena, ze se u nas kazdym rokem narodi
priblizné 33 déti s CF. Cela jedna tretina vSak neni diagnostikovéana a velmi prav-
dépodobné zije pod jinymi diagn6zami.

CF je autozomalné recesivné dédicné onemocnéni. Oba rodice jsou tedy obli-
gatni heterozygoti, tj. zdravi nositelé mutace v genu CFTR a maji 25% riziko, Ze
jejich dité¢ bude nemocné. Genetické poradenstvi a molekularné geneticka dia-
gnostika se nabizi vS§em rodinam, ve kterych se CF vyskytla.
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2 Patogeneze cystické fibrozy

2.1 Molekularné geneticka a patofyziologicka podstata
cystické fibrozy

2.1.1 Gen CFTR

Poté co byl v roce 1946 potvrzen autozomalné recesivni charakter dédicnosti CF
(kap. 1.3), zacalo celosvétové Usili o hledani defektniho proteinu, ktery by zodpovi-
dal za patogenezi CF [3]. Teprve vyrazny pokrok v molekularni genetice od 80. let
minulého stoleti umoznil lokalizovat gen zodpovédny za CF metodou tzv. pozi¢niho
klonovani, tj. aniz by byla znama jeho funkce nebo ptislusny protein [79].

Nejprve byl gen pro CF mapovan na chromozom 7 pomoci segregace CF s enzy-
mem paraoxonazou a brzy poté byl identifikovan anonymni marker DOCRI-917, kte-
ry uzce segregoval s lokusem CF na dlouhém raménku chromozomu 7 v oblasti
7q31.3. Uptesnéni lokalizace genu pro CF umoznilo objev dalSich vazanych marke-
ru, jako jsou napiiklad metH a D7S8, které jsou v daleko uzsi vazbé (< 1cM) se sa-
motnym genem CF. Dalsi studie potvrdily, Ze tyto markery ptekryvaji gen CF v pota-
di metH/CF-lokus/D7S8 [8].

Objev extragenovych dinukleotidovych markerti vazanych ke genu pro CF ve
druhé poloviné 80. let minulého stoleti mél i vyznamny prakticky dopad. Umoznil to-
tiz nepfimou molekularné genetickou prenatalni a postnatalni diagnostiku a odhaleni
nositelll CF zjisténim segregace markerti CF vysetfenim probanda a jeho rodic, ne-
postizenych, obligatnich (tj. nemanifestujicich) heterozygotii [84].

Urceni oblasti na chromozomu 7, ve které se nachazi CFTR lokus, vedlo nejprve
k nalezeni kandidatniho genu pro CF [28]. Analyza piredpovézené sekvence amino-
kyselin tohoto genu vsak prokézala, ze tento gen (pozdéji nazvany int-related protein,
IRP, nyni ptejmenovany na Wnt-1) patii do skupiny ristovych faktort, které z fyzio-
logického hlediska neodpovidaji kandidatnimu genu pro CF [30]. Nasledny nalez ro-
din s rekombinaci mezi IRP a CF tento gen jednozna¢né vyloucil [30, 89, 90].

I ptes toto zklamani byly v rdmci genu /RP objeveny dalsi dva SNP markery
XV2c¢/Taql, v samotném genu /RP a Km19/Pstl, v jeho 5 oblasti, které jsou v mimo-
radné vysoké vazebné nerovnovaze s CF lokusem a jejichz Cetnost rekombinaci v ro-
dinach s CF je mensinez 1 % [28, 57]. Vazebna nerovnovaha v ramci lokusu CFTR se
samotnou CF je paradoxn¢ nejvyssi pravé v oblasti markerd Km19-CS7-XV2c, vzda-
lenych ptiblizné 190 kb v 5" oblasti od promotoru genu CF (obr. 2.1). Tyto markery
jsou v prakticky absolutni vazebné nerovnovaze [57] a tvoii hlavni soucast tzv. hap-
lotypu ,,B“ (XV2c/Taql alela ,,1“ — neptitomnost restrikéniho mista a Km19/Pstl ale-
la ,2 — ptitomnost piislusného restrikéniho mista). Posléze byla vazebna nerov-
novaha rozsifena na skupinu dalSich extragenovych SNP marker — metH/Mspl,
CS7/Hhal, Mp6-d9/Mspl a J44/Xbal, které pokryvaji oblast az 750 kb dlouhou, a to
az po marker J3.11/Mspl lokalizovany z 3" strany genu CFTR (obr. 2.1). Nalez vyso-
ké vazebné nerovnovahy také znamenal, Ze v genu CF s pravdépodobnosti existuje
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Obr. 2.1 Vazebna nerovnovaha v oblasti genu CFTR

Je pozoruhodné, Ze vazebna nerovnovaha je nejvyssi v 5’oblasti od promotoru genu CFTR
v oblasti markerd CS.7 / Km19 a zasahuje az 190 kb pfed promotorovou oblast genu CFTR
[66].

pouze jedna hlavni patogenni mutace [57] a ma klicovy vyznam pro spolehlivou ne-
piimou molekularné genetickou diagnostiku tohoto onemocnéni [84].

Gen CF byl s kone¢nou platnosti lokalizovan pozi¢nim klonovanim v ramei chro-
mozomalniho useku 7q31.3. To umoznilo v srpnu 1989 publikovat objev genu CF
v sérii tf naslednych ¢lankt v ¢asopise Science, které popsaly jeho klonovani, gene-
tickou a fyziologickou predik¢ni analyzu [57, 79, 81].

Tento gen byl nazvan ,,prozietelné* cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator, ve zkratce gen CFTR, tj. volné pfelozeno regulator transmembranové vodi-
vosti iontli [79]. V soucasné dob¢ je tento gen také nazyvan podle nové terminologie
ABCCT7 [44]. Detailné je jeho soucasna klasifikace, terminologie a charakteristika
uvedena na webové strince OMIM (www.pubmed.com — OMIM; registracni ¢islo
602421).

Genetickou analyzou v reprezentativnim souboru kanadsko-americkych rodin ne-
mocnych s CF byla nalezena hlavni a nej¢astéjsi mutace CF, delece 3 pb v exonu 10
genu CFTR — F508del (podle diivéjsi nomenklatury rovnéz nazyvana AF508). Tato
mutace se naléza v celkem 750 kb dlouhé oblasti silné vazebné nerovnovahy na za-
kladnim haplotypu ,,B* (obr. 2.1-2.2) [57]. Pozd¢ji se také potvrdilo, Ze vétSina dal-
Sich Castych patogennich mutaci v genu CFTR se rovnéz nachéazi na pozadi haplotypu
»B“[58, 25]. Tento nalez potvrzuje, ze selekéni vyhoda nositeltt mutaci genu CFTR
je dana nejenom samotnymi mutacemi, které pravdépodobné v heterozygotni podobé
snizuji zéavaznost bakteridlnich prijmovych onemocnéni, ale také tim, ze faktory
v 57 oblasti (okolo markeru Km19) zvysuji celkovou zdatnost (,,fitness*) nositelek
haplotypu ,,B“ [66].



Nositelé zavaznych mutaci v genu CFTR jsou odolngjsi k priijmovym onemocné-
nim, protoze bakterialni enterotoxiny mohou vyvolat pouze polovi¢ni sekretorickou
odpoveéd’ ve stieve (nosi¢i mutaci maji totiz pouze poloviéni ,,davku® plné funkcénich
proteinit CFTR). Celosvétové rozsiteni prijmovych onemocnéni v§ak neni v souladu
s praktickou nepfitomnosti CF u vychodoasijskych populaci. Z tohoto diivodu je sna-
ha nalézt dalsi, etnicky specifické genetické faktory vné genu CFTR a v ramci haplo-
typu,,B“, které by byly zodpovédny za zvySenou Cetnost nositelll v evropskych popu-
lacich.

Gen CFTR ma 27 exont a rozprostira se v oblasti ptiblizné 250 kb dlouhé [79, 81].
Genovy produkt, ktery je kddovan timto genem, se nazyva protein CFTR, ktery se
sklada z 1480 aminokyselin a patii do nadrodiny tzv. ,,ATP-binding cassette* trans-
membranovych transportnich proteint. Protein CFTR plni pfedevsim funkci chlori-
dového kanalu, ale také reguluje 1 dal$i ostatni chloridové, naptiklad ,,outwardly rec-
tified chloride channels* (ORCC) nebo sodikové ,,epithelial sodium (Na") channels®
(ENaC) kanaly [79, 98] (obr. 2.3).

ENaC CFTR ORCC
Na* CI- ATP CI-
lumen [-’ \
N
H-- ™1 M2 P, H |
— G
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ATP ATP

cAMP |—» PKA

Obr. 2.3 Jednodimenzionalni schéma regulacnich funkci proteinu CFTR

Protein CFTR a jeho domény, ATP = adenosintrifosfat, cAMP = cyklicky adenosinmonofosfat,
ENaC = epitelovy sodikovy kanal, P,G = G protein funguje jako pfenase¢ molekularnich signa-
I, ORCC = ,outwardly rectified chloride channel”; protein CFTR pozitivné reguluje sekre¢ni
chloridovy kanal ORCC a negativné reguluje resorpéni kanal ENaC

Dosud vsak neni pfesné znamo, jaké genetické a negenetické faktory reguluji
transkripci genu CFTR, ktery patii mezi evolucné vysoce konzervované provozni
(,,housekeeping*) geny [98]. Prokazalo se také, ze transkripce genu CFTR zalina na
nékolika mistech, tj. napfiklad na methioninu na zacatku exonu 4. Funk¢ni vyznam
tohoto alternativniho startu transkripce neni zatim znam. Rovnéz tak transkripce je



vyrazné tkanove specifickd, protoze neepitelialni bunky maji pouze minimalni mnoz-
stvi CFTR-mRNA. V soucasné dob¢ je snaha nalézt tkanové specifické transkripcni
faktory, které by zodpovidaly za rozdilnou expresi proteinu CFTR v riznych tkanich
a tak objektivizovaly variabilni pribeéh CF [89]. Je zajimavé, Ze pomoci RNA analy-
zy byly nalezeny izoformy CFTR-mRNA. Napiiklad CFTR-mRNA v ledvinach
nema casti exonil 13 a 14A, a je proto nepravdépodobné, ze by takto fyziologicky po-
zmeénény protein fungoval jako chloridovy kanal. Je v8ak pozoruhodné, Ze i ,,netpl-
ny* protein CFTR ma vétsinou zachovanou regula¢ni funkci dalsich iontovych kana-
1a [89].

V této souvislosti je dokumentovana zajimava skutecnost, ze se dysfunkce protei-
nu CFTR v ledvinach klinicky neprojevuje [56]. Mize to byt dano jak ,,molekularnim
bypassem* jeho kanalové funkce dal§imi iontovymi kanaly, tak i tim, Ze protein
CFTR ma v ledvinach dalsi, dosud neznamou funkci [92]. Studium izoforem proteinu
kladniho vyzkumu CF s vyznamnym klinickym dopadem.

Naptiklad u zdravého kralika zcela chybi exon 5 genu CFTR, zatimco u lidi je pa-
CFTR 9- (tj. bez exonu 9), ktera je spojena s variantami I[VS-8 5/7/9T [59] (blize kap.
21).

2.1.2 Protein CFTR

Protein CFTR patii do skupiny ,,ABC transportéri (blize www.pubmed.com —
OMIM; registracni Cislo 602421 a databaze SwissProt). Tato proteinova nadrodina je
zodpovédna za transport malych molekul, jako jsou naptiklad nekteré ionty (Cl), cy-
tostatika, proteiny, ATP a disacharidy [89]. Protein CFTR se sklada ze dvou opakuji-
cich se motivl transmembranovych segmentii: TM1 a TM2 (transmembrane do-
mains; synonymum MSD1 a MSD2 —,,;membrane spanning domain®) a v cytoplazmeé
lokalizovanych domén vazajicich aktivované nukleotidy, tj. hlavné ATP (adenosin-
trifosfat). NBD1 a NBD2 (nucleotide binding domains) a z jednoho neparového
motivu — regula¢ni domény ,,R* (regulatory domain) (obr. 2.3 a 2.4). Protein CFTR
funguje jako chloridovy kanal, ktery je aktivovany cAMP prostfednictvim fosforyla-
ce ,,R*“ domény proteinkinazou a naslednou hydrolyzou ATP na povrchu NBDI1
a NBD2 [4, 89].

Podle mechanického modelu funkce proteinu CFTR transmembranové domény
TM1 a TM2 vytvateji vlastni chloridovy kanal, spojujici cytoplazmatickou oblast
s lumen exokrinnich 714z, a ukotvuji protein CFTR v bunééné membrané. Domény
NBDI1 a NBD2 jsou konformac¢né aktivni a umoznuji zavirani a otevirani chloridové-
ho kanalu ,,vertikalnim posunem® regula¢ni domény ,,R“ (obr. 2.3 a 2.4). Podle toho-
to ,,mechanické¢ho* modelu fungovani proteinu CFTR ,,R*“ doména funguje jako ja-
kysi ,,ventil“, ktery uzavira tok iontti chloridovym kanalem proteinu CFTR.

U CF je generalizované defektni epitelidlni transport chloridovych iontd, ktery je
dany poruchou funkce proteinu CFTR, jakoZzto chloridového kanalu [79, 92]. Protein
CFTR je exprimovan tkanové specifickym zptisobem, a to ve shod¢ s klinickym ob-
razem CF [56].
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Obr. 2.4 Mechanicky model regulace toku iont( kanalem proteinu CFTR

Tento model fungovani proteinu CFTR predpoklada vazbu ATP na konformacné aktivni dome-
ny NBD1, které pomoci vertikalniho pohybu regulaéni domény ,R* nechavaji iontovy kanal
budto otevieny, nebo zavieny.

V dychacich cestach se protein CFTR nachdzi na apikalni membrané bunék sub-
mukoznich zlazek dychacich cest, zatimco v potni zlaze je jak v apikalni, tak i v ba-
zalni ¢asti sekretorickych bunck. Protein CFTR se nachazi v epitelidlnich buiikach
zodpovédnych za patogenezi CF, tj. napi. v submukoznich zlazkach bronchiold,
v malych vyvodech pankreatu, ve vyvodech potni zlazy a v malych biliarnich vyvo-
dech [79]. Protein CFTR byl také nalezen v submukdznich zlazkach jejunoileu,
Brunnerovych zlazkach duodena, kolon a v testes [98]. Protein CFTR se rovnéz do-
sud ne zcela jasnym zptsobem exprimuje i v prib&hu ontogeneze, predevsim muz-
ského reprodukéniho traktu v ramei embryondlnich struktur mesonephros — Wolffo-
vych embryonalnich vyvodu [89].

Imunohistochemické studie jsou v souladu s expresnimi studiemi CFTR-mRNA
[56]. V této souvislosti je pozoruhodna nepiitomnost klinicky zjevného postizeni led-
vin a centralniho nervového systému u CF, pii celkové expresi germinalnimi mutace-
mi poskozeného proteinu CFTR [56, 89].

Nazory na podstatu iontové poruchy u CF prosly v poslednich n¢kolika letech vy-
vojem a dosud neni uplna podstata iontového defektuu CF zcela jasna [4, 89]. V sou-
¢asné dob¢ se odborné nazory ustalily na tom, ze v disledku naruSeni proteinu CFTR,
jakozto chloridového kanalu, dochézi k abnormalnimu transportu chloridovych a so-
dikovych iontl pies epitelialni membrany. Tim je porusena osmotickymi mechaniz-
my podminénd hydratace mukoidnich sekretii dychacich cest a vyvodu pankreatu.
Tento mechanizmus vede k jejich zvysené viskozite, rekurentni obstrukci, produktiv-
nimu a resorpénimu zanétu a progresivni destrukci postizenych cilovych organd, tj.
plic, slinivky bfisni a muzského reprodukéniho systému ireverzibilni fibrotizaci.



Zvysena viskozita sekretti v plicnich bronchiolech je dana rovnéz vysokomolekularni
DNA, ktera se uvoliuje z rozpadlych bunék pii chronickém zanétu [39]. V principu je
tedy CF podminéna kombinaci sekretorického a resorpcniho defektu jak chlorido-
vych, tak sekundarné i sodikovych iontd [92]. Hlavni patogeneticky princip CF tedy
spociva v inaktivité chloridovych a hyperaktivité sodikovych kanalt [89].
Schematicky je podstata kombinovaného sekretoricko-resorpcniho defektu u CF
zndzornéna na obr. 2.3, 2.4 a 2.5. Za normalniho stavu Na* a CI™ ionty prostupuji me-
zibunéénymi membranami a osmoticky s sebou ,,tahnou* vodu. Timto zplisobem je
zajiSténa spravna hydratace vyvodu exokrinnich zlaz. U CF je resorp¢ni funkce pro-
teinu CFTR porusena a soucasné neni proteinem CFTR inhibovan resorp¢ni sodiko-
vy kanal ENaC (obr. 2.3). Tento vzajemn¢ provazany patogeneticky mechanizmus
vede k iontové nerovnovaze v lumen vyvodi exokrinnich Z1az, dehydrataci mukoid-
nich sekretli exokrinnich z1az a k poruse funkce faktor vrozené imunity, které jsou
velmi citlivé na iontovou nerovnovahu v extracelularnim prostiedi [92].
Kombinovany sekretoricko-resorpéni defekt u CF ukazal na skute¢nost, ze prote-
in CFTR reguluje v ramci jedné bunky i dalsi iontové kanaly, jako je naptiklad dalsi
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Obr. 2.5 Model proteinem CFTR zprostfedkované resorpce chloridovych a sodikovych iontd
v potni Zlaze

Za normalniho stavu jsou mukoidni sekrety hydratovany volnym paracelularnim tokem sodiko-
vych a chloridovych iontd, pfi¢emz jejich vysledna extracelularni koncentrace je dana resorpé-
ni aktivitou CFTR a ENaC iontovych kanall. Poznamka: Navrzeny model je platny pro potni
Zlazu, kde porucha proteinem CFTR zprostfedkované resorpce iontu vede k diagnosticky zvy-
$enym koncentracim chloridd v potu. Jiné studie napfiklad uvadéji ,opaény*” tok iontt v dycha-
cich cestach, pankreatu nebo jejunoileu. Je vSak zfejmé, Ze slozeni periciliarni tekutiny dycha-
cich cest je velmi obtizné pfesné analyzovatelné a uvedeny model se bude jisté zpfesfovat
s rozvojem fyziologickych diagnostickych mikrometod.



chloridovy kanal ORCC. Dosud v8ak neni vyfeseno, zda je protein CFTR schopny re-
gulovat kanaly pro dal$i ionty (napiiklad draselné, kalciové apod.) v dalsich buiikach
anebo dokonce jinych tkanich [92]. Aktiva¢ni/inhibi¢ni profily CFTR a ORCC chlo-
ridovych kanalti jsou fyziologicky vysetfovany in vitro méfenim intenzity toku iontt,
tj. hlavné Na" a/nebo CI7, pies buné¢né membrany, in vivo metodami ,,patch-clamp-
ing®, vySetfenim odtoku radioaktivné znacenych chloridovych iontt in vitro pomoci
tzv. ,,chloride efflux assay* a inhibi¢nimi analyzami toku ionti pies ORCC pomoci
DIDS (kyseliny 4,4 -diizothio-cyanato-stilbene-2,2 -disulfonové) nebo CFTR po-
moci glybenklamidu [98].

Je pozoruhodné, Ze protein CFTR rovnéz funguje jako ,,internaliza¢ni* endocyto-
zovy receptor pro oportunni mikroorganizmy, jako je predevsim Pseudomonas aeru-
ginosa, Salmonela typhimurium a Aspergillus fumigatus [78]. Navic proteinem
CFTR zprostfedkovana acidifikace intracelularnich fagocytarnich endozomi je zod-
povédna za zvysenou nachylnost pacientti s CF ke kolonizaci oportunnimi patogeny
[89], protoze nedochazi k jejich ucinné intracelularni destrukei po jejich fagocytoze
makrofagy.

Detailn¢ jsou vSechny tyto dalsi funkce proteinu CFTR diskutovany z pohledu je-
jich mozné patogeneze CF v prehledné kapitole v monografii Welshe et al. [89].
S rozvojem studia funkce proteinu CFTR je zfejmé, ze budou jisté objeveny jeho dal-
§i role a patogenetické vazby.

2.13 Mutace a varianty v genu CFTR

Do soucasné doby bylo nalezeno vice nez 1300 alteraci nukleotidové sekvence genu
CFTR v riznych svétovych populacich. Jedna se prakticky pouze o mutace germinal-
ni (4. zérode¢ného pivodu, vyskytujici se tak ve vSech buiikach jedince), protoze so-
matické mutace (jako jsou naptiklad u nadorti) nebyly v genu CFTR dosud popsany.
Mutace v genu CFTR jsou tedy ,,ancestralni* povahy a jsou proto pienaSeny z genera-
ce na generaci. Germinalni de novo mutace (Casté napiiklad u autozomaln¢ domi-
nantnich onemocnéni) jsou v genu CFTR velmi vzacné. V této souvislosti je nutno
zdiraznit, ze ne vSechny dosud nalezené zmény sekvence genu CFTR lze povazovat
za patogenni zmeény — tj. mutace. U vice nez 400 dosud evidovanych mutaci neni rov-
néz jednoznacné urcen jejich patogenni potencial [44, 82].

Aktudlni stav distribuce mutaci v genu CFTR je uveden v pravidelné aktualizova-
né mutacni databazi vedené torontskou pracovni skupinou. Cystic Fibrosis Genetic
Analysis Consortium (CFGAC; http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). Databaze
CFGAC je vysledkem dlouhodobé spoluprace vice nez 100 piednich svétovych ge-
netickych laboratoti. CFGAC jsou také prubézné¢ hlaseny nové mutace genu CFTR,
a to pred jejich publikovanim [88].

Zakladni a nejcastéjsi mutaci genu CFTR je delece 3 pb, ktera vede ke ztraté fenyl-
alaninu (,,F v jednopismenném koédu aminokyselin) na pozici 508 proteinu proteinu
CFTR — F508del [57] (obr. 2.2 v barevné ptiloze a 2.6). Nachazi se v exonu 10 genu
CFTR aporusuje tak funkci klicové domény proteinu CFTR-NBD1. Tato mutace je
vice nez 50 000 let stara a ma jeden spolecny ptivod [77]. Nachazi se celosvetove



v pruméru na 66 % vsech CF chromozomti u vSech dosud testovanych pacienti s CF
(tab. 2.1) [10, 27, 88].

Tab. 2.1 Celosvétovy prehled 45 nejéastéjSich patogennich mutaci
genu CFTR s ¢etnosti > 0,1 %
mutace molekuliarni patogeneze | svét | USA | Evropa vyskyt
(43849)/(25030)| (27177)
1 | GS8S5E Gly — Glu na pozici 85 0,15 | 0,17 0,21 sttedozemi
2 | E92K Glu — Lys na pozici 92 <0,1 | <0,1 5,13# Turecko
3 | A9GE Ala — Glu na pozici 96 <0,1 | <0,1 2,30# Turecko
4 | CFTRde- delece exonti 2 a 3 0,51 | <0,1 1,00# Slované
1e2,3(21kb)
5 1394delTT delece TT od nukl. 394 0,10 | <0,1 0,16# oblast Baltu
6 | R117H* Arg — His na pozici 117 | 0,30 | 0,67 0,29 Anglosasové
7 | 451+1 G—>A | sestifihova porucha <0,1 | <0,1 3,81# Ashk. Zidé
mRNA
8 |457TTAT—>A | TAT — A od nukl. 457 <0,1 | <0,1 0,12# jizni Alpy
9 | H139L His — Leu na pozici 139 | <0,1 | <0,1 7,02# Arabové
10 | M152V Met — Val na pozici 152 | <0,1 | <0,1 0,12# Turecko
11 | 621+1G—>T sestfihova porucha 0,72 | 0,90 0,54 F. Kanad’ané
mRNA
12 | 711+1G—>T sestfihova porucha 0,11 | <0,1 0,11 F. Kanad’ané
mRNA
13 | 1078delT posun se stop kodonem 0,13 | <0,1 0,13 Bretonci
14 | R334W Arg — Trp na pozici 334 | 0,12 | 0,22 0,16 vych. Evropa
15 | R347P Arg — Pro na pozici 347 | 0,24 | 0,24 0,20 sti. Evropa
16 | R347H Arg — His na pozici 346 | <0,1 | <0,1 5,13# Turecko
17 | A455E* Ala — Glu na pozici 455 | 0,14 | 0,12 0,20 Holand’ané
18 [1677delTA (11217%"A od nukleotidu <0,1 | <0,1 0,44# Cernomofii
19 | 1507del delece Ile na pozici 507 0,21 0,31 0,23 Anglosasové
20 | F508del (Siglsece Phe na pozici 66,00 | 68,8 66,8 Evropané
21 |1717-1G—>T | sestiihova porucha 0,65 | 0,28 0,83 Francie/Italie
mRNA
22 | G542X nestabilni mRNA 242 | 243 2,64 stfedozemi
23 | G551D Gly — Asp na pozici 551 | 1,64 | 2,12 1,50 Keltové
24 | R533X nestabilni mRNA 0,73 | 0,90 0,75 stt. Evropa
25 | SS49N Ser — Asn na pozici 549 | <0,1 | <0,1 0,10 stfedozemi
26 | SS49R Ser — Arg na pozici 549 | <0,1 | <0,1 2,02# Arabové
27 | R560T Arg — Thr na pozici 560 | 0,15 | 0,19 0,18 Severni Irsko




28 | 1548delG delece G od nukl. 1548 <0,1 | <0,1 15,02# Arabové
29 | 1898+1G—A | sestiihova porucha 0,12 | <0,1 0,22 Wales
mRNA
30 | 2789+5G—A* | sestfihova porucha 0,12 | 0,31 0,11 vych. Evropa
mRNA
31| 2143delT posun se stop kodonem <0,1 | <0,1 0,27# Slované
32| 2183AA—>G | posun se stop kodonem <0,1 | <0,1 0,29% Tyrolsko
33 | 2184insA posun se stop kodonem <0,1 | <0,1 0,28%# Slované
34 | E822X predcasny stop kodon <0,1 | <0,1 0,12# Rekové
35|3120+1 G—>A | sestfihova porucha 0,6 1,0 <0,1 Afrika/
mRNA Arébie
36 | R1070Q ?&go—) Gln na pozici <0,1 | <0,1 0,14# Bulhafti
37 | M1101K 11\/{%tl—> Lys na pozici <0,1 | <0,1 | 69,01# Habani
38 | R1158X predcasny stop kodon <0,1 | <0,1 0,11# Rekové
39 | R1162X predcasny stop kodon 0,29 | 0,22 0,51 sev. Italie
40 | 3569delC posun se stop kodonem 0,12 | 0,17 0,14 Svédové
41 | 3849+10kb sestithové porucha 0,24 | 0,67 0,15 Ashk. Zidé
C-oT*
42 | 3905insT posun se stop kodonem <0,1 | <0,1 0,10# Svycaii
43 | W1282X nestabilni mRNA 1,22 | 141 1,01 Ashk. Zidé
44 | N1303K ?35(1)13—) Lys na pozici 1,34 | 1,25 1,64 sttedomofti
45| 4374+1 G—>A | sestfihova porucha <0,1 | <0,1 0,8# Slované
mRNA

Mutace jsou sefazeny vzestupné podle jejich vyskytu v jednotlivych exonech genu CFTR;
jsou znazornény patogenni mutace vyskytujici se > 0,1 % ve 3 reprezentativnich souborech;
¢isla v zavorkach uvadéji pocet testovanych CF chromozom.

* = mutace miize byt spojena s atypickou CF; Ashk. Zidé = Ashkenazi — zidovské populace, F.
Kanad’ané = francouzsti Kanad’ané; nukl. = nukleotid; # = mutace, které jsou ¢asté pouze
v uvedenych populacich nebo oblastech [10]

Na obrazku 2.6 je uvedena distribuce jednotlivych mutaci v ramci genu CFTR.
Vétsina mutaci je rovhomérné rozlozena po celé kodujici sekvenci a postihuje tak
vSechny jednotlivé funkéni domény proteinu CFTR. Mutace v exonech 3—7 postihuji
funkci domény TM1, v exonech 9—12 porusuji funkci domény NBD1, v exonu 13 po-
stihuji funkei ,,R*“ domény, v exonech 14—18 porusuji funkci domény TM2 a v exo-
nech 19-22 narusuji fungovani domény NBD2 proteinu CFTR.

Z celkového poctu dosud znamych mutaci v genu CFTR pouze ptiblizné 20 muta-
ci — F508del, G542X, G551D, R553X, 1717-1 G—A, 621+1 G->T, W1282X,
N1303K, 3849+10kb C—T, CFTRdele2,3/21kb/, 1677delTA, 2184insA, 2143delT,
R334W, R347P, R1162X, 2183AA—G, 394delTT, 1898+1G—A a3120+1 G—>A —
pfedstavuje celosvétove populacné a klinicky nejdulezitéjsi alely genu CFTR ve vel-
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Obr. 2.6 Distribuce jednotlivych typt mutaci v celé kodujici sekvenci genu CFTR

TM1 a TM2 = transmembranové domény, NBD1 a NBD2 = domény, které vazou ATP, R = re-
gula¢ni doména, AA = delece, které neposSkozuji Cteci ramec genu CFTR, jako napfiklad muta-
ce F508del (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/)

kych heterogennich evropsko-americkych bélosskych populacich (tab. 2.1). Ostatni
mutace jsou vzacné, tj. ,,privatni® a vyskytuji se ojedinéle v jednotlivych rodinach
s CF [27]. Tyto mutace je vSak velmi obtizné rutinn¢ molekularné geneticky vysetio-
vat.

Nekteré celosvétove jinak vzacnéjsi mutace vSak mohou dosahnout pozoruhodné
vysokych Cetnosti, tj. az 5 %, v nékterych izolovanych populacich v disledku gene-
tického driftu, jako naptiklad mutace G551D u keltskych populaci, nebo v diisledku
efektu zakladatele, jako naptiklad mutace W1282X u Ashkenazi — zidovskych popu-
laci. Pfehled nejcastéjSich mutaci a jejich etnicka a regionalni distribuce jsou uvede-
ny v publikaci Bobadilla et al. [10]. Pro potieby této monografie se dale budeme za-
byvat pouze distribuci mutaci u Ceské a slovenské populace.

U vétsiny jednotlivych mutaci genu CFTR byl haplotypovou analyzou jejich in-
tragenového pozadi pomoci markerti nalezen jejich spole¢ny ptivod [77]. Tak lze ob-
jektivné sledovat populacné genetické a historické vazby, které utvarely soucasny ge-
nofond evropskych populaci [10]. Naopak u nékolika ¢astych mutaci, které vznikly
v ramci CpG dinukleotidu, jako jsou napiiklad mutace R553X, R117H a R334W, byl
prokazan jejich nezavisly ptivod (,,rekurentni charakter), coz vysvétluje jejich pii-
tomnost v geneticky nepiibuznych populacich.

Nejcastéjsimi mutacemi v genu CFTR jsou zamény aminokyselin (,,missense®
mutace). Tyto mutace tvoii 42 % vSech dosud zndmych mutaci tohoto genu a jejich
typickym ptikladem je mutace G551D. Posunové (,,frameshift™) mutace zptisobujici
poruchu ¢teciho ramce vlozenim uréitého poctu nukleotidd, ktery neni délitelny tie-
mi. Vyskytuji se ve 23 % vSech piipada a jejich typickym predstavitelem je alela
2143delT. NesmysIné mutace (,,nonsense‘) vytvoii pfedcasny stop kodon z ptivodni-



ho kodénu prislusné aminokyseliny. Vyskytuji se v 17 % vSech piipadi a jejich typic-
kym pfedstavitelem je napiiklad mutace G542X a vedou k tvorbé nestabilni CFTR-
-mRNA (tab. 2.1). Abnormalni sestfih exonli genu CFTR zpusobuji sestfihové
mutace (,,splicingové®), které se vyskytuji ve 12 % vsech ptipadu. Jejich typickym
predstavitelem je naptiklad mutace 1898+1 G—A [10].

Pokud se sestiihové mutace nachazeji v ,,konsenzualni“ sestfihové sekvenci na
rozhrani exont a intrond v oblasti £5 pb od zacatku nebo konce exonu, je mozné je
asociovat s rozvojem klasické formy CF [82]. Existuji vsak i vyjimky, jako je napii-
klad mutace 3272-26 A—G, ktera je relativné ,,hluboko v intronu a u které expresni
studie potvrdily jeji patogenni potencial spojeny s rozvojem atypickée formy CF [44].

V posledni dobé se nalézaji pomoci analyzy CFTR—mRNA sestfihové mutace,
které se nachazeji velmi ,,hluboko* v intronech (az 10 kb) genu CFTR. Typickym pfi-
kladem jsou alely 3849+10kb C—T nebo 1811+1.6kb C—T, které¢ vedou k aktivaci
prepisu kryptickych exonti v piislusnych intronech tim, ze vytvofi pfislusna exon/in-
tronova rozhrani [51, 54]. Klinicky dopad mutaci ulozenych hluboko v intronech ne-
ni jednoznacny a je spojeny se znacnou fenotypickou variabilitou CF [89]. Tyto mu-
tace zpusobuji diagnostické rozpaky, protoze pacienti s témito mutacemi jsou ¢asto
pankreaticky suficientni a maji hrani¢ni (30-60 mmol/l) koncentrace chloridii v potu.

V 6 % vsech ptipadii se vyskytuji delece nebo inzerce nasobk tii pb DNA, které
neporusuji cteci ramec genu CFTR. Typickym piedstavitelem téchto mutaci ,,hlavni®
delece genu CFTR —mutace F508del, ktera vede ke ztraté¢ kodonu pro aminokyselinu
fenylalanin. Rozsahlé intragenové delece postihuji nebo nepostihuji cteci ramecek
podle toho, zda je kodujici sekvence ptislusnych exond/introni, kterou eliminuji, dé-
litelna tfemi. Typickym piikladem rozsahlych intragenovych deleci je ,,slovanska“
mutace CFTRdele2,3(21kb) [24]. Podle poslednich studii jsou rovnéz intragenové
prestavby a rozsahlé delece zahrnujici nékolik exont nebo pfilehlych intronti v genu
CFTR relativné Casté (Audrezet MP, Chen JM, Raguenes O, et al. Genomic rearran-
gements in the CFTR gene: extensive allelic heterogeneity and diverse mutational
mechanisms. Hum Mutat 2004; 23(4): 343-357.).

»Patogenni‘ mutace nejsou dosud nalézany v promotoru genu CFTR nebo v ob-
lasti pro polyadenyla¢ni signal CFTR-mRNA (,,3" untranslated region®). Ukazuje se
vsak, ze ¢etné promotorové varianty, jako naptiklad 125 G/C, jsou v silné vazebné ne-
rovnovaze s dal§imi mutacemi v genu CFTR [20]. Funkéni dopad tohoto nalezu vsak
neni dosud znam, ale je velmi uzite¢ny pro molekularné genetickou diagnostiku CF.

2.1.3.1 Mutace v patogenezi CF — tiidy mutaci genu CFTR
Pfitomnost dvou mutaci genu CFTR, paternalniho a maternalniho ptivodu, v pozici
trans, unichz byla prokazana a/nebo predpovédéna kauzalni asociace s klasickou for-
mou CF potvrzuje jeji klinickou diagnézu. Neptitomnost mutaci u klinicky jinak jed-
nozna¢ného ptipadu CF diagndzu nevylucuje (kap. 20). Mutace s prokazanou nebo
predpovézenou kauzalni asociaci s CF se nazyvaji patogenni mutace (,,CF causing
mutations*), oproti v§em ostatnim alteracim sekvence genu CFTR (,,CFTR gene mu-
tations*) [82, 89].

Uvedena patogeneticka klasifikace je velmi diilezita pfi pouziti mutacni analyzy
k diferencialni diagnostice CF a pfedevsim v prenatalni diagnostice, kdy je nutné roz-



hodnout o tom, zda vysetfovany plod ma klasickou formu CF [82]. V tomto ohledu je
vsak velmi obtizné posoudit patogeneticky dopad sestfihovych mutaci, které jsou da-
le nez +5 pb v intronu od piislusného mista sesttihu. Ptikladem je mutace 3849+10kb
C—T spojena s atypickymi a monosymptomatickymi formami CF, u které jsou pii-
tomny hrani¢ni koncentrace chloridd v potu (viz vyse). Dale je nutné ptihlédnout ke
vlivu intragenovych variant v pozici cis, které mohou modifikovat patogeneticky do-
pad ,,hlavni* mutace, jako je tomu v ptipadé mutace R117H a varianty [VS8-, 5T
(R117H-5T versus R117H-7T/9T) [59] (kap. 20).

V souhrnu je tedy nutné k presné diferencialni diagnostice riznych forem CF roz-
liSovat mezi mutacemi genu CFTR, tj. vSemi mutacemi tohoto genu, a mutacemi,
u kterych bylo potvrzeno, Ze zpisobuji CF. Predejde se tak nejen $patné interpretaci
molekularné genetického nalezu pii genetickém poradenstvi, ale i zbyte¢né psychic-
ké iatrogenni traumatizaci vySetfovanych pacientt a jejich rodin [98, 89].

Z patogenetického hlediska vétSina dosud znamych nesmyslnych, posunovych
a sestfihovych mutaci postihuje slozeni a/nebo funkci CFTR-mRNA. Pfesny mecha-
nizmus této komplexni molekularni patogeneze neni dosud i ptes jeho intenzivni a vi-
ce nez desetileté studium presné stanoveny [89]. Navic mnohé studie byly provedeny
in vitro u bun€k s uméle zvysenou (,,over-expression) expresi mutovanych proteinti
CFTR, atak nebylo jasné, zda tato situace nastava také in vivo u pacienti s CF. V sou-
hrnu z uvedeného vyplyva, ze studium molekularni patogeneze jednotlivych mutaci
v genu CFTR je velmi technicky a ¢asové naro¢nou zalezitosti. Navic mnohé studie
poskytuji kontroverzni vysledky vzhledem k tomu, ze jsou u nich pouzivany nestan-
dardni expresni metodiky, rozdilné bunééné kultury a malé soubory ptislusnych tes-
tovanych mutaci. V roce 2000 proto vznikla v ramci konzorcia Evropské unie CF
Thematic European Working Group on CFTR Expression, tj. Pracovni skupina pro
expresni studie proteinu CFTR (www.cfnetwork.be), ktera si v prvni fazi svého puso-
beni vytycila cil sjednotit metodiku expresnich studii u genu CFTR/proteinu CFTR.
Podrobny popis molekularni patogeneze u jednotlivych typ mutaci neni predmétem
této monografie a lze jej nalézt v prehlednych ¢lancich [89, 98].

Klinicky ,,zavazné* mutace genu CFTR jsou spojené s pankreatickou insuficienci
a vétsinou klasickou formou CF, zatimco ,,mirné* mutace spise s pankreatickou sufi-
cienci a s atypickymi formami CF (kap. 20). Vzhledem k tomu, Ze je velmi obtizné
u jednotlivych mutaci objektivné stanovit jejich molekularni patogenezi a tak pied-
povedét jejich klinicky dopad, byla snaha je rozd¢lit do jednotlivych patogenetickych
tiid [88, 98].

K ziskani alespon ramcového piehledu o funkénim dopadu riznych mutaci genu
CFTR Tsui et al. [88] navrhli dosud stale platnou zakladni patogenetickou klasifikaci
5 tfid mutaci genu CFTR na zakladé expresnimi studiemi potvrzeného a/nebo mode-
lové predpovézeného mechanizmu jejich molekularnich dysfunkci (obr. 2.7). Pozdéji
bylo ptivodnich 5 tfid rozsifeno o dalsi 2 patogenetické tfidy s postupnym rozvojem
poznani o molekularni patogenezi mutaci genu CFTR [98]. V kapitole pojednavajici
o korelacich genotypu s fenotypem se z praktickych divodi vsak drzime pouze klasi-
fikace do tfid I-V. V budoucnu mozna budou s rozvojem znalosti o molekularni pato-
genezi porusené funkce proteinu CFTR stanoveny jesté dalsi tfidy mutaci nebo bu-
dou dosavadni tfidy ,,zkonsolidovany* jako v ptipadé nové klasifikace navrzené
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Obr. 2.7 Zakladni patogenetické tfidy mutaci genu CFTR
p — porucha funkce, s — snizeni funkce CFTR proteinu [88, 98]

Welshem et al. [89]. Tito autoti navrhuji pouze 4 zakladni patogenetické tfidy mutaci
genu CFTR, poté co sloucili tfidy I (kvalitativni defekt syntézy proteinu CFTR) a V
(kvantitativni defekt syntézy proteinu CFTR) do jedné spolecné tiidy a ponechali pa-
vodni patogenetické ttidy II-1V. Dalsi tfidy, tj. VI-VII jsou proto dnes povazovany
za ,,nadstavbové®, a tak doplnujici charakteristiku 4 zakladnich tiid nové klasifikace
[98]. Dale uvadime zakladni charakterizaci jednotlivych tfid mutaci podle jejich pie-
vazujiciho a spole¢ného patogenetického dopadu.

Trida 1. ,,NaruSena syntéza proteinu CFTR, ktery tak chybi na apikalni membra-
né.“ Tyto mutace blokuji syntézu nebo tézce alteruji strukturu proteinu CFTR. Jedna
se tedy hlavné¢ o nesmysIné mutace, jako jsou naptiklad alely G542X, R553X,
R1162X a W1282X, které zavedou pied¢asny stop-kodon do sekvence genu CFTR.
Jsou zde zarazeny i posunové mutace, jako naptiklad alely 2143delT, 2184insA
a 2183delAA—>G které vytvori zkrécené formy proteinu CFTR Véetné nékterych
ni kodon translace, tj. methionin na pozici 1 —M1V. Vysledkem je neptitomnost pro-
teinu CFTR na apikalni membrang epitelidlnich bun¢k, protoze zkracené a dysfunkc-
ni formy proteinu CFTR jsou rychle degradovany v endoplazmatickém retikulu. Tato
tfida mutaci je spojena se zavaznym prubéhem CF, pankreatickou insuficienci a ma-
lou variabilitou klinického pribéhu CF (obr. 2.7).

Je pozoruhodné, Ze se v posledni dob¢ prokazalo, ze aminoglykosidova antibioti-
ka, jako napfiklad gentamicin, mohou mitigovat molekuldrni patogenezi spojenou
nesmyslnymi mutacemi, které zavedou predCasny stop kodén do sekvence genu
CFTR, atak vedou k pfeskoceni exonu, ve kterém se vyskytuji. Pivodné byl tento fe-
nomén prokazan in vitro a v soucasné dobé¢ jiz dokonce probihaji nadéjné studie
s gentamicinem in vivo u izraelskych pacientl s jejich ¢astou mutaci W1282X [91].

Trida II. ,,Abnormalni posttranslacni glykosylace a intracelularni transport pro-
teinu CFTR, spojeny s jeho nepfitomnosti na apikalni membrané.” Tyto mutace ome-
zuji nebo dokonce zcela blokuji vyzravani, tj. spravnou posttranslacni glykosylaci



a vyslednou terciarni konformaci proteinu CFTR a jeho nésledny transport na ,,misto
urceni®, tj. apikalni membranu. Dusledkem této skupiny mutaci, jejichz typickym
predstavitelem je hlavni mutace F508del, je neptitomnost proteinu CFTR na apikalni
membrané epitelidlnich bun¢k. Tak jako u tfidy I, i tyto mutace jsou spojeny se za-
vaznym prubehem CF, pankreatickou insuficienci a malou variabilitou klinického
prabéhu CF (obr. 2.7).

Protein CFTR, poruseny mutacemi ze tridy II, za urc¢itych podminek mize fungo-
vat prakticky normalné. Terapeuticky se in vivo naptiklad uplatiuji nizkomolekular-
ni stabilizatory terciarni konformace proteinu CFTR, jako je naptiklad 4-fenylbutyrat
[89, 96] (také kap. 22).

Trida III. ,,Porucha regulace proteinu CFTR, ktery je pfitomny na apikalni mem-
brané.* Tyto mutace postihuji aktivaci a/nebo regulacni funkce proteinu CFTR ja-
kozto chloridového kanalu. Jedna se predevsim o blokadu vazby ATP na NBD1 a/ne-
bo NBD2, které jsou nezbytné pro aktivaci a otevieni/zavieni iontového kanalu
proteinu CFTR. Typickym ptikladem je mutace G551D, ktera vSak nejenom blokuje
vazbu ATP na NBDI, ale i regulaci dal$iho chloridového kanalu ORCC (obr. 2.7),
a tak se u ni uplatnuje i patogeneticky mechanizmus tfidy VI. Také u této tfidy mutaci
genu CFTR je klinicky pribéh CF zavazny, je spojeny s pankreatickou insuficienci
a variabilita klinického priubéhu CF je rovnéz minimalni.

V ptipadé proteinu G551D-CFTR je mozné jeho spravné fungovani in vivo pozi-
tivné ovlivnit inhalacni terapii analogem ATP-uridintrifosfatem (UTP). UTP se
v nadbytku muze stericky navazat na mutované vazebné misto v ramci domény
NBDI1 atak pln¢ aktivovat i mutovany protein CFTR [89, 98]. Tento typ genotypove
specifické terapie se jiz vyuziva v klinické praxi [96] (také kap. 22).

V souhrnu jsou patogenetické tiidy I-II1 spojeny s minimalni aktivitou a/nebo ne-
pritomnosti proteinu CFTR, a tak s klasickou formou CF, tj. se zvySenymi koncentra-
cemi chloridd v potu, exokrinni pankreatickou insuficienci, progresivnim sino-pul-
monalnim onemocnénim a muzskou neplodnosti. Tyto prvni tii tfidy jsou také
spojeny s relativné mensi variabilitou klinického pribéhu CF mezi jednotlivymi pa-
cienty s CF [98].

Trida IV. ,,Snizena vodivost chloridového kanalu s normalnim mnozstvim pro-
teinu CFTR na apikalni membrané, ktery ma rezidualn¢ zachovanou funkci chlorido-
vého kanalu. Tyto mutace snizuji vodivost chloridového kanalu proteinu CFTR.
Hlavné se zde jedna o zamény aminokyselin, jako jsou napiiklad alely R117H,
R347P a R334W, postihujici domény TM1 nebo TM2 proteinu CFTR, které vytvari
jeho iontovy kanal (obr. 2.7). Tyto mutace umoziuji normalni syntézu proteinu
CFTR a jeho transport na apikalni membranu, ale ,,deformuji* samotny iontovy ka-
nal. Jedna se o klinicky ,,mirné“ mutace spojené s pankreatickou suficienci, ale va-
riabiln€j§im pribehem sino-pulmonalniho onemocnéni. Fenotypicky dopad téchto
mutaci je Casto modifikovan dalSimi intragenovymi variantami a faktory, jako je na-
priklad polytymidinovy trakt pfed exonem 9 — IVS-8 , T(n)“ nebo poly TG trakt v té-
ze oblasti — IVS-8 TG(n) [62] (blize kap. 21).

Trida V., ,Redukovana syntéza, zhorSeny intracelularni transport a snizené mnoz-
stvi plné funkéniho proteinu CFTR na apikalni membrané.” Zde se jedna se o nejriiz-
néjsi typy sestiihovych mutaci, které vedou k nespravnému a/nebo neefektivnimu



sestiihu mRNA genu CFTR. Tyto mutace ,,dovoluji“ syntézu vétsiho mnozstvi plno-
hodnotné CFTR-mRNA. Tim vznikaji nestabilni izoformy proteinu CFTR, coz vy-
sledn€ snizuje podil ,,pInohodnotného* proteinu na apikalni buné¢né membrane, jako
napiiklad u mutace 3849+10kb C—T [51]. Tato tfida mutaci je spojena s mirnym
pribéhem CF, s hrani¢nimi koncentracemi chloridii v potu a muzskou fertilitou, ale
opé¢t s variabilnim pribéhem plicniho onemocnéni. Tento typ mutaci se také ve zvy-
Sené mife vyskytuje u atypickych a monosymptomatickych forem CF, v¢etné one-
mocnéni ptibuznych CF (kap. 20) (obr. 2.7).

Trida VI. ,,Ztrata regulacni funkce dalSich iontovych kanalt.” Tyto mutace mo-
hou postihnout schopnost proteinu CFTR regulovat dalsi iontové kanaly, jako je na-
ptiklad ,,epithelial sodium (Na") channel (ENaC)“ nebo ,,outwardly rectified chloride
channel (ORCC)“, priCemz ztrata této regulacni aktivity mize vyrazné ovlivnit pri-
béh CF (obr. 2.3) [98]. Prikladem je mutace G551D, ktera spada také do tridy III,
oproti mutaci A455E, ktera je pouze spojena s patogenetickym mechanizmem tfidy
IIT a ne tfidy VI. Z tohoto diivodu je sino-pulmonalni onemocnéni spojené s mutaci
A455E mirné [41].

Trida VII. ,,SniZena stabilita jinak plné¢ funkcéniho proteinu CFTR na apikalni
membrané.” Nedavné studie prokazaly, ze zkraceni karboxylového konce proteinu
CFTR o priblizn¢ 70-100 bp vede ke zvysené nestabilité jinak plné funkéni varianty
proteinu. Jedna se zde pievazné o nesmyslné a posunové mutace piitomné na ,,konci*
genu CFTR, jako jsou naptiklad alely Q1412X, 4396delTC, 4279insA a S1455X,
které jsou spojeny se mén¢ zavaznym priabéhem onemocnéni CF [76].

V souhrnu je mozno fici, ze mutace ze tiid [IV-VII jsou spojeny s relativné veétsi
variabilitou klinického pribéhu CF oproti tfidam I-I1I. Mutace ze tfid I[V-VII se také
signifikantné Castéji nalézaji u atypickych, monosymptomatickych forem CF, véetné
onemocnéni ptibuznych CF [89]. Uvedené priklady ,,genotypove specifické terapie
u jednotlivych patogenetickych tiid svédci pro to, jak znalost pfesné molekularni pa-
togeneze umozni individualné optimalizovat 1écbu pro jednotlivé pacienty s CF.
V tomto ohledu je CF opét modelem pro budouci genotypové specifickou terapii
vSech ostatnich dédi¢nych onemocnéni [89, 96].

2.1.3.2  Varianty v patogenezi CF
V sekvenci genu CFTR bylo dosud nalezeno vice nez 400 variant/polymorfizmti (viz
databaze CFGAC — http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr). Podle uznavané populac-
n¢ genetické definice se varianta, ktera se vyskytuje ve vice nez 1 % v obecné popula-
ci, jiz povazuje za ,,neutralni polymorfizmus* [11]. Varianty/polymorfizmy jsou tedy
relativng Casté alely, které se ve svych ¢etnostech mezi jednotlivymi populacemi vy-
razng lisi, protoze evolu¢né nejsou predmétem ,,sdilené” selekce v ramci haplotypu
B (viz vyse). Jednotlivé varianty/polymorfizmy vSak samy o sobé& nezplsobi kla-
sickou formu CF, jak ukazaly studie zdravych nosica ,,zavaznych® mutaci genu
CFTR s variantami v pozici trans. Podobné vysledky ptinesly i studie zjevné zdra-
vych jedinci z obecné populace, u kterych se jednotlivé varianty/polymorfizmy na-
lezly také ve vzajemné pozici trans a ve zvySenych Cetnostech [82, 11].

Nekteré varianty/polymorfizmy mohou kvantitativné ,,snizit™ spravnou funkci
proteinu CFTR tadové pouze o nékolik procent, coz se v této ,,izolované* podobé kli-



nicky neprojevi. Pokud vsak jich je vice v pozici cis, mize byt jejich ucinek aditivni
nebo dokonce i multiplikativni. Navic fenotypicky projev mutaci genu CFTR at’ jiz
v homozygotni, nebo heterozygotni konstituci je rovnéz ovliviiovan variantami v in-
tronu 8 genu CFTR [59] —IVS-8 T(n) aIVS-8 TG(n) a variantou 1540 A/G (M470V)
v exonu 10 genu CFTR [19].

V soucasné dob¢ jsou totiz znamy pouze zakladni charakteristiky populac¢niho
vyskytu nejcastéjsich variant / polymorfizmii u pacientl s riznymi CFTRpatiemi (tj.
chorobami spojenymi s mutacemi v genu CFTR) a v kontrolni populaci [11]. Proto
urceni populacni Cetnosti riiznych variant/polymorfizmi genu CFTR je dulezitym
predpokladem k objasnéni patogeneze nejriznéjSich CFTRpatii [92]. Z uvedeného
vyplyva, ze rozdé€leni alteraci sekvence genu CFTR na ,.benigni“ polymorfizmy
a ,,patogenni mutace je arbitrarni povahy, protoze mezi nimi neexistuje z funk¢éniho
hlediska ptesna hranice [98]. Tato skute¢nost vSak v soucasné dob¢ vytvari znaéné
potize pro presné genetické poradenstvi u CF.

2.14 Populacné geneticka charakteristika mutaci genu CFTR

2.1.41  Ceska republika

V letech 1990-2004 jsme studovali reprezentativni soubor 270 ¢eskych rodin s CF.
Tento soubor pacientd zahrnuje v§echny dosud znamé ¢eské pacienty s klasickou for-
mou CF k lednu 1996 a byl pouzit jako referenc¢ni soubor v nasledujicich letech pro
stanoveni populaéni distribuce nejcastéjsich mutaci v nasi populaci [65]. VétSinou se
jednalo o rodiny, které byly v dlouhodobé péci Centra pro diagnostiku a 1é¢bu cys-
tické fibrézy Fakultni nemocnice v Praze Motole (CF centrum Praha — Motol,
ublg.1f2.cuni.cz/cf.htm/). Kromé toho byly do souboru zahrnuty i dal$i rodiny z celé
republiky, které byly v molekularné genetické laboratoti CF Centra Praha — Motol
prenatalné geneticky vysetiovany.

V tabulce 2.2 je uveden pichled viech nalezenych mutaci genu CFTR v Ceské re-
publice ze 540 analyzovanych CF chromozomd, tj. 270 ¢eskych pacientd s CF [65].
K dosazeni souc¢asné 95,98% zachytnosti mutaci genu CFTR prispél zasadnim zptiso-
bem objev ,,slovanské* mutace CFTRdele2,3(21kb) na konci roku 1998, ktera se vy-
skytuje v nasi populaci ve 4,63 % (25/540 CF chromozom1) a je tak druhou nejcastéj-
$1 mutaci v nasi populaci [24].

Tab.2.2 Distribuce mutaci genu CFTR v Ceské republice

evropské mutace N %

W57G 1 0,19
G85E 1 0,19
R117H 1 0,19
Y122X 1 0,19
621+1G—>T 1 0,19
R334W 1 0,19
R347P 4 0,74




F508del 382 70,74
1717-1G—>A 2 0,37
G542X 11 2,04
G551D 20 3,70
R553X 1 0,19
1898+1 G—A 11 2,03
1898+1 G—C 1 0,19
2183 AA—>G 1 0,19
2184insA 1 0,19
2789+5 G—A 1 0,19
R1162X 2 0,37
3659delC 1 0,19
3849+10kb C—>T 2 0,37
W1282X 3 0,56
N1303K 15 2,78
E92X 2 0,37
4374+1 G>A 2 0,37
1336K 1 0,19
S945L 1 0,19
- 470/540 87,03
populac¢né specifické ,,narodni® mutace

L320F 1 0,19
V12121-F508del 1 0,19
2622+1G—A 1 0,19
185+1 G—>T 1 0,19
M9521 1 0,19
L997F 1 0,19
S1118F 1 0,19
3944delGT 1 0,19
— 8/540 1,48
slovanské mutace

2143delT 6 1,11
CFTRdele2,3(21kb) 40/628* 6,36
— 46/540 (628) 7,47
celkem 524/540 (628) 95,98

N = pocet nalezenych mutaci, * = n¢které mutace byly vySetfovany na rozdiln¢ velkych sou-
borech, % = procentualni zastoupeni jednotlivych mutaci [65]



Timto vysledkem jsme se zatadili mezi evropské staty s dosud nejvyssi populacni
zachytnosti, tj. vice nez 90 % mutaci genu CFTR [23]. Navic jsme ,,pfekonali hrani-
ci 95% populacni zachytnosti vsech mutaci [23, 10], ktera je ptedpokladem pro roz-
voj dvoustupnového novorozeneckého screeningu (IRT/DNA) CF, ktery je v soucas-
né dob¢ ve fazi pilotni studie [23].

V prubéhu nasi studie bylo také nalezeno a charakterizovano 5 novych mutaci
v genu CFTR, které se nachazeji pouze u ceskych pacienttis CF: 185+1G—T, L320F,
S1118F, V12121 a 3944delGT (tab. 2.3; databaze CFGAC — www.genet.sickkids.
on.ca/cftr/). Tyto mutace lze povazovat za specificky Ceské, privatni alely genu
CFTR, které dosud nebyly nalezeny u jinych evropskych populaci.

Tab. 2.3 Nové nalezené mutace u ceskych pacienti

mutace nukleotidova zména | lokalizace | typ mutace

185+1 G—T G—Tna 185 12 sestithova

L320F A—T na 1092 E7 zaména aminokyselin (Leu — Phe)
S1118F C—T na 3485 E 17B zaména aminokyselin (Ser — Phe)
V12121 G—>A na 3766 E 20 zaména aminokyselin (Val—Ile)
3944delGT delGT na 3944 E 20 posunova

nukleotidova zména na piislusném nukleotidu CFTR-cDNA;
I =intron a E = exon genu CFTR [65]

Relativn¢ vysoka populacni ¢etnost hlavni mutace genu CFTR-F508del v 70,74 %
nasSich pacientd (tab. 2.2) potvrzuje severojizni gradient vyskytu této mutace v Evro-
pé [29]. Stanoveni stafi mutace F508del pomoci tzv. parsimonidlni analyzy rekombi-
nacnich Cetnosti intragenovych haplotypt mikrosatelitovych markerd na vice nez
50000 let [ 77] rovnéz potvrdilo nasi puvodni hypotézu o paleolitickém ptivodu mutace.

Srovnavaci analyticka studie potvrdila nasi hypotézu o keltském ptivodu mutace
G551D, dokumentovanou historicky a archeologicky prokazanou keltskou etnogene-
zi v Ceské republice a severnim Rakousku [67, 68]. Svédéi o tom také nasledné pro-
kazany zvyseny vyskyt této mutace v oblastech s perzistenci keltského etnika v za-
padni Evropé [31], tj. v Bretani, Irsku, na Britskych ostrovech a v severnim Rakousku
[10,47, 68] (obr. 2.8). Stanoveni objektivniho stafi mutace G551D pomoci tzv. parsi-
monialni analyzy rekombinacnich ¢etnosti intragenovych haplotypti mikrosatelito-
vych markert v genu CFTR na vice nez 3500 let a jeji unikatni asociace s intra-
genovym haplotypem ,,16-7-17 [16] objektivizovalo nasi hypotézu o spole¢ném
keltském ptivodu a Sifeni této mutace [ 10, 68]. Pfedpoveézené staii na 3500 let odpovi-
da historicky potvrzenému obdobi sttedoevropskeé keltské etnogeneze [31] (obr. 2.8).

O slovanském puivodu nasi populace svéd¢i to, Ze druhou nejcastéjsi mutaci genu
CFTR u ceskych pacientl s klasickou formou CF je delece CFTRdele2,3(21kb) [25].
Tato mutace je pfitomna pouze na téch uzemich stfedni, vychodni a jizni Evropy,
kam ve druhé poloving prvniho tisicileti naSeho letopoctu migrovaly slovanské kme-



STR analyza urcila spoleény plivod G551D W
a objektivni stari této mutace na 3500 let

Obr. 2.8 Celoevropska populacni distribuce mutace G551D
Mutace G551D je spjata s historickymi a/nebo soucasnymi keltskymi populacemi ve stfedni
a zapadni Evropé [10, 16, 27, 47, 67, 68].

ny ze severovychodu [31, 68]. Mutace 2143delT se vyskytuje relativné ¢asto u nés,
v Polsku a Rusku a také patii mezi dalsi slovanské mutace [10, 27] (obr. 2.9).

Vysledky nasich studii prokazuji prakticky shodnou prevalenci hlavnich historic-
kych populaci na naSem tzemi, tj. slovanského a keltského etnika. Jihoevropské et-
nické vlivy v nasi soucasné populaci jsou reprezentovany vyskytem mutaci G542X
a N1303K, které jsou casté ve stiedomoti. Mutace G542X je asociovana s Fénicany
[64] a prokazuje vyznamné migracni vlivy proti proudu velkych evropskych ek
(v disledku tehdejsiho silného zalesnéni celé Evropy podobné jako v dnesni Amazo-
nii) pfedevsim z jihu na sever Evropy, tj. v pfipad¢ ¢eskych zemi napiiklad po Dunaji
a jeho pfitocich.

Nalez mutaci W1282X a 3849+10kb C—T [10] svéd¢i o prokazatelné piitomnosti
zidovského etnika u nas, tak jako i v jinych zemich stfedni, vychodni a jizni Evropy,
a to 1 pfes rozsahlé negativni zmény v jeho genofondu v diisledku nacistického Holo-
caustu. Geneticka a etnicka charakteristika nejcastéjSich mutaci u ceskych pacienta
s CF rovnéz potvrzuje, Ze nase zemé¢ byla kiizovatkou vSech hlavnich historickych
migraci severo-jiznich a zapado-vychodnich [68].

Srovnani populac¢nich Cetnosti 9 nejcastéjSich mutaci v eské a slovenské popula-
ci je uvedeno v tabulkach 2.4 a 2.5 [65].



Obr. 2.9 Maximéalni rozSifeni slovanskych populaci v I. milleniu n.l. a relativni ¢etnost slovan-
ské mutace CFTRdele2,3(21kb)

Mutace CFTRdele2,3(21kb) je spjata s historickymi a/nebo sou¢asnymi slovanskymi popula-
cemi ve stfedni , jizni a vychodni Evropé [10, 24, 68].

Tab. 2.4 Distribuce mutaci genu CFTR ve Slovenské republice

evropské mutace N %

G85E 1/110 0,91
R75X 1/110 0,91
S42F 1/110 0,91
R347pP* 4/234 1,71
F508del* 139/234 55,40
G542X* 13/234 5,56
R553X* 8/234 3,42
W1282X* 2/234 0,85
NI1303K* 7/234 2,99




1898+1 G—>A 1/110 0,91

3849+10kb C—T* 1/234 0,43
- 178/110 (234) 74,00
populaéné specifické mutace

605insT | 1/110 | 0,90
slovanské mutace

CFTRdele2,3(21kb)* 3/234 1,28
2143delT 2/110 1,82
- 5/110 (234) 3,10
celkem 184/110 (234) 78,00

N = pocet nalezenych mutaci, * = n€které mutace byly vySetiovany na rozdilné velkych sou-
borech; % = procentualni zastoupeni jednotlivych mutaci; [10, 65]

Tab. 2.5 Srovnani ¢etnosti nejcastéjSich mutaci genu CFTR mezi ¢eskou
a slovenskou populaci

mutace genu CFTR | Ceska republika | Slovenska republika Y P
F508del 382/540 (70,74) 139/234 (55,40) 9,54 < 0,01
G542X 11/540 (2,04)) 13/234 (5,56) 6,73 < 0,01
G551D 20/540 (3,70) 0/234 (0,00) 7,96 < 0,01
R553X 1/540 (0,19) 8/234 (3,42) 14,85 < 0,001
CFTRdele2,3(21kb) 40/628 (4,63) 3/234 (1,28) 9,19 < 0,01
1898+1 G—>A 11/540 (2,03) 1/110 (0,91) n.s.
2143delT 6/540 (1,11) 2/110 (1,82) n.s.
W1282X 3/540 (0,56) 2/234 (0,85) n.s.
N1303K 15/540 (2,78) 7/234 (2,99) n.s.

Statistické vypoéty byly provedeny pomoci chi-kvadratu (x°); &isla v zavorkach oznaduji et-
nost v procentech z celkového poctu CF vysetfovanych chromozomd.
n. s. = nesignifikantni rozdily populacnich ¢etnosti [65]
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historicky dokumentovana vyssim zastoupenim populaci z okoli Sttedozemniho mo-
fe, které migrovaly ,,retrogradné* po Dunaji na Slovensko a pak po pfitocich Dunaje,
tj. do oblasti kolem velkych slovenskych fek. Signifikantné nizsi vyskyt mutace
CFTRdele2,3(21kb) (p < 0,01) na Slovensku odpovida vy$simu zastoupeni ptivodni-
ho neslovanského obyvatelstva, véetné¢ vyssiho zastoupeni populaci ze stfedozemi.
Tak l1ze vysvétlit i statisticky signifikantné vyssi cetnost mutace G542X na Slovensku
(p < 0,01), ktera je charakteristicka pro Fénicany, ktefi vyznamn¢ osidlovali oblast
sttedozemi [67]. V1iv migrace této populace byl vyrazny az do zac¢atku 1. tisicileti na-
seho letopoétu v daisledku severni expanze Rimského impéria, spojené s osidlenim
jizniho Slovenska [68].



Signifikantn€ vySsi Cetnost ,,germanske* mutace R553X na Slovensku (p <0,001)
muze také souviset s rozsahlou imigraci germanskych Kvadi ze severu, které¢ Rima-
né povolavali na Slovensko k ochrané svych severnich hranic a/nebo s nedavnou né-
meckou hornickou kolonizaci stfedniho Slovenska. Naopak nepfitomnost mutace
G551D na Slovensku (p <0,01) je v souladu s nasi hypotézou o jejim keltském ptivo-
du. Je historicky dobfe dokumentovanou skute¢nosti, ze na rozdil od historickych
eskych zemi byli Keltové ze Slovenska systematicky vyhnani Rimany a Kvady [68]
(obr. 2.8). Spektrum mutaci genu CFTR u Cecht a Slovaki je rovnéz rozdilné od
spektra mutaci v Némecku, Rakousku a Polsku, coz znamena Ze pii vySetfovani pa-
cientll z ptislusnych zemi musime pouzit populacné specifické ,,panely®, tj. soubory
mutaci k dosazeni optimalni popula¢ni zachytnosti mutaci v genu CF7R [10].

V souhrnu tyto nalezy potvrzuji nasi populacné genetickou hypotézu o tom, ze
soucCasny genofond evropskych populaci je dominantn¢€ ovlivnén prehistorickymi
populacemi, které predchazely pozdéjsimu etnickému osidleni. Nejstarsi populace
tak mély nejsilngjsi vliv na strukturu soucasného evropského genofondu, o ¢emz
sveédcCi nejvyssi Cetnost paleolitické mutace F508del v evropskych populacich [68].

2.2 Esencialni mastné kyseliny a jejich derivaty
v patogenezi cystické fibrozy

Hlavnim ukolem esenciadlnich mastnych kyselin (EFA) je zvySovat fluiditu buné¢-
nych membran. Kromé toho jsou dulezité v prevenci koronarnich nemoci, protoze se
jejich podavanim snizuje koncentrace cholesterolu.

K nutri¢né dtlezitym esencidlnim mastnym kyselindm se tadi kyselina linolova
(06;18:2 ) [41] alinolenova (w3; 18:38)[9, 35, 86], které jsou prekurzory vyssich
polyénovych kyselin (20 :4,20:5,22: 5az22 : 6 kyseliny dokosahexaenové — DHA).

Deficit esencialnich mastnych kyselin (EFAD) se u CF popisuje uz dlouho a defi-
nuje se jako snizeni koncentrace kyseliny linolové (LA) a a-linolenové. Klinicky se
vsak neprojevuje.

2.2.1 Kyselina arachidonova (AA) a kyselina dokosahexaenova
(DHA)

DHA je dulezita pro funkci nervového, imunitniho i kardiovaskuldrniho systému
[52]. M4 pozitivni vliv na hypertenzi, artritidu, ateroskler6zu, deprese, infarkt myo-
kardu, u dospélych na zac¢inajici diabetes a n¢které nadory. Pozitivné ovlivituje roz-
voj mozku i paméti. Ukazalo se, Ze biologicky ucinek EFA nezalezi jen na jejich ab-
solutnich hladinach, ale i na jejich vzajemném poméru. DHA hraje spolu s AA
dilezitou roli v regulaci zanétu [63]. Jeji vliv na zdnétlivé parametry spociva v tprave
membranovych lipidli vedouci ke zvysené koncentraci kyselin polyenovych. DHA se
konvertuje na dokosatrieny a 17S skupinu resolvintl, které jsou mohutnymi protiza-
nétlivymi mediatory, uplatitujicimi se za normalnich okolnosti v boji proti zanétu
[37].



V roce 1999 popsali Freedman a spol. [36] nepomér mezi AA a DHA v pankreatu,
plicich a ileu u kmene mysi s odstranénym genem CFTR (,.knock-out mysi®) i to, ze
dodani DHA tento nepomér upravilo a snizilo projevy zanétu [38]. To vzbudilo velky
zajem a bylo to podnétem k dal$imu vyzkumu.

Zjistilo se, ze nemocni s CF maji signifikantné nizsi procento kyseliny linolové
(LA) a DHA v sérovych fosfolipidech oproti kontrolnimu souboru. Nizké hladiny
DHA jsou i ve tkanich CF (ve vzorcich biopsie nosni a rektalni sliznice), a to i u pan-
kreaticky suficientnich dobfe zivenych nemocnych. U obligatnich heterozygott lezi
hladiny DHA mezi hodnotami CF a kontrolnich osob [37]. Z toho vyplyva, Zze zmény
nevyvolava porucha stavu vyzivy, ale porucha genu CFTR, ktery ovliviiuje inkorpo-
raci EFA do fosfolipidi membran [9]. Nelze to v§ak povaZzovat za jediné vysvétleni,
protoze porucha EFA je pfitomna i u mutaci, které az k ovlivnéni membran nedosa-
huji [86].

Mechanizmus, kterym gen CFTR reguluje metabolizmus mastnych kyselin, neni
znam, ale pfedpoklada se, ze nizké hladiny DHA jsou dilezité v ptehnané zanétlivé
odpoveédi.

Podavanim DHA se upravily histologické zmény v pankreatu a ileu a snizila se
zvysena infiltrace plic neutrofily v plicni tkani knock-out mysi, u které byla induko-
vana pseudomonadova pneumonie. O uplatnéni této zkusenosti a mozném zavedeni
novych terapeutickych postupti [37] u lidi se pochopitelné uvazuje.

Lze tedy uzavtit, ze ackoli je porucha metabolizmu mastnych kyselin u CF zndma
jiz dlouho, objevila se az v poslednich letech hypotéza, podle které se nepomér kyse-
liny arachidonové (AA) a dokosahexaenové (DHA) podili na patogenezi CF, prede-
v§im na vzniku zanétu. Dodani DHA nemocnym s CF by mohlo piispét ke kauzalni
1écbe.

2.3 Genetické modifikatory v patogenezi CF

Skutecnost, ze zavaznost CF nelze jednoznacné vysvétlit pouze typem a lokalizaci
mutaci genu CFTR, vedla k uvaham o tom, Ze ji mohou ovlivnit mimo intragenovych
faktort, jako je naptiklad varianta IVS-8 T(n) [59], 1 dalsi geny [1]. Postupné se uka-
zalo, ze protein CFTR ovliviiyje i jiné membranové kanaly (naptiklad ENaC nebo
ORCCQ). Protein CFTR rovnéz transportuje dalsi molekuly (jako naptiklad ATP), kte-
ré mohou hrat dilezitou roli v imunitnich mechanizmech, a nebo v mukociliarni
clearance [72]. Pritomnost tzv. modifikujicich genti prokazaly experimenty na my-
§ich modelech CF [49].

Z tohoto dtivodu se v soucasné dob¢ intenzivné patra po analogickych modifikuji-
cich genech i u lidi [2, 26, 83]. U nemocnych s CF se tyto modifikatory hledaji tzv.
asocia¢nimi studiemi, jejichz podstatou je korelace jednotlivych klinickych znakt
CF se specifickymi genotypy kandidatnich modifikujicich genti na pozadi jednotné-
ho genotypu genu CFTR a oproti kontrolnimu souboru. Tyto studie maji v§ak dosud
kontroverzni charakter a nékdy si dokonce vzajemné protieci [69]. Rozdily ve vy-
sledcich jednotlivych studii 1ze mimo jiné vysvétlit riznym vékem studovanych pa-
cientl, nebot’ variabilita priibéhu CF se zvétSuje s vékem. Vysledky srovnani variant



modifikujicich gent se zavaznosti CF mohou byt tedy rtizné u stejnych pacientt
v détstvi a v dospélosti [95]. Dilezité jsou i pfesné stanovené klinické parametry uzi-
té pro posouzeni zavaznosti onemocnéni, etnicky ptivod nemocnych a dale genotyp
genu CFTR. Naptiklad je rozdil, studuji-li se pouze homozygoti pro mutaci F508del
v genu CFTR, nebo dalsi daleko méné Casté genotypy. Nicméne¢ velice piesné vysled-
ky v tomto ohledu poskytuji komparativni studie (dizygotnich) sourozencti a prede-
v§im pak dvojcat, které jsou konkordantni nebo diskordantni pro extrémni varianty
prubéhu CF [12, 73].

Jako mozné modifikujici faktory se mohou uplatnit proteiny, které ptimo nebo ne-
piimo interferuji s proteinem CFTR. Dalsimi kandidaty jsou proteiny, které se obec-
n¢ uplatiuji v transkripci, sestfihu nebo zrani vSech proteint, ale i v sekundérnich
projevech CF, jako je zanét nebo imunitni odpovéd’. Jejich studium se stalo obtizngj-
81, nez se pivodné predpokladalo, protoze se ukazalo, Ze jsou tkanove nebo organove
specifické [98]. Studiem vlivu modifikujicich faktorti na expresi CF v jatrech se za-
byvali italsti autofi [17].

Jednim z prvnich jednoznacné identifikovanych modifikatorti je gen CFM1, podi-
lejici se na vzniku mekoniového ileu, ktery nalezla mezinarodni kolaborativni studie
vedena torontskou skupinou Zielenskim a spol. [97]. Tento gen se nachazi na dlou-
hém raménku chromozomu 19 (lokus 19q13) a koéduje draselny kanal KCNN4, ktery
je exprimovan v distalnim ileu. Jeho pfesna patogeneticka role pti rozvoji mekonio-
vého ileu vsak nebyla jednozna¢né stanovena a dosud se pfesné nepodafilo stanovit
asociované genotypy genu CFM1. Piivodné predpokladanou patogenetickou roli Cas-
té mutace v genu pro hemochromatézu u homozygoti pro mutaci F508del genu
CFTR s mekoniovym ileem [80] se v§ak v nasledujicich studiich nepodatilo potvrdit.

V poslednich letech se predevsim intenzivné patra po genech, které pisobi jako
modifikatory plicniho postizeni [74], které je zodpovédné za vétSinu morbidity
a mortality u CF. Z divodu komplexity patogeneze sino-pulmonalniho onemocnéni
u CF se v soucasné dobé¢ predpoklada, ze modulujici efekt nema pouze jeden gen, ale
predbézné se zkousi vice nez 80 kandidatnich gent, které mohou ovlivnit vyskyt
a prub¢h infekce a chronického zanétu. Dosud publikované asocia¢ni studie prokaza-
ly, Ze se ptredevsim uplatiuji kandidatni geny kodujici mandzu vézajici lektin (MBL),
o-antitrypsin (oi; AT), tumor nekrotizujici faktor o (TNF a), transformujici ristovy
faktor B; (TGF B,), glutathion-S-transferazu (GSTM1 a GSTM3), B-adrenergni re-
ceptor (B,-AR), angiotensin [ konvertujici enzym (ACE), syntaza endotelialniho oxi-
du dusnatého (NO) a HLA antigeny II. tfidy.

2.3.1 Manozu vazajici lektin

Manozu vazajici lektin (mannose-binding lectin — MBL) je dalezity protein vrozené-
ho imunitniho systému [62]. Patii do skupiny proteinti podilejicich se na specifické
vazbé¢ na rizné cilové molekuly (tzv. pattern recognition) a je schopny se efektivné
vazat na polysacharidové struktury na povrchu mikrobti. MBL bakterie bud’to neutra-
lizuje a/nebo je opsonizuje aktivaci komplementu pomoci nedavno objevené tzv. lek-
tinové cesty. MBL patfi do skupiny plazmatickych kolektinti (C-typ lektinu s kolage-
nu podobnou doménou) a je syntetizovany v jatrech. Gen MBL je lokalizovan na



chromozomu 10-MBL2 (MBLI1 je inaktivni pseudogen) [43]. Nahradou prvni nu-
kleotidové baze v exonu 1 genu MBL2 vznikaji 3 riizné izoformy, které nezavisle na
sob¢ snizuji celkové hladiny aktivniho MBL proteinu. Spole¢ny nazev téchto tii va-
riant je ,,0°, zatimco normalni alela se nazyva,,A“. Kazda ze tii variant snizuje mnoz-
stvi funk¢nich podjednotek MBL u nosicti 5-10%. Vysledné koncentrace proteinu
MBL se lisi v populaci vice nez tisicinasobné, coz prokazuji kombinace dnes jiz sed-
mi popsanych haplotypil spojenych s riznymi formami genu MBL. V souhrnu asi
10 % populace s nejniz$imi hodnotami MBL je pokladano za ,,MBL insuficientni*
a ma sklon k ¢astym infekcim, ale 1 k neinfek¢nim chorobam [60].

Na plazmatickou koncentraci MBL vsak maji vliv i negenetické faktory. Osoby
s nizkym cirkulujicim MBL jsou zranitelngjsi vici riznym infekcim u fady klinic-
kych stavii, zejména je-li tento stav kombinovany se sekundarnim imunodefektem.
Deficit MBL je rovnéz dilezity rizikovy faktor u kojeneckych infekei, u osob 1é¢enych
chemoterapii nebo po transplantacich. Snizeni aktivity MBL také ovliviiuje pribéh
riznych zavaznych nemoci, jako je naptiklad meningokokova sepse, chronicka revma-
toidni artritida, jaterni cirhoza, nebo muiize byt i pfi¢inou opakovanych potratt [61].

Vliv variability aktivity MBL na pribéh CF sledovali Garred a spol. [42], ktefi
prokazali, ze pacienti s jednou ,,defektni* kopii MBL (A/0) méli o 11 %, nemocni se
dvéma kopiemi (0/0) dokonce o 25 % niz$i hodnoty funkce plic nez homozygoti s ge-
notypem A/A. Nemocni s nizkymi hladinami MBL méli jiz v 8 letech mirné¢ snizené
hodnoty funkéniho vySetfeni plic a do 16 let véku u nich doslo k dal§imu vyznamné-
mu zhorseni, zatimco u nemocnych s normalni hladinou MBL byly plicni funkce re-
lativn€ konstantni. Statisticky signifikantné nizsi hodnoty funkce plic u homozygott
pro mutaci F508del genu CFTR s variantnimi alelami MBL ve srovnani s nemocnymi
s normalnim MBL nasli i Gabolde a spol. [40] a Buranawuti a spol. [14].

Kolaborativni studie Yardenové a spol. [94], na které jsme se podileli, rovnéz pro-
sino-pulmonalniho onemocnéni. Piivodné mirny vliv u déti se vSak zesiluje se stafim
pacientti [22]. Je mozné, Ze nekteré funkce MBL mohou ptisobit v détstvi ochranné
a teprve s postupujicim vékem se projevi negativné. Yarden et al. rovnéz potvrdili
vztah MBL, TNFa, TGFB; a GSTM1 k zavaznosti plicniho postiZzeni. Soucasné zjis-
tili, ze MBL se uplatiiuje i u chronické obstruktivni plicni nemoci (CHOPN).

Je zajimavé, Ze ani normalni hladiny MBL nezabrani chronické kolonizaci pa-
cientli s CF bakterii P. aeruginosa. Tato skutecnost se vysvétluje tim, ze se MBL syn-
tetizuje vyhradné v jatrech a dostava se tak do lokalizovaného zanétlivého loziska az
relativng pozde. Garred a spol. [42] nasli MBL protein ve sputu pouze u 4 ze 100 vy-
Setfenych, pficemz vSichni méli navic genotyp ,,A/A*. Z tohoto nalezu se usuzuje, ze
MBL je degradovan lyzozomalnimi enzymy polymorfonukleart. Je také nepravde-
podobné, ze by MBL mél ptimy vliv na cidii nebo opsonizaci P. aeruginosa. Mize
vSak mit dtlezitou roli pii neutralizaci lipopolysacharidt (LPS), véetné ostatnich to-
xickych substanci uvolnovanych z tohoto mikroba, a mtize i vyznamné chranit pred
virovou superinfekci.

Studie z roku 1999 [43] prokazala, Ze z deseti nemocnych infikovanych B. cepa-
cia byli 4 heterozygoti a 3 homozygoti variantnich alel genu MBL, coz svéd¢i o vel-
kém riziku této infekce pfi snizené ,,ochranné* aktivit¢ MBL proteinu. Vzhledem



k tomu, Ze B. cepacia vyvolava vyssi stupen zanétu u nemocnych s CF nez P. aerugi-
nosa, MBL je v dychacich cestach prokazovan u téchto pacientd v ¢asnéjsich stadi-
ich. Davies a spol. [21] prokazali, ze MBL se vaze na B. cepacia a zahajuje tak aktiva-
ci komplementu. /n vivo to mize vést bud’ k ptimé destrukci mikroba, nebo k jeho
fagocytoze. ,,MBL deficitni* nemocni maji vyssi riziko infekce B. cepacia a méli by
tedy profitovat z budouci moznosti tzv. ,,MBL terapie (kap. 22). Terapeutické poda-
vani MBL by mohlo zmirnit zavaznost revmatoidni artritidy (HPOA) a zlepsit funkci
plic nebo jater u CF (ale i ovlivnit dal$i imunodeficientni projevy). Mozné riziko této
terapie vSak spociva v komplementem zprosttedkovaném poskozeni hostitele [87].
Podavani purifikovaného MBL u nemocnych s jeho deficitem, ktefi trpéli t€zkym,
rychle se zhorSujicim plicnim onemocnénim, jiz zkouseli Garred a spol. [42]. Velké
nad¢je se vkladaji do rekombinantni formy proteinu MBL, kde je teoreticky mozné
modifikovat komplement aktivujici domény a snizit tak i rizika této terapie. V sou-
hrnu je vSak nutno vyckat na dalsi studie, ptedev$im pak u pacientd infikovanych
B. cepacia, které by komplexné zhodnotily vyhody a nevyhody této formy substituc-
ni 1éCby.

V soucasné dobé¢ se studuje i nezavisly vliv proteini MBL a surfaktantu A (SPA)
a D (SPD). SPA je tzv. vrozenou slozkou plicniho obranného mechanizmu, funguje
jako imunomodulator a soucasné i jako opsonin. Ma Sest trimerickych podjednotek,
kazda z nich obsahuje dva SPA1 polypeptidy a jeden téméf identicky SPA2 polypep-
tid. V exonu 1 genu SPA2 se nachazi dilezita dimorficka varianta v ramci kodonu 9
(treonin ,, T nebo asparagin ,,N*), které jsou spojeny s vysokymi (,,T*) nebo nizkymi
(,,N*) hladinami SPA1-mRNA, jejichz dtsledkem je vysoké, nebo nizké mnozstvi
proteinu SPA. Frangolias [33] v§ak neptedpoklada, ze by polymorfizmy SPA a SPD
meély vyrazny vliv na progresi plicniho postizeni u CF.

Gabolde [40] potvrdil asociaci tize jaterniho postizeni u 216 CF pacienti homozy-
gotnich pro F508del s polymorfizmem genu pro MBL. Signifikantné vyssi vyskyt ja-
terni cirhozy byl u CF pacientti s homozygotni ¢i heterozygotni mutaci MBL2 genu.
Imunodeficitni stav zptisobeny variantnimi alelami MBL vede k vys$simu poskozeni
jaterniho parenchymu hepatotoxickymi viry ¢i bakteriemi, které mize nakonec vyus-
tit az v jaterni cirhozu.

2.3.2 oj-antitrypsin

Chronicky zanét dychacich cest a jejich progresivni destrukce se mimo jiné ptipisuji
1 proteinazam uvolnénym z neutrofilt. o,j-antitrypsin (ot;-AT) je jeden z mala inhibi-
tort, ktery je schopen inaktivovat elastazy produkované neutrofily. Je tvofen v jat-
rech a vyznacuje se geneticky podminénymi variacemi (Pi-systému), jejichz alely
v genetickém lokusu se oznacuji PiM, PiS a PiZ. Existuje i tzv. ,,nulova varianta“
(Pi--), kde a-antitrypsin zcela chybi.

Patogenetické alely o;-AT byly v minulosti prokazany jako rizikové faktory pro
rozvoj chronické obstruktivni plicni nemoci, zvlasté pak v souvislosti s koufenim.
V respiracnich sekretech a v plazmé nemocnych s CF prokazaly starsi studie [13] nor-
malni i zvysené hodnoty a;-AT, pficemz béhem exacerbaci respiracnich infekei tito
autofi prokazali jeho dal$i vzestup.



