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Pøedmluva

Cystická fibróza (CF) je známa jako klinická jednotka 65 let. U málokterého one-
mocnìní došlo v relativnì krátké dobì k tak velkému rozvoji poznání a k zmìnám
v nazírání na podstatu jejích projevù jako právì u cystické fibrózy. Výzkumné úsilí
zejména v posledních dvou dekádách pøineslo obdivuhodné výsledky. Zaèínáme ro-
zumìt podstatì nemoci i tomu, jak se základní defekt promítá do klinických projevù
a co koneèný výsledek ovlivòuje. Na podkladì tìchto znalostí se objevují nové léèeb-
né postupy, které sice ještì neznamenají kauzální léèbu, ale již dnes mohou pøíznivì
ovlivnit prùbìh nemoci.

V uplynulých 65 letech se výraznì zmìnila prognóza nemoci. Zatímco ještì po
skonèení 2. svìtové války umírala vìtšina dìtí v kojeneckém vìku, pøežívá dnes 50 %
nemocných do 4. dekády života a nadìje na další zlepšení stále rostou. Smyslem péèe
však není jen prodlužování života, ale pøedevším zlepšení jeho kvality. I to se nespor-
nì daøí, i když ještì zùstává mnoho nevyøešených problémù.

Cystická fibróza je nemoc závažná a její dopad na nemocného a jeho okolí je
znaèný. Diagnóza CF pøináší problémy jak zdravotní, tak psychologické, sociální
i ekonomické. Podle úrovnì péèe o CF se posuzuje v evropských zemích obecná úro-
veò zdravotní péèe. Malá informovanost o nemoci v naší populaci v porovnání se ze-
mìmi na západ od našich hranic znesnadòuje život nemocným a jejich rodinám. Set-
kávají se s nepochopením ve školách, v zamìstnání i na úøadech. Zdravé dìti u nás
nejsou dostateènì vedeny k toleranci a pochopení rùzných handicapù u svých vrstev-
níkù a dovedou jim život velmi znepøíjemnit. Pokládáme proto rozšiøování znalostí
o CF a o problémech nemocných v široké veøejnosti za nesmírnì dùležitou souèást
péèe o nemocné.

Odborné znalosti o CF rostou témìø každým dnem. Poèet publikací zabývajících
se jak základním výzkumem, tak klinickou problematikou každoroènì stoupá, v sou-
èasné dobì pøesahuje 2000 prací za rok. Jen v anglosaské literatuøe vyšlo v posledním
desetiletí 10 rozsáhlých monografií o CF. Každoroènì se zabývají výhradnì touto ne-
mocí Evropské a Severoamerické konference, ale i øada dalších mezinárodních a ne-
spoèet národních sympozií, konferencí a sjezdù.

Situace u nás byla do konce 80. let nepøíznivá, protože jsme nemìli pøístup k øadì
moderních lékù, aèkoli jsme o nich z literatury vìdìli. To se projevovalo na zdravot-
ním stavu našich nemocných. O to vìtší pokrok pozorujeme po roce 1990. Se znalostí
problematiky v širší lékaøské veøejnosti nemùžeme být zcela spokojeni. Stále se set-
káváme s pozdní diagnózou i typických forem nemoci a pøi ménì typickém prùbìhu
se na CF již vùbec nemyslí. Nìkde stále pøežívají názory o naprosto infaustním prù-
bìhu nemoci již v prvních letech života. Ve svìtì se vìøí, že záhy bude již polovina
nemocných v dospìlém vìku. U nás je dnes 1/3 nemocných starších než 18 let a pøes-
to je dospìlý nemocný s CF pokládán za výjimku. U tìch nemocných, kteøí unikli dia-
gnóze v prùbìhu dìtství, se v diferenciální diagnostice v dospìlém vìku na CF vùbec
nemyslí.
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Proto jsme se rozhodli shrnout své dlouholeté zkušenosti s CF do knížky, v které
se pokoušíme o pøehled souèasného stavu vìdomostí o podstatì nemoci a o pocho-
dech, které se v organizmu nemocných odehrávají, i o pøíznacích, které by mìly na
nemoc upozornit a vést k vèasné diagnóze. Domníváme se, že bez znalosti urèitých
teoretických podkladù není možné pochopit nové moderní léèebné postupy. Proto vì-
nujeme urèitý prostor i této „šedé“ teorii. Jsme si vìdomi toho, že øada otázek je do-
sud pøedmìtem úvah a sporù a že leckteré publikované výsledky si odporují. Vìøíme
však, že vìtšinu otázek se podaøí v nepøíliš vzdálené dobì vyøešit a že nová poznání
podstatnì zlepší souèasné léèebné postupy a tím i vyhlídky nemocných. Než tomu tak
bude, je však tøeba dbát o vèasnou diagnózu a intenzivní léèbu dosud známými meto-
dami.

V Praze v dubnu 2005 Vìra Vávrová
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1 Úvod

1.1 Historie cystické fibrózy

1.1.1 Historie cystické fibrózy ve svìtì

Historická pátrání ukazují, že charakteristické pøíznaky cystické fibrózy (CF) byly
popisovány již ve støedovìku. Dr. Busch z Rostocku [4] vìnoval mnoho let hledání
povìr a lidových popìvkù, které se týkaly zaèarovaných dìtí a slané chuti jejich potu.
První patologicko-anatomickou zprávu popisující tìžké zmìny na pankreatu u 11leté
„zaèarované“ kachektické dívky podal v roce 1595 Pieter Pauw, profesor botaniky
a anatomie v Leidenu [citováno podle 37]. V literatuøe bývá citován i prof. Rokitan-
ski. Na vztah mekoniového ileu a zmìn na pankreatu upozornil v roce 1905 K. I.
Landsteiner. Ve 20. a 30. letech se v literatuøe objevovaly zprávy o dìtech se steato-
reou a bronchopneumoniemi, šlo-li o CF lze však jen pøedpokládat.

Pøed 65 lety – v roce 1938 – popsala americká patoložka Dorothy Andersenová
[1] patologicko-anatomické nálezy u 49 dìtí, z nichž 20 zemøelo na onemocnìní, pro
které užila oznaèení cystická fibróza pankreatu. Již dva roky pøed tím sice Q. Fanconi
publikoval sdìlení o klinických a anatomických nálezech u tøí dìtí, o kterých se sou-
dilo, že mìly celiakii, a u kterých rozpoznal souèasnou poruchu pankreatu a bronchi-
ektázie [14], podrobné studii D. Andersenové však patøí priorita pøesného definování
pøíznakù a popisu pomìrnì velkého souboru nemocných. V roce 1938 se objevily dvì
další malé zprávy o CF, avšak po mnoho dalších let se na onemocnìní myslelo jen
zøídka a ještì v roce 1954 se o ní mluvilo jako o „nové nemoci“.

V roce 1938 byla CF ve svìtì poprvé rozpoznána u žijícího dítìte na základì kli-
nických pøíznakù respiraèního onemocnìní a vyšetøení duodenální šťávy, svìdèícího
pro pankreatickou insuficienci [9]. Zatímco vìtšina dìtí v té dobì umírala na CF
v prvním roce života, tento první pacient, kterého P. di Sant’Agnese oznaèuje jako
JD, žil i pøi nedostatku úèinné léèby 10–11 let.

Zprávy o nemocných s plicním onemocnìním, prùjmy a abnormální funkcí pan-
kreatu se ve vìtší míøe v literatuøe zaèaly objevovat po ukonèení 2. svìtové války. Ve
snaze zdùraznit charakter hlenu a upozornit na skuteènost, že pankreas není tím nej-
dùležitìjším orgánem, zavedl S. Farber [15] oznaèení „mukoviscidosis“, které ještì
dnes užívají francouzští a nìkdy nìmeètí autoøi.

V prvním období se znalost o existenci CF šíøila jen velmi zvolna. Ve Spojených
státech se nemocní koncentrovali vìtšinou do Babies Hospital v New Yorku, kde pro
práci na problematice CF získala D. Andersenová Paula di Sant’Agnese, a v Bostonu,
kde se CF zabýval prof. Harry Shwachman [43]. V té dobì stoupl poèet diagnostiko-
vaných nemocných na 50–60 roènì. Léèení CF spoèívalo v podávání málo úèinné
pankreatické substituce a postupnì s rozvojem antibiotik i v léèení respiraèní infekce.
Di Sant’Agnese zjistil, že nemocní s CF mohou mít i normální exokrinní sekreci pan-
kreatu [11].

Úvod 17



Dùležitým mezníkem v historii CF je objev potní anomálie. V dobì, kdy neexisto-
vala klimatizace, se stávalo, že v období horka se nìkteré dìti dostávaly do stavu tìž-
ké dehydratace a obìhového šoku. V roce 1948 bylo o pìti z deseti dìtí, pøijatých do
Babies Hospital v šoku z horka, známo, že mají CF, a u dalšího byla CF diagnostiko-
vána pozdìji. Podobnì tomu bylo u 6 nemocných s CF hospitalizovaných v létì 1952.
Ukázalo se, že nemocní s CF jsou velmi citliví na horké podnebí. Paul di Sant’Agnese
se spolupracovníky [10] zaèali proto studovat pot nemocných CF a zjistili, že se tyto
dìti sice nepotí víc než zdravé, že však jejich pot obsahuje mnohem víc solí. Smrti ze
šoku lze zabránit rychlou i.v. rehydratací a úpravou složení elektrolytù i objemu ex-
tracelulární tekutiny. Objev vysoké koncentrace solí, pøedevším chloridù v potu mìl
velký význam pro diagnostiku. Na jeho podkladì se zaèala CF diagnostikovat i u ne-
mocných s normální funkcí pankreatu.

Pro praktické uplatnìní potní anomálie mìla základní význam práce Gibsona
a Cooka [16], kteøí vypracovali jednoduchou metodu stimulace potních žláz pilokar-
pinovou iontoforézou. V potu sebraném po této stimulaci bylo možno standardním
zpùsobem vyšetøit koncentraci chloridù. Tak vznikl potní test, který je již více než
40 let pokládán za zlatý standard v diagnostice CF.

S pøibývajícím poètem nemocných, zlepšujícími se znalostmi o CF a s lepší do-
stupností nových lékù se rozvíjela i racionální terapie. V roce 1957 se zaèal v Rain-
bow Babies and Children Hospital v Clevelandu uplatòovat intenzivní léèebný
postup, který je základem klasické léèby CF dodnes [12, 36]. Jeho pozitivním dùsled-
kem bylo prodloužení života nemocných na 5 let [5]. V následujících letech pøibyla
do léèebného arzenálu nová antibiotika, pøedevším semisyntetické peniciliny. Prin-
cip léèby, který zavedl L. W. Matthews, se však nezmìnil [44]. Nemocní žili do
10 let. K dalšímu zlepšování léèebných postupù došlo s úèinnìjšími formami pankre-
atické substituce, s tzv. heparinovým uzávìrem pro i.v. antibiotickou léèbu, s novými
metodami léèebné rehabilitace a s inhalacemi rhDNázy. Postupné zavádìní nových
metod [28] zlepšovalo i prognózu nemoci, a tak se zvolna zvyšoval prùmìrný vìk do-
žití z 15 let v roce 1972 až na souèasných 33,4 let v USA [17] (kap. 24).

Ve výzkumu CF znamenal zásadní krok v hledání základního defektu objev im-
permeability bunìèných membrán pro chloridy. Tento objev byl vyvrcholením dlou-
holetého studia biochemických zmìn, kterému zasvìtil svùj život prof. Paul M. Quin-
ton, sám nemocný CF [38, 39]. V 80. letech objevil M. R. Knowles transepiteliální
rozdíl potenciálù [26], který se v souèasné dobì užívá jak diagnosticky, tak výzkumnì.

Quintonùv objev nastartoval intenzivní výzkum podstaty CF a závody v hledání
genu CF. Gen CF (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR) byl
v roce 1987 lokalizován na dlouhé raménko chromozomu 7 (lokus 7q31.3) a v srpnu
1989 byl identifikován pomocí reverzního klonování [24, 40, 41]. Tento významný
objev kanadsko-americké skupiny vìdcù byl poèátkem rozvoje nových poznatkù
o CF (kap. 2.1).

Do dnešního dne objevili vìdci více než 1300 mutací genu CFTR. Jsou dostupné
informace o jejich závažnosti, o vztahu genotypu a fenotypu a intenzivnì se pracuje
na metodách genové terapie. Všechny tyto otázky budeme diskutovat v dalších kapi-
tolách.
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1.1.2 Historie cystické fibrózy u nás

První nemocný s CF byl na II. dìtské klinice v Praze diagnostikován v kvìtnu 1946.
V èeské literatuøe se objevily první kazuistiky CF záhy po 2. svìtové válce a již v roce
1948 popsali Švejcar, Benešová a Houštìk [45] první malý soubor nemocných s CF.

S urèitým zpoždìním se k nám dostávaly informace o nových názorech na patoge-
nezi nemoci i na její rozpoznávání a léèení. Do roku 1960 bylo na II. dìtské klinice
v Praze hospitalizováno 30 dìtí, u kterých byla na základì klinického podezøení nebo
sekèního nálezu prokázána CF. Všechny tyto dìti však záhy umíraly, takže 1. 1. 1960
žil pouze jeden nemocný. Onemocnìní se v té dobì diagnostikovalo výhradnì u ko-
jencù na základì klinického podezøení potvrzeného laboratorním prùkazem pankrea-
tické insuficience. Ten spoèíval ve vyšetøení duodenální šťávy, v mikroskopickém
vyšetøení stolice a v nepøímém prùkazu nedostatku pankreatických enzymù. Nedo-
statek lipázy se prokazoval lipiodolovým testem, nedostatek proteolytických enzymù
nedostateèným natrávením želatinové vrstvy fotografického filmu postupnì øedìnou
stolicí.

V roce 1960 jsme zaèali s vyšetøováním chloridù v potu po stimulaci pilokarpino-
vou iontoforézou [46]. Od té doby každoroènì pøibýval poèet novì diagnostikova-
ných nemocných i mezi staršími dìtmi [47, 48]. Klinika se zaèala CF zabývat i vý-
zkumnì, zavádìly se nové léèebné metody, prodlužoval se život našich nemocných
a do urèité míry se zlepšovala i jeho kvalita. Nicménì srovnání stavu výživy a funkce
plic našich nemocných se stavem nemocných ve vyspìlých zemích pro nás bylo ještì
na poèátku 90. let velmi nepøíznivé.

Po roce 1989 se naše situace výraznì zlepšila. Zaèala se tvoøit specializovaná cen-
tra pro léèbu CF (kap. 25). Zlepšila se dostupnost lékù, pøedevším úèinné pankreatic-
ké substituce, pøípravkù podpùrné enterální výživy, nových úèinných antibiotik, od
roku 1995 i rekombinantní lidské DNázy. Od roku 1998 se provádìjí i transplantace
plic. Kontakt se zahranièními pracovišti nám pomohl v zavedení nových metod fy-
zioterapie a rùzných respiraèních pomùcek.

Naše zkušenosti se opírají o sledování 602 nemocných, kteøí byli od roku 1946 na
klinice léèeni. Výzkumnì se CF tým v Motole zabýval jak klinickým výzkumem
a sledováním možných léèebných metod, tak základním pøedevším genetickým vý-
zkumem i zavádìním nových diagnostických postupù (PCR diagnostika B. cepacia
komplexu aj.).

V roce 1990 zaèalo fungovat laické sdružení rodièù a pøátel nemocných CF a v ro-
ce 1992 byl ustaven Klub nemocných CF (kap. 25).

1.2 Výskyt cystické fibrózy

CF je nejèastìjší závažné autozomálnì recesivní onemocnìní u evropských populací.
Údaje o jejím výskytu se však znaènì liší. Obecnì se udává výskyt jednoho dítìte na
2500–4500 novorozencù.

Epidemiologickými studiemi klinicky a sekènì diagnostikovaných onemocnìní
ve Støedoèeském kraji [20–23] a molekulárnì genetickými metodami vyšetøení naší
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CF populace [29, 32] byla u nás stanovena incidence 1 : 2736 novorozencù. Z takto
relativnì vysoké incidence vyplývá, že každý 26. jedinec je zdravým nosièem tohoto
závažného onemocnìní a každé 676. manželství mùže být partnerstvím dvou nosièù,
kteøí mají 25% riziko, že budou mít nemocné dítì. Dále tento výskyt znamená, že pøi
souèasné porodnosti se v Èeské republice narodí každý rok pøibližnì 33 dìtí s CF.
Diagnostikují se však maximálnì 2/3 [47] a je velmi pravdìpodobné, že mnoho ne-
mocných žije pod jinými diagnózami, napøíklad jako chronický zánìt prùdušek, si-
nobronchiální syndrom, nosní polypóza, ale i celiakie, opakované zánìty slinivky
bøišní a v neposlední øadì mužská neplodnost. V souèasné dobì víme v ÈR asi o 500
diagnostikovaných nemocných s CF.

V neevropských populacích je incidence CF výraznì nižší [27]. Zatímco u bílé po-
pulace v USA se udává incidence mezi 1 : 1900 až 1 : 3700, je výskyt u hispánské,
asijské a africko-americké populace nižší (1 : 9000, 1 : 32000 a 1 : 15000, respektive)
[17]. Nepøedpokládá se, že by se na tìchto populaèních rozdílech v rámci USA podí-
lela horší diagnostika, pøesnìjší údaje jsou však sporé.

1.3 Dìdiènost cystické fibrózy

Cílem této krátké kapitoly není obecný pøehled molekulární genetiky. V tomto ohle-
du je ètenáø odkázán na vynikající monografické uèebnice, jako je napøíklad Thom-
pson and Thompson: Klinická genetika (6. vydání 2004, èeský pøeklad; Triton
Praha). V následující odstavcích uvedeme pouze základní principy mutací/variant
a autozomálnì recesivní dìdiènosti z úhlu pohledu CF. Z obecného hlediska je dìdiè-
ná informace obsažena v kyselinì deoxyribonukleové (DNA). O DNA v pøípadì CF
viz blíže v pøehledných kapitolách [7, 48]. DNA je tvoøena ze 4 základních staveb-
ních èlánkù, tzv. nukleotidových bází (adeninu, cytosinu, guaninu, tymidinu), které
jsou propojeny a tvoøí tak dlouhé vlákno spojené ze dvou protichùdných øetìzcù.
Zmìny ve složení nukleotidových bází jsou buïto zodpovìdné za nìkterých okol-
ností za rozvoj onemocnìní [42], další fungují pøi opravì poškozené DNA nebo pùso-
bí pøi evoluci živoèišných a rostlinných druhù [35].

Z klinického hlediska je dùležité uvést základní pojmy, tj. mutace, varianty/poly-
morfizmy v DNA. Zmìny v poøadí èi pøítomnosti/nepøítomnosti nukleotidových bází
DNA, které porušují funkci genu, se nazývají mutace. Tento termín je spíše arbitrární
povahy, protože se vždy jedná o srovnání sekvence DNA nalezené u daného pacienta
s referenèní sekvencí v databázi pomocí bioinformatických metod [35]. Zde pak zmì-
na, která je v jedné populaci patogenní, mùže mít ve druhé populaci neutrální povahu
apod. Dùležité je rovnìž vysledovat, zda se stejná zmìna vyskytuje u téhož fenotypu
(tj. napøíklad CF), zda je pøedávána nemocnému od obou rodièù (u autozomálnì rece-
sivních onemocnìní) a nenachází se u zdravých sourozencù, kteøí mají pouze jednu
nebo žádnou kopii (u autozomálnì recesivních onemocnìní) [24]. Jinak se hodnotí
segregace mutací u autozomálnì dominantních onemocnìní (napøíklad achondropla-
zie) nebo gonozomálnì recesivních onemocnìní (napø. hemofilie A/B).

Vìtšina mutací však nezpùsobuje onemocnìní, protože jsou lokalizovány buïto
v nekódujících oblastech genu (tj. intronech), anebo dokonce i v kódujících exonech
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rùzných genù a nazývají se tak varianty. Tyto varianty mohou být z klinického úhlu
pohledu benigní (tj. I506V, která se nachází pouze 2 aminokyseliny pøed hlavní mu-
tací genu CFTR – F508del), nebo pouze potenciálnì patogenní, jako napøíklad I148T,
M470V a IVS-8 5/7/9 T nebo IVS-8 10/1/12 TG [25, 19] (kap. 2.1). Jejich klinický
dopad není vždy zøejmý, ale mohou za urèitých okolností vytvoøit polyvariantní hap-
lotyp, kde efekt jednotlivých variant lokalizovaných v pozici cis (tj. na stejném ho-
mologním chromozomu) mùže být aditivní až multiplikativní a vést tak k rozvoji
onemocnìní [6, 49] (také kap. 2.1). Z uvedeného vyplývá, že rozdìlení alterací sek-
vence DNA na varianty a patogenní mutace je spíše arbitrární povahy a mezi obìma
kategoriemi existuje kontinuum z hlediska jejich patogenetického potenciálu [13].
Pro CF byla vypracována kritéria pro klasifikaci mutací z hlediska jejich patogenetic-
kého dopadu [42] (také kap. 2.1). Mutaèní nomenklatura je rovnìž dána mezinárodnì
schválenými doporuèeními [2, 8, 18] a populaèní distribuce mutací je podrobnì stu-
dována u nás [30, 31] a ve svìtových populacích [3].

Pokud se varianty vyskytují v obecné populaci ve více než v jednom procentu, na-
zývají se také (neutrální) polymorfizmy, což je spíše obecný termín pro neutrální ale-
lu/variantu, která je „polymorfní“ a vyskytuje se v populaci v mnoha rùzných for-
mách. Mikrosatelitové nebo také STR (short tandem repeats = krátké tandemové
repetice) polymorfizmy se s úspìchem používají pøi genovém mapování nebo pøi ne-
pøímé molekulárnì genetické diagnostice [24].
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Obr. 1.1 Schematické znázornìní dìdiènosti cystické fibrózy



Geny se obecnì dìdí po dvojicích, pøièemž jeden èlen této dvojice je nazýván
„alela“, tj. alternativní varianta téhož genu na homologních chromozomech paternál-
ního a maternálního pùvodu. CF je monogenní onemocnìní, což znamená, že domi-
nantní vliv na pøítomnost onemocnìní mají mutace v jednom genu (viz dále gen
a protein CFTR, kap. 2). Další genetické modifikátory pak ovlivòují závažnost jed-
notlivých pøíznakù a jsou podrobnì diskutovány v kapitole 2.3 [49].

Gen cystické fibrózy (CFTR) byl objeven pøed více než 14 lety a nachází se na
dlouhém raménku chromozomu 7 v oblasti lokusu 7q31 [24, 40, 41]. CF je tedy auto-
zomálnì recesivnì dìdièné onemocnìní, kde nacházíme klasický „mendelistický
štìpný pomìr“ pøi „køížení“ dvou obligátních (tj. nemanifestujících se – zdravých)
heterozygotù, tj. rodièù nemocných s CF, 25 % potomkù (nebo také „1“) jsou zdraví
bez mutace, 50 % zdraví nositelé mutace (nebo také „2“) a 25 % nemocní homozygoti
(nebo opìt „1“) (obr. 1.1). Z uvedeného vyplývá, že partnerství dvou rodièù, nositelù
mutace v genu CF má 25% riziko, že jejich dítì bude nemocné, 50% pravdìpodob-
nost narození zdravých nositelù a ve 25 % všech pøípadù neponese dítì ani jednu
z mutovaných alel genu CF (kap. 3.5). U autozomálnì recesivních onemocnìní je dù-
ležité, že u rodièù „zdravá“ nemutovaná alela vyváží svou aktivitou nedostateènou
funkci mutované alely, a proto se CF u nich neprojeví. U nemocných s CF je z tohoto
dùvodu urèující pro výsledný fenotyp relativnì mírnìjší mutovaná alela genu CF
(kap. 21).

Vzhledem k relativnì vysoké incidenci nemocných s CF (1 : 2736 novorozencù)
[20] lze odvodit èetnost nositelù mutovaného genu CF v obecné populaci podle
Hardyho-Weinbergova zákona na pøibližnì 1 : 26 jedincù [29]. Z této hodnoty vyplý-
vá, že jedno na 676 (26 × 26) manželství/partnerství má 25% (1 : 4) pravdìpodobnost
narození dítìte s CF. Mendelistická rizika jsou pro jednou daná a riziko narození dal-
šího nemocného nebo zdravého dítìte neroste s poètem nemocných nebo zdravých
dìtí v rodinì (oproti empirickým rizikùm u polygenních onemocnìní, jako je napøí-
klad ischemická choroba srdeèní nebo diabetes mellitus typu 1–2). Tak mohou mít
oba rodièe – nositelé mutací v genu CF, nìkolik zdravých dìtí a o své dispozici ani
nevìdìt, tak jako existovaly v minulosti i partnerství s opakovaným porodem nemoc-
ného dítìte. Tato situace by se v souèasné dobì mìla vyskytovat velmi zøídka, pøede-
vším v situacích, kdy by rodiny z náboženských dùvodù odmítaly prenatální genetic-
kou diagnostiku [33, 34]. Riziko nositelství mutace genu pro CF významnì stoupá,
jestliže se v pøíbuzenstvu CF již u nìkoho vyskytla, a proto je dùležité v tìchto rodinách
indikovat genetické poradenství a molekulárnì genetickou („DNA“) diagnostiku (kap.
3.5).

Každý èlovìk, zvláštì pak pokrevní pøíbuzní, kteøí si pøejí urèení mutací CF genu,
by mìli navštívit genetickou ambulanci, kde lékaø stanoví statistické riziko nositel-
ství mutace a zajistí molekulárnì genetické vyšetøení. V pøípadì pozitivního nálezu
mutací doporuèujeme vyšetøení partnera èi partnerky prokázaného nositele na nej-
èastìjší mutace CF genu a zajišťujeme veškerou péèi bìhem tìhotenství, aby se maxi-
málnì snížilo riziko narození dítìte s CF [33] (kap. 3.5).
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Závìr
CF je jako klinická jednotka známa od roku 1938. V prvních letech byla pokládána
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nìèných membrán pro chloridy a transepiteliálního rozdílu potenciálù v 80. letech
byly poèátkem intensivní výzkumné èinnosti, která vyvrcholila v roce 1989 obje-
vem genu CFTR a následnì i jeho èetných mutací a variant.

V Èeské republice byli první nemocní s CF diagnostikováni po skonèení 2. svì-
tové války. V roce 1960 byla zavedena spolehlivá diagnostika potním testem, roz-
víjel se výzkum a zaèaly se uplatòovat novìjší léèebné postupy. Avšak až po roce
1989 se s lepší dostupností antibiotik, úèinných forem pankreatické substituce
a pøímým kontaktem se zahranièními pracovišti zlepšily naše léèebné možnosti.

Výskyt CF v ÈR se neliší od výskytu u jiných evropských populací. Stanovili
jsme jej na 1 : 2736 novorozencù, což znamená, že se u nás každým rokem narodí
pøibližnì 33 dìtí s CF. Celá jedna tøetina však není diagnostikována a velmi prav-
dìpodobnì žije pod jinými diagnózami.
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jejich dítì bude nemocné. Genetické poradenství a molekulárnì genetická dia-
gnostika se nabízí všem rodinám, ve kterých se CF vyskytla.
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2 Patogeneze cystické fibrózy

2.1 Molekulárnì genetická a patofyziologická podstata
cystické fibrózy

2.1.1 Gen CFTR

Poté co byl v roce 1946 potvrzen autozomálnì recesivní charakter dìdiènosti CF
(kap. 1.3), zaèalo celosvìtové úsilí o hledání defektního proteinu, který by zodpoví-
dal za patogenezi CF [3]. Teprve výrazný pokrok v molekulární genetice od 80. let
minulého století umožnil lokalizovat gen zodpovìdný za CF metodou tzv. pozièního
klonování, tj. aniž by byla známa jeho funkce nebo pøíslušný protein [79].

Nejprve byl gen pro CF mapován na chromozom 7 pomocí segregace CF s enzy-
mem paraoxonázou a brzy poté byl identifikován anonymní marker DOCRI-917, kte-
rý úzce segregoval s lokusem CF na dlouhém raménku chromozomu 7 v oblasti
7q31.3. Upøesnìní lokalizace genu pro CF umožnilo objev dalších vázaných marke-
rù, jako jsou napøíklad metH a D7S8, které jsou v daleko užší vazbì (< 1cM) se sa-
motným genem CF. Další studie potvrdily, že tyto markery pøekrývají gen CF v poøa-
dí metH/CF-lokus/D7S8 [8].

Objev extragenových dinukleotidových markerù vázaných ke genu pro CF ve
druhé polovinì 80. let minulého století mìl i významný praktický dopad. Umožnil to-
tiž nepøímou molekulárnì genetickou prenatální a postnatální diagnostiku a odhalení
nositelù CF zjištìním segregace markerù CF vyšetøením probanda a jeho rodièù, ne-
postižených, obligátních (tj. nemanifestujících) heterozygotù [84].

Urèení oblasti na chromozomu 7, ve které se nachází CFTR lokus, vedlo nejprve
k nalezení kandidátního genu pro CF [28]. Analýza pøedpovìzené sekvence amino-
kyselin tohoto genu však prokázala, že tento gen (pozdìji nazvaný int-related protein,
IRP, nyní pøejmenovaný na Wnt-1) patøí do skupiny rùstových faktorù, které z fyzio-
logického hlediska neodpovídají kandidátnímu genu pro CF [30]. Následný nález ro-
din s rekombinací mezi IRP a CF tento gen jednoznaènì vylouèil [30, 89, 90].

I pøes toto zklamání byly v rámci genu IRP objeveny další dva SNP markery
XV2c/TaqI, v samotném genu IRP a Km19/PstI, v jeho 5´oblasti, které jsou v mimo-
øádnì vysoké vazebné nerovnováze s CF lokusem a jejichž èetnost rekombinací v ro-
dinách s CF je menší než 1 % [28, 57]. Vazebná nerovnováha v rámci lokusu CFTR se
samotnou CF je paradoxnì nejvyšší právì v oblasti markerù Km19-CS7-XV2c, vzdá-
lených pøibližnì 190 kb v 5´ oblasti od promotoru genu CF (obr. 2.1). Tyto markery
jsou v prakticky absolutní vazebné nerovnováze [57] a tvoøí hlavní souèást tzv. hap-
lotypu „B“ (XV2c/TaqI alela „1“ – nepøítomnost restrikèního místa a Km19/PstI ale-
la „2“ – pøítomnost pøíslušného restrikèního místa). Posléze byla vazebná nerov-
nováha rozšíøena na skupinu dalších extragenových SNP markerù – metH/MspI,
CS7/HhaI, Mp6-d9/MspI a J44/XbaI, které pokrývají oblast až 750 kb dlouhou, a to
až po marker J3.11/MspI lokalizovaný z 3´ strany genu CFTR (obr. 2.1). Nález vyso-
ké vazebné nerovnováhy také znamenal, že v genu CF s pravdìpodobností existuje
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pouze jedna hlavní patogenní mutace [57] a má klíèový význam pro spolehlivou ne-
pøímou molekulárnì genetickou diagnostiku tohoto onemocnìní [84].

Gen CF byl s koneènou platností lokalizován pozièním klonováním v rámci chro-
mozomálního úseku 7q31.3. To umožnilo v srpnu 1989 publikovat objev genu CF
v sérii tøí následných èlánkù v èasopise Science, které popsaly jeho klonování, gene-
tickou a fyziologickou predikèní analýzu [57, 79, 81].

Tento gen byl nazván „prozøetelnì“ cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator, ve zkratce gen CFTR, tj. volnì pøeloženo regulátor transmembránové vodi-
vosti iontù [79]. V souèasné dobì je tento gen také nazýván podle nové terminologie
ABCC7 [44]. Detailnì je jeho souèasná klasifikace, terminologie a charakteristika
uvedena na webové stránce OMIM (www.pubmed.com – OMIM; registraèní èíslo
602421).

Genetickou analýzou v reprezentativním souboru kanadsko-amerických rodin ne-
mocných s CF byla nalezena hlavní a nejèastìjší mutace CF, delece 3 pb v exonu 10
genu CFTR – F508del (podle døívìjší nomenklatury rovnìž nazývaná �F508). Tato
mutace se nalézá v celkem 750 kb dlouhé oblasti silné vazebné nerovnováhy na zá-
kladním haplotypu „B“ (obr. 2.1–2.2) [57]. Pozdìji se také potvrdilo, že vìtšina dal-
ších èastých patogenních mutací v genu CFTR se rovnìž nachází na pozadí haplotypu
„B“ [58, 25]. Tento nález potvrzuje, že selekèní výhoda nositelù mutací genu CFTR
je dána nejenom samotnými mutacemi, které pravdìpodobnì v heterozygotní podobì
snižují závažnost bakteriálních prùjmových onemocnìní, ale také tím, že faktory
v 5´ oblasti (okolo markeru Km19) zvyšují celkovou zdatnost („fitness“) nositelek
haplotypu „B“ [66].
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Obr. 2.1 Vazebná nerovnováha v oblasti genu CFTR
Je pozoruhodné, že vazebná nerovnováha je nejvyšší v 5´oblasti od promotoru genu CFTR
v oblasti markerù CS.7 / Km19 a zasahuje až 190 kb pøed promotorovou oblast genu CFTR
[66].



Nositelé závažných mutací v genu CFTR jsou odolnìjší k prùjmovým onemocnì-
ním, protože bakteriální enterotoxiny mohou vyvolat pouze polovièní sekretorickou
odpovìï ve støevì (nosièi mutací mají totiž pouze polovièní „dávku“ plnì funkèních
proteinù CFTR). Celosvìtové rozšíøení prùjmových onemocnìní však není v souladu
s praktickou nepøítomností CF u východoasijských populací. Z tohoto dùvodu je sna-
ha nalézt další, etnicky specifické genetické faktory vnì genu CFTR a v rámci haplo-
typu „B“, které by byly zodpovìdny za zvýšenou èetnost nositelù v evropských popu-
lacích.

Gen CFTR má 27 exonù a rozprostírá se v oblasti pøibližnì 250 kb dlouhé [79, 81].
Genový produkt, který je kódován tímto genem, se nazývá protein CFTR, který se
skládá z 1480 aminokyselin a patøí do nadrodiny tzv. „ATP-binding cassette“ trans-
membránových transportních proteinù. Protein CFTR plní pøedevším funkci chlori-
dového kanálu, ale také reguluje i další ostatní chloridové, napøíklad „outwardly rec-
tified chloride channels“ (ORCC) nebo sodíkové „epithelial sodium (Na+) channels“
(ENaC) kanály [79, 98] (obr. 2.3).

Dosud však není pøesnì známo, jaké genetické a negenetické faktory regulují
transkripci genu CFTR, který patøí mezi evoluènì vysoce konzervované provozní
(„housekeeping“) geny [98]. Prokázalo se také, že transkripce genu CFTR zaèíná na
nìkolika místech, tj. napøíklad na methioninu na zaèátku exonu 4. Funkèní význam
tohoto alternativního startu transkripce není zatím znám. Rovnìž tak transkripce je
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Obr. 2.3 Jednodimenzionální schéma regulaèních funkcí proteinu CFTR
Protein CFTR a jeho domény, ATP = adenosintrifosfát, cAMP = cyklický adenosinmonofosfát,
ENaC = epitelový sodíkový kanál, P2G = G protein funguje jako pøenašeè molekulárních signá-
lù, ORCC = „outwardly rectified chloride channel“; protein CFTR pozitivnì reguluje sekreèní
chloridový kanál ORCC a negativnì reguluje resorpèní kanál ENaC



výraznì tkáòovì specifická, protože neepiteliální buòky mají pouze minimální množ-
ství CFTR-mRNA. V souèasné dobì je snaha nalézt tkáòovì specifické transkripèní
faktory, které by zodpovídaly za rozdílnou expresi proteinu CFTR v rùzných tkáních
a tak objektivizovaly variabilní prùbìh CF [89]. Je zajímavé, že pomocí RNA analý-
zy byly nalezeny izoformy CFTR-mRNA. Napøíklad CFTR-mRNA v ledvinách
nemá èásti exonù 13 a 14A, a je proto nepravdìpodobné, že by takto fyziologicky po-
zmìnìný protein fungoval jako chloridový kanál. Je však pozoruhodné, že i „neúpl-
ný“ protein CFTR má vìtšinou zachovanou regulaèní funkci dalších iontových kaná-
lù [89].

V této souvislosti je dokumentována zajímavá skuteènost, že se dysfunkce protei-
nu CFTR v ledvinách klinicky neprojevuje [56]. Mùže to být dáno jak „molekulárním
bypassem“ jeho kanálové funkce dalšími iontovými kanály, tak i tím, že protein
CFTR má v ledvinách další, dosud neznámou funkci [92]. Studium izoforem proteinu
CFTR bude patøit k nejobtížnìjším, ale souèasnì i nejzajímavìjším souèástem zá-
kladního výzkumu CF s významným klinickým dopadem.

Napøíklad u zdravého králíka zcela chybí exon 5 genu CFTR, zatímco u lidí je pa-
togeneticky nejdùležitìjší alternativní sestøih exonu 9, vedoucí ke vzniku isoformy
CFTR 9- (tj. bez exonu 9), která je spojena s variantami IVS-8 5/7/9T [59] (blíže kap.
21).

2.1.2 Protein CFTR

Protein CFTR patøí do skupiny „ABC transportérù“ (blíže www.pubmed.com –
OMIM; registraèní èíslo 602421 a databáze SwissProt). Tato proteinová nadrodina je
zodpovìdná za transport malých molekul, jako jsou napøíklad nìkteré ionty (Cl–), cy-
tostatika, proteiny, ATP a disacharidy [89]. Protein CFTR se skládá ze dvou opakují-
cích se motivù transmembránových segmentù: TM1 a TM2 (transmembrane do-
mains; synonymum MSD1 a MSD2 – „membrane spanning domain“) a v cytoplazmì
lokalizovaných domén vázajících aktivované nukleotidy, tj. hlavnì ATP (adenosin-
trifosfát). NBD1 a NBD2 (nucleotide binding domains) a z jednoho nepárového
motivu – regulaèní domény „R“ (regulatory domain) (obr. 2.3 a 2.4). Protein CFTR
funguje jako chloridový kanál, který je aktivovaný cAMP prostøednictvím fosforyla-
ce „R“ domény proteinkinázou a následnou hydrolýzou ATP na povrchu NBD1
a NBD2 [4, 89].

Podle mechanického modelu funkce proteinu CFTR transmembránové domény
TM1 a TM2 vytváøejí vlastní chloridový kanál, spojující cytoplazmatickou oblast
s lumen exokrinních žláz, a ukotvují protein CFTR v bunìèné membránì. Domény
NBD1 a NBD2 jsou konformaènì aktivní a umožòují zavírání a otevírání chloridové-
ho kanálu „vertikálním posunem“ regulaèní domény „R“ (obr. 2.3 a 2.4). Podle toho-
to „mechanického“ modelu fungování proteinu CFTR „R“ doména funguje jako ja-
kýsi „ventil“, který uzavírá tok iontù chloridovým kanálem proteinu CFTR.

U CF je generalizovanì defektní epiteliální transport chloridových iontù, který je
daný poruchou funkce proteinu CFTR, jakožto chloridového kanálu [79, 92]. Protein
CFTR je exprimován tkáòovì specifickým zpùsobem, a to ve shodì s klinickým ob-
razem CF [56].
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V dýchacích cestách se protein CFTR nachází na apikální membránì bunìk sub-
mukózních žlázek dýchacích cest, zatímco v potní žláze je jak v apikální, tak i v ba-
zální èásti sekretorických bunìk. Protein CFTR se nachází v epiteliálních buòkách
zodpovìdných za patogenezi CF, tj. napø. v submukózních žlázkách bronchiolù,
v malých vývodech pankreatu, ve vývodech potní žlázy a v malých biliárních vývo-
dech [79]. Protein CFTR byl také nalezen v submukózních žlázkách jejunoileu,
Brunnerových žlázkách duodena, kolon a v testes [98]. Protein CFTR se rovnìž do-
sud ne zcela jasným zpùsobem exprimuje i v prùbìhu ontogeneze, pøedevším muž-
ského reprodukèního traktu v rámci embryonálních struktur mesonephros – Wolffo-
vých embryonálních vývodù [89].

Imunohistochemické studie jsou v souladu s expresními studiemi CFTR-mRNA
[56]. V této souvislosti je pozoruhodná nepøítomnost klinicky zjevného postižení led-
vin a centrálního nervového systému u CF, pøi celkové expresi germinálními mutace-
mi poškozeného proteinu CFTR [56, 89].

Názory na podstatu iontové poruchy u CF prošly v posledních nìkolika letech vý-
vojem a dosud není úplná podstata iontového defektu u CF zcela jasná [4, 89]. V sou-
èasné dobì se odborné názory ustálily na tom, že v dùsledku narušení proteinu CFTR,
jakožto chloridového kanálu, dochází k abnormálnímu transportu chloridových a so-
díkových iontù pøes epiteliální membrány. Tím je porušena osmotickými mechaniz-
my podmínìná hydratace mukoidních sekretù dýchacích cest a vývodù pankreatu.
Tento mechanizmus vede k jejich zvýšené viskozitì, rekurentní obstrukci, produktiv-
nímu a resorpènímu zánìtu a progresivní destrukci postižených cílových orgánù, tj.
plic, slinivky bøišní a mužského reprodukèního systému ireverzibilní fibrotizací.
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Obr. 2.4 Mechanický model regulace toku iontù kanálem proteinu CFTR
Tento model fungování proteinu CFTR pøedpokládá vazbu ATP na konformaènì aktivní domé-
ny NBD1, které pomocí vertikálního pohybu regulaèní domény „R“ nechávají iontový kanál
buïto otevøený, nebo zavøený.



Zvýšená viskozita sekretù v plicních bronchiolech je dána rovnìž vysokomolekulární
DNA, která se uvolòuje z rozpadlých bunìk pøi chronickém zánìtu [39]. V principu je
tedy CF podmínìna kombinací sekretorického a resorpèního defektu jak chlorido-
vých, tak sekundárnì i sodíkových iontù [92]. Hlavní patogenetický princip CF tedy
spoèívá v inaktivitì chloridových a hyperaktivitì sodíkových kanálù [89].

Schematicky je podstata kombinovaného sekretoricko-resorpèního defektu u CF
znázornìna na obr. 2.3, 2.4 a 2.5. Za normálního stavu Na+ a Cl– ionty prostupují me-
zibunìènými membránami a osmoticky s sebou „táhnou“ vodu. Tímto zpùsobem je
zajištìna správná hydratace vývodù exokrinních žláz. U CF je resorpèní funkce pro-
teinu CFTR porušena a souèasnì není proteinem CFTR inhibován resorpèní sodíko-
vý kanál ENaC (obr. 2.3). Tento vzájemnì provázaný patogenetický mechanizmus
vede k iontové nerovnováze v lumen vývodù exokrinních žláz, dehydrataci mukoid-
ních sekretù exokrinních žláz a k poruše funkce faktorù vrozené imunity, které jsou
velmi citlivé na iontovou nerovnováhu v extracelulárním prostøedí [92].

Kombinovaný sekretoricko-resorpèní defekt u CF ukázal na skuteènost, že prote-
in CFTR reguluje v rámci jedné buòky i další iontové kanály, jako je napøíklad další
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Obr. 2.5 Model proteinem CFTR zprostøedkované resorpce chloridových a sodíkových iontù
v potní žláze
Za normálního stavu jsou mukoidní sekrety hydratovány volným paracelulárním tokem sodíko-
vých a chloridových iontù, pøièemž jejich výsledná extracelulární koncentrace je dána resorpè-
ní aktivitou CFTR a ENaC iontových kanálù. Poznámka: Navržený model je platný pro potní
žlázu, kde porucha proteinem CFTR zprostøedkované resorpce iontù vede k diagnosticky zvý-
šeným koncentracím chloridù v potu. Jiné studie napøíklad uvádìjí „opaèný“ tok iontù v dýcha-
cích cestách, pankreatu nebo jejunoileu. Je však zøejmé, že složení periciliární tekutiny dýcha-
cích cest je velmi obtížnì pøesnì analyzovatelné a uvedený model se bude jistì zpøesòovat
s rozvojem fyziologických diagnostických mikrometod.



chloridový kanál ORCC. Dosud však není vyøešeno, zda je protein CFTR schopný re-
gulovat kanály pro další ionty (napøíklad draselné, kalciové apod.) v dalších buòkách
a nebo dokonce jiných tkáních [92]. Aktivaèní/inhibièní profily CFTR a ORCC chlo-
ridových kanálù jsou fyziologicky vyšetøovány in vitro mìøením intenzity toku iontù,
tj. hlavnì Na+ a/nebo Cl–, pøes bunìèné membrány, in vivo metodami „patch-clamp-
ing“, vyšetøením odtoku radioaktivnì znaèených chloridových iontù in vitro pomocí
tzv. „chloride efflux assay“ a inhibièními analýzami toku iontù pøes ORCC pomocí
DIDS (kyseliny 4,4´-diizothio-cyanato-stilbene-2,2´-disulfonové) nebo CFTR po-
mocí glybenklamidu [98].

Je pozoruhodné, že protein CFTR rovnìž funguje jako „internalizaèní“ endocytó-
zový receptor pro oportunní mikroorganizmy, jako je pøedevším Pseudomonas aeru-
ginosa, Salmonela typhimurium a Aspergillus fumigatus [78]. Navíc proteinem
CFTR zprostøedkovaná acidifikace intracelulárních fagocytárních endozomù je zod-
povìdná za zvýšenou náchylnost pacientù s CF ke kolonizaci oportunními patogeny
[89], protože nedochází k jejich úèinné intracelulární destrukci po jejich fagocytóze
makrofágy.

Detailnì jsou všechny tyto další funkce proteinu CFTR diskutovány z pohledu je-
jich možné patogeneze CF v pøehledné kapitole v monografii Welshe et al. [89].
S rozvojem studia funkce proteinu CFTR je zøejmé, že budou jistì objeveny jeho dal-
ší role a patogenetické vazby.

2.1.3 Mutace a varianty v genu CFTR

Do souèasné doby bylo nalezeno více než 1300 alterací nukleotidové sekvence genu
CFTR v rùzných svìtových populacích. Jedná se prakticky pouze o mutace germinál-
ní (tj. zárodeèného pùvodu, vyskytující se tak ve všech buòkách jedince), protože so-
matické mutace (jako jsou napøíklad u nádorù) nebyly v genu CFTR dosud popsány.
Mutace v genu CFTR jsou tedy „ancestrální“ povahy a jsou proto pøenášeny z genera-
ce na generaci. Germinální de novo mutace (èasté napøíklad u autozomálnì domi-
nantních onemocnìní) jsou v genu CFTR velmi vzácné. V této souvislosti je nutno
zdùraznit, že ne všechny dosud nalezené zmìny sekvence genu CFTR lze považovat
za patogenní zmìny – tj. mutace. U více než 400 dosud evidovaných mutací není rov-
nìž jednoznaènì urèen jejich patogenní potenciál [44, 82].

Aktuální stav distribuce mutací v genu CFTR je uveden v pravidelnì aktualizova-
né mutaèní databázi vedené torontskou pracovní skupinou. Cystic Fibrosis Genetic
Analysis Consortium (CFGAC; http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). Databáze
CFGAC je výsledkem dlouhodobé spolupráce více než 100 pøedních svìtových ge-
netických laboratoøí. CFGAC jsou také prùbìžnì hlášeny nové mutace genu CFTR,
a to pøed jejich publikováním [88].

Základní a nejèastìjší mutací genu CFTR je delece 3 pb, která vede ke ztrátì fenyl-
alaninu („F“ v jednopísmenném kódu aminokyselin) na pozici 508 proteinu proteinu
CFTR – F508del [57] (obr. 2.2 v barevné pøíloze a 2.6). Nachází se v exonu 10 genu
CFTR a porušuje tak funkci klíèové domény proteinu CFTR-NBD1. Tato mutace je
více než 50 000 let stará a má jeden spoleèný pùvod [77]. Nachází se celosvìtovì
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v prùmìru na 66 % všech CF chromozomù u všech dosud testovaných pacientù s CF
(tab. 2.1) [10, 27, 88].

Tab. 2.1 Celosvìtový pøehled 45 nejèastìjších patogenních mutací
genu CFTR s èetností > 0,1 %

mutace molekulární patogeneze svìt
(43849)

USA
(25030)

Evropa
(27177)

výskyt

1 G85E Gly � Glu na pozici 85 0,15 0,17 0,21 støedozemí

2 E92K Glu � Lys na pozici 92 <0,1 <0,1 5,13# Turecko

3 A96E Ala � Glu na pozici 96 <0,1 <0,1 2,30# Turecko

4 CFTRde-
le2,3(21kb)

delece exonù 2 a 3 0,51 <0,1 1,00# Slované

5 394delTT 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 sestøihová porucha
mRNA

<0,1 <0,1 3,81# Ashk. Židé

8 457TAT�A TAT � A od nukl. 457 <0,1 <0,1 0,12# jižní 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 sestøihová porucha
mRNA

0,72 0,90 0,54 F. Kanaïané

12 711+1G�T sestøihová porucha
mRNA

0,11 <0,1 0,11 F. Kanaïané

13 1078delT posun se stop kodónem 0,13 <0,1 0,13 Bretonci

14 R334W Arg � Trp na pozici 334 0,12 0,22 0,16 vých. Evropa

15 R347P Arg � Pro na pozici 347 0,24 0,24 0,20 stø. 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 Holanïané

18 1677delTA del TA od nukleotidu
1677

<0,1 <0,1 0,44# Èernomoøí

19 I507del delece Ile na pozici 507 0,21 0,31 0,23 Anglosasové

20 F508del delece Phe na pozici
508

66,00 68,8 66,8 Evropané

21 1717-1G�T sestøihová porucha
mRNA

0,65 0,28 0,83 Francie/Itálie

22 G542X nestabilní mRNA 2,42 2,43 2,64 støedozemí

23 G551D Gly � Asp na pozici 551 1,64 2,12 1,50 Keltové

24 R533X nestabilní mRNA 0,73 0,90 0,75 stø. Evropa

25 S549N Ser � Asn na pozici 549 <0,1 <0,1 0,10 støedozemí

26 S549R 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 Severní Irsko
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28 1548delG delece G od nukl. 1548 <0,1 <0,1 15,02# Arabové

29 1898+1G�A sestøihová porucha
mRNA

0,12 <0,1 0,22 Wales

30 2789+5G�A* sestøihová porucha
mRNA

0,12 0,31 0,11 vých. Evropa

31 2143delT posun se stop kodónem <0,1 <0,1 0,27# Slované

32 2183AA�G posun se stop kodónem <0,1 <0,1 0,29# Tyrolsko

33 2184insA posun se stop kodónem <0,1 <0,1 0,28# Slované

34 E822X pøedèasný stop kodón <0,1 <0,1 0,12# Øekové

35 3120+1 G�A sestøihová porucha
mRNA

0,6 1,0 <0,1 Afrika/
Arábie

36 R1070Q Arg � Gln na pozici
1070

<0,1 <0,1 0,14# Bulhaøi

37 M1101K Met � Lys na pozici
1101

<0,1 <0,1 69,01# Habáni

38 R1158X pøedèasný stop kodón <0,1 <0,1 0,11# Øekové

39 R1162X pøedèasný stop kodón 0,29 0,22 0,51 sev. Itálie

40 3569delC posun se stop kodónem 0,12 0,17 0,14 Švédové

41 3849+10kb
C�T*

sestøihová porucha 0,24 0,67 0,15 Ashk. Židé

42 3905insT posun se stop kodónem <0,1 <0,1 0,10# Švýcaøi

43 W1282X nestabilní mRNA 1,22 1,41 1,01 Ashk. Židé

44 N1303K Asn � Lys na pozici
1303

1,34 1,25 1,64 støedomoøí

45 4374+1 G�A sestøihová porucha
mRNA

<0,1 <0,1 0,8# Slované

Mutace jsou seøazeny vzestupnì podle jejich výskytu v jednotlivých exonech genu CFTR;
jsou znázornìny patogenní mutace vyskytující se > 0,1 % ve 3 reprezentativních souborech;
èísla v závorkách uvádìjí poèet testovaných CF chromozomù.
* = mutace mùže být spojena s atypickou CF; Ashk. Židé = Ashkenazi – židovské populace, F.
Kanaïané = francouzští Kanaïané; nukl. = nukleotid; # = mutace, které jsou èasté pouze
v uvedených populacích nebo oblastech [10]

Na obrázku 2.6 je uvedena distribuce jednotlivých mutací v rámci genu CFTR.
Vìtšina mutací je rovnomìrnì rozložena po celé kódující sekvenci a postihuje tak
všechny jednotlivé funkèní domény proteinu CFTR. Mutace v exonech 3–7 postihují
funkci domény TM1, v exonech 9–12 porušují funkci domény NBD1, v exonu 13 po-
stihují funkcí „R“ domény, v exonech 14–18 porušují funkci domény TM2 a v exo-
nech 19–22 narušují fungování domény NBD2 proteinu CFTR.

Z celkového poètu dosud známých mutací v genu CFTR pouze pøibližnì 20 muta-
cí – 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 a 3120+1 G�A –
pøedstavuje celosvìtovì populaènì a klinicky nejdùležitìjší alely genu CFTR ve vel-
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kých heterogenních evropsko-amerických bìlošských populacích (tab. 2.1). Ostatní
mutace jsou vzácné, tj. „privátní“ a vyskytují se ojedinìle v jednotlivých rodinách
s CF [27]. Tyto mutace je však velmi obtížné rutinnì molekulárnì geneticky vyšetøo-
vat.

Nìkteré celosvìtovì jinak vzácnìjší mutace však mohou dosáhnout pozoruhodnì
vysokých èetností, tj. až 5 %, v nìkterých izolovaných populacích v dùsledku gene-
tického driftu, jako napøíklad mutace G551D u keltských populací, nebo v dùsledku
efektu zakladatele, jako napøíklad mutace W1282X u Ashkenazi – židovských popu-
lací. Pøehled nejèastìjších mutací a jejich etnická a regionální distribuce jsou uvede-
ny v publikaci Bobadilla et al. [10]. Pro potøeby této monografie se dále budeme za-
bývat pouze distribucí mutací u èeské a slovenské populace.

U vìtšiny jednotlivých mutací genu CFTR byl haplotypovou analýzou jejich in-
tragenového pozadí pomocí markerù nalezen jejich spoleèný pùvod [77]. Tak lze ob-
jektivnì sledovat populaènì genetické a historické vazby, které utváøely souèasný ge-
nofond evropských populací [10]. Naopak u nìkolika èastých mutací, které vznikly
v rámci CpG dinukleotidu, jako jsou napøíklad mutace R553X, R117H a R334W, byl
prokázán jejich nezávislý pùvod („rekurentní charakter“), což vysvìtluje jejich pøí-
tomnost v geneticky nepøíbuzných populacích.

Nejèastìjšími mutacemi v genu CFTR jsou zámìny aminokyselin („missense“
mutace). Tyto mutace tvoøí 42 % všech dosud známých mutací tohoto genu a jejich
typickým pøíkladem je mutace G551D. Posunové („frameshift“) mutace zpùsobující
poruchu ètecího rámce vložením urèitého poètu nukleotidù, který není dìlitelný tøe-
mi. Vyskytují se ve 23 % všech pøípadù a jejich typickým pøedstavitelem je alela
2143delT. Nesmyslné mutace („nonsense“) vytvoøí pøedèasný stop kodón z pùvodní-
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Obr. 2.6 Distribuce jednotlivých typù mutací v celé kódující sekvenci genu CFTR
TM1 a TM2 = transmembránové domény, NBD1 a NBD2 = domény, které vážou ATP, R = re-
gulaèní doména, AA = delece, které nepoškozují ètecí rámec genu CFTR, jako napøíklad muta-
ce F508del (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/)



ho kodónu pøíslušné aminokyseliny. Vyskytují se v 17 % všech pøípadù a jejich typic-
kým pøedstavitelem je napøíklad mutace G542X a vedou k tvorbì nestabilní CFTR-
-mRNA (tab. 2.1). Abnormální sestøih exonù genu CFTR zpùsobují sestøihové
mutace („splicingové“), které se vyskytují ve 12 % všech pøípadù. Jejich typickým
pøedstavitelem je napøíklad mutace 1898+1 G�A [10].

Pokud se sestøihové mutace nacházejí v „konsenzuální“ sestøihové sekvenci na
rozhraní exonù a intronù v oblasti ±5 pb od zaèátku nebo konce exonu, je možné je
asociovat s rozvojem klasické formy CF [82]. Existují však i výjimky, jako je napøí-
klad mutace 3272-26 A�G, která je relativnì „hluboko“ v intronu a u které expresní
studie potvrdily její patogenní potenciál spojený s rozvojem atypické formy CF [44].

V poslední dobì se nalézají pomocí analýzy CFTR–mRNA sestøihové mutace,
které se nacházejí velmi „hluboko“ v intronech (až 10 kb) genu CFTR. Typickým pøí-
kladem jsou alely 3849+10kb C�T nebo 1811+1.6kb C�T, které vedou k aktivaci
pøepisu kryptických exonù v pøíslušných intronech tím, že vytvoøí pøíslušná exon/in-
tronová rozhraní [51, 54]. Klinický dopad mutací uložených hluboko v intronech ne-
ní jednoznaèný a je spojený se znaènou fenotypickou variabilitou CF [89]. Tyto mu-
tace zpùsobují diagnostické rozpaky, protože pacienti s tìmito mutacemi jsou èasto
pankreaticky suficientní a mají hranièní (30–60 mmol/l) koncentrace chloridù v potu.

V 6 % všech pøípadù se vyskytují delece nebo inzerce násobkù tøí pb DNA, které
neporušují ètecí rámec genu CFTR. Typickým pøedstavitelem tìchto mutací „hlavní“
delece genu CFTR – mutace F508del, která vede ke ztrátì kodónu pro aminokyselinu
fenylalanin. Rozsáhlé intragenové delece postihují nebo nepostihují ètecí rámeèek
podle toho, zda je kódující sekvence pøíslušných exonù/intronù, kterou eliminují, dì-
litelná tøemi. Typickým pøíkladem rozsáhlých intragenových delecí je „slovanská“
mutace CFTRdele2,3(21kb) [24]. Podle posledních studií jsou rovnìž intragenové
pøestavby a rozsáhlé delece zahrnující nìkolik exonù nebo pøilehlých intronù v genu
CFTR relativnì èasté (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.).

„Patogenní“ mutace nejsou dosud nalézány v promotoru genu CFTR nebo v ob-
lasti pro polyadenylaèní signál CFTR-mRNA („3´ untranslated region“). Ukazuje se
však, že èetné promotorové varianty, jako napøíklad 125 G/C, jsou v silné vazebné ne-
rovnováze s dalšími mutacemi v genu CFTR [20]. Funkèní dopad tohoto nálezu však
není dosud znám, ale je velmi užiteèný pro molekulárnì genetickou diagnostiku CF.

2.1.3.1 Mutace v patogenezi CF – tøídy mutací genu CFTR
Pøítomnost dvou mutací genu CFTR, paternálního a maternálního pùvodu, v pozici
trans, u nichž byla prokázána a/nebo pøedpovìdìna kauzální asociace s klasickou for-
mou CF potvrzuje její klinickou diagnózu. Nepøítomnost mutací u klinicky jinak jed-
noznaèného pøípadu CF diagnózu nevyluèuje (kap. 20). Mutace s prokázanou nebo
pøedpovìzenou kauzální asociací s CF se nazývají patogenní mutace („CF causing
mutations“), oproti všem ostatním alteracím sekvence genu CFTR („CFTR gene mu-
tations“) [82, 89].

Uvedená patogenetická klasifikace je velmi dùležitá pøi použití mutaèní analýzy
k diferenciální diagnostice CF a pøedevším v prenatální diagnostice, kdy je nutné roz-
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hodnout o tom, zda vyšetøovaný plod má klasickou formu CF [82]. V tomto ohledu je
však velmi obtížné posoudit patogenetický dopad sestøihových mutací, které jsou dá-
le než ±5 pb v intronu od pøíslušného místa sestøihu. Pøíkladem je mutace 3849+10kb
C�T spojená s atypickými a monosymptomatickými formami CF, u které jsou pøí-
tomny hranièní koncentrace chloridù v potu (viz výše). Dále je nutné pøihlédnout ke
vlivu intragenových variant v pozici cis, které mohou modifikovat patogenetický do-
pad „hlavní“ mutace, jako je tomu v pøípadì mutace R117H a varianty IVS8-„5T“
(R117H-5T versus R117H-7T/9T) [59] (kap. 20).

V souhrnu je tedy nutné k pøesné diferenciální diagnostice rùzných forem CF roz-
lišovat mezi mutacemi genu CFTR, tj. všemi mutacemi tohoto genu, a mutacemi,
u kterých bylo potvrzeno, že zpùsobují CF. Pøedejde se tak nejen špatné interpretaci
molekulárnì genetického nálezu pøi genetickém poradenství, ale i zbyteèné psychic-
ké iatrogenní traumatizaci vyšetøovaných pacientù a jejich rodin [98, 89].

Z patogenetického hlediska vìtšina dosud známých nesmyslných, posunových
a sestøihových mutací postihuje složení a/nebo funkci CFTR-mRNA. Pøesný mecha-
nizmus této komplexní molekulární patogeneze není dosud i pøes jeho intenzivní a ví-
ce než desetileté studium pøesnì stanovený [89]. Navíc mnohé studie byly provedeny
in vitro u bunìk s umìle zvýšenou („over-expression“) expresí mutovaných proteinù
CFTR, a tak nebylo jasné, zda tato situace nastává také in vivo u pacientù s CF. V sou-
hrnu z uvedeného vyplývá, že studium molekulární patogeneze jednotlivých mutací
v genu CFTR je velmi technicky a èasovì nároènou záležitostí. Navíc mnohé studie
poskytují kontroverzní výsledky vzhledem k tomu, že jsou u nich používány nestan-
dardní expresní metodiky, rozdílné bunìèné kultury a malé soubory pøíslušných tes-
tovaných mutací. V roce 2000 proto vznikla v rámci konzorcia Evropské unie CF
Thematic European Working Group on CFTR Expression, tj. Pracovní skupina pro
expresní studie proteinu CFTR (www.cfnetwork.be), která si v první fázi svého pùso-
bení vytýèila cíl sjednotit metodiku expresních studií u genu CFTR/proteinu CFTR.
Podrobný popis molekulární patogeneze u jednotlivých typù mutací není pøedmìtem
této monografie a lze jej nalézt v pøehledných èláncích [89, 98].

Klinicky „závažné“ mutace genu CFTR jsou spojené s pankreatickou insuficiencí
a vìtšinou klasickou formou CF, zatímco „mírné“ mutace spíše s pankreatickou sufi-
ciencí a s atypickými formami CF (kap. 20). Vzhledem k tomu, že je velmi obtížné
u jednotlivých mutací objektivnì stanovit jejich molekulární patogenezi a tak pøed-
povìdìt jejich klinický dopad, byla snaha je rozdìlit do jednotlivých patogenetických
tøíd [88, 98].

K získání alespoò rámcového pøehledu o funkèním dopadu rùzných mutací genu
CFTR Tsui et al. [88] navrhli dosud stále platnou základní patogenetickou klasifikaci
5 tøíd mutací genu CFTR na základì expresními studiemi potvrzeného a/nebo mode-
lovì pøedpovìzeného mechanizmu jejich molekulárních dysfunkcí (obr. 2.7). Pozdìji
bylo pùvodních 5 tøíd rozšíøeno o další 2 patogenetické tøídy s postupným rozvojem
poznání o molekulární patogenezi mutací genu CFTR [98]. V kapitole pojednávající
o korelacích genotypu s fenotypem se z praktických dùvodù však držíme pouze klasi-
fikace do tøíd I–V. V budoucnu možná budou s rozvojem znalostí o molekulární pato-
genezi porušené funkce proteinu CFTR stanoveny ještì další tøídy mutací nebo bu-
dou dosavadní tøídy „zkonsolidovány“ jako v pøípadì nové klasifikace navržené
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Welshem et al. [89]. Tito autoøi navrhují pouze 4 základní patogenetické tøídy mutací
genu CFTR, poté co slouèili tøídy I (kvalitativní defekt syntézy proteinu CFTR) a V
(kvantitativní defekt syntézy proteinu CFTR) do jedné spoleèné tøídy a ponechali pù-
vodní patogenetické tøídy II–IV. Další tøídy, tj. VI–VII jsou proto dnes považovány
za „nadstavbové“, a tak doplòující charakteristiku 4 základních tøíd nové klasifikace
[98]. Dále uvádíme základní charakterizaci jednotlivých tøíd mutací podle jejich pøe-
važujícího a spoleèného patogenetického dopadu.

Tøída I. „Narušená syntéza proteinu CFTR, který tak chybí na apikální membrá-
nì.“ Tyto mutace blokují syntézu nebo tìžce alterují strukturu proteinu CFTR. Jedná
se tedy hlavnì o nesmyslné mutace, jako jsou napøíklad alely G542X, R553X,
R1162X a W1282X, které zavedou pøedèasný stop-kodón do sekvence genu CFTR.
Jsou zde zaøazeny i posunové mutace, jako napøíklad alely 2143delT, 2184insA
a 2183delAA�G, které vytvoøí zkrácené formy proteinu CFTR, vèetnì nìkterých
sestøihových mutací (1898+1G�A) nebo i zámìn aminokyselin, které zmìní iniciaè-
ní kodón translace, tj. methionin na pozici 1 – M1V. Výsledkem je nepøítomnost pro-
teinu CFTR na apikální membránì epiteliálních bunìk, protože zkrácené a dysfunkè-
ní formy proteinu CFTR jsou rychle degradovány v endoplazmatickém retikulu. Tato
tøída mutací je spojena se závažným prùbìhem CF, pankreatickou insuficiencí a ma-
lou variabilitou klinického prùbìhu CF (obr. 2.7).

Je pozoruhodné, že se v poslední dobì prokázalo, že aminoglykosidová antibioti-
ka, jako napøíklad gentamicin, mohou mitigovat molekulární patogenezi spojenou
nesmyslnými mutacemi, které zavedou pøedèasný stop kodón do sekvence genu
CFTR, a tak vedou k pøeskoèení exonu, ve kterém se vyskytují. Pùvodnì byl tento fe-
nomén prokázán in vitro a v souèasné dobì již dokonce probíhají nadìjné studie
s gentamicinem in vivo u izraelských pacientù s jejich èastou mutací W1282X [91].

Tøída II. „Abnormální posttranslaèní glykosylace a intracelulární transport pro-
teinu CFTR, spojený s jeho nepøítomností na apikální membránì.“ Tyto mutace ome-
zují nebo dokonce zcela blokují vyzrávání, tj. správnou posttranslaèní glykosylaci
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Obr. 2.7 Základní patogenetické tøídy mutací genu CFTR
p – porucha funkce, s – snížení funkce CFTR proteinu [88, 98]



a výslednou terciární konformaci proteinu CFTR a jeho následný transport na „místo
urèení“, tj. apikální membránu. Dùsledkem této skupiny mutací, jejichž typickým
pøedstavitelem je hlavní mutace F508del, je nepøítomnost proteinu CFTR na apikální
membránì epiteliálních bunìk. Tak jako u tøídy I, i tyto mutace jsou spojeny se zá-
važným prùbìhem CF, pankreatickou insuficiencí a malou variabilitou klinického
prùbìhu CF (obr. 2.7).

Protein CFTR, porušený mutacemi ze tøídy II, za urèitých podmínek mùže fungo-
vat prakticky normálnì. Terapeuticky se in vivo napøíklad uplatòují nízkomolekulár-
ní stabilizátory terciární konformace proteinu CFTR, jako je napøíklad 4-fenylbutyrát
[89, 96] (také kap. 22).

Tøída III. „Porucha regulace proteinu CFTR, který je pøítomný na apikální mem-
bránì.“ Tyto mutace postihují aktivaci a/nebo regulaèní funkce proteinu CFTR ja-
kožto chloridového kanálu. Jedná se pøedevším o blokádu vazby ATP na NBD1 a/ne-
bo NBD2, které jsou nezbytné pro aktivaci a otevøení/zavøení iontového kanálu
proteinu CFTR. Typickým pøíkladem je mutace G551D, která však nejenom blokuje
vazbu ATP na NBD1, ale i regulaci dalšího chloridového kanálu ORCC (obr. 2.7),
a tak se u ní uplatòuje i patogenetický mechanizmus tøídy VI. Také u této tøídy mutací
genu CFTR je klinický prùbìh CF závažný, je spojený s pankreatickou insuficiencí
a variabilita klinického prùbìhu CF je rovnìž minimální.

V pøípadì proteinu G551D-CFTR je možné jeho správné fungování in vivo pozi-
tivnì ovlivnit inhalaèní terapií analogem ATP-uridintrifosfátem (UTP). UTP se
v nadbytku mùže stericky navázat na mutované vazebné místo v rámci domény
NBD1 a tak plnì aktivovat i mutovaný protein CFTR [89, 98]. Tento typ genotypovì
specifické terapie se již využívá v klinické praxi [96] (také kap. 22).

V souhrnu jsou patogenetické tøídy I–III spojeny s minimální aktivitou a/nebo ne-
pøítomností proteinu CFTR, a tak s klasickou formou CF, tj. se zvýšenými koncentra-
cemi chloridù v potu, exokrinní pankreatickou insuficiencí, progresivním sino-pul-
monálním onemocnìním a mužskou neplodností. Tyto první tøi tøídy jsou také
spojeny s relativnì menší variabilitou klinického prùbìhu CF mezi jednotlivými pa-
cienty s CF [98].

Tøída IV. „Snížená vodivost chloridového kanálu s normálním množstvím pro-
teinu CFTR na apikální membránì, který má reziduálnì zachovanou funkci chlorido-
vého kanálu.“ Tyto mutace snižují vodivost chloridového kanálu proteinu CFTR.
Hlavnì se zde jedná o zámìny aminokyselin, jako jsou napøíklad alely R117H,
R347P a R334W, postihující domény TM1 nebo TM2 proteinu CFTR, které vytváøí
jeho iontový kanál (obr. 2.7). Tyto mutace umožòují normální syntézu proteinu
CFTR a jeho transport na apikální membránu, ale „deformují“ samotný iontový ka-
nál. Jedná se o klinicky „mírné“ mutace spojené s pankreatickou suficiencí, ale va-
riabilnìjším prùbìhem sino-pulmonálního onemocnìní. Fenotypický dopad tìchto
mutací je èasto modifikován dalšími intragenovými variantami a faktory, jako je na-
pøíklad polytymidinový trakt pøed exonem 9 – IVS-8 „T(n)“ nebo poly TG trakt v té-
že oblasti – IVS-8 TG(n) [62] (blíže kap. 21).

Tøída V. „Redukovaná syntéza, zhoršený intracelulární transport a snížené množ-
ství plnì funkèního proteinu CFTR na apikální membránì.“ Zde se jedná se o nejrùz-
nìjší typy sestøihových mutací, které vedou k nesprávnému a/nebo neefektivnímu
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sestøihu mRNA genu CFTR. Tyto mutace „dovolují“ syntézu vìtšího množství plno-
hodnotné CFTR-mRNA. Tím vznikají nestabilní izoformy proteinu CFTR, což vý-
slednì snižuje podíl „plnohodnotného“ proteinu na apikální bunìèné membránì, jako
napøíklad u mutace 3849+10kb C�T [51]. Tato tøída mutací je spojena s mírným
prùbìhem CF, s hranièními koncentracemi chloridù v potu a mužskou fertilitou, ale
opìt s variabilním prùbìhem plicního onemocnìní. Tento typ mutací se také ve zvý-
šené míøe vyskytuje u atypických a monosymptomatických forem CF, vèetnì one-
mocnìní pøíbuzných CF (kap. 20) (obr. 2.7).

Tøída VI. „Ztráta regulaèní funkce dalších iontových kanálù.“ Tyto mutace mo-
hou postihnout schopnost proteinu CFTR regulovat další iontové kanály, jako je na-
pøíklad „epithelial sodium (Na+) channel (ENaC)“ nebo „outwardly rectified chloride
channel (ORCC)“, pøièemž ztráta této regulaèní aktivity mùže výraznì ovlivnit prù-
bìh CF (obr. 2.3) [98]. Pøíkladem je mutace G551D, která spadá také do tøídy III,
oproti mutaci A455E, která je pouze spojena s patogenetickým mechanizmem tøídy
III a ne tøídy VI. Z tohoto dùvodu je sino-pulmonální onemocnìní spojené s mutací
A455E mírné [41].

Tøída VII. „Snížená stabilita jinak plnì funkèního proteinu CFTR na apikální
membránì.“ Nedávné studie prokázaly, že zkrácení karboxylového konce proteinu
CFTR o pøibližnì 70–100 bp vede ke zvýšené nestabilitì jinak plnì funkèní varianty
proteinu. Jedná se zde pøevážnì o nesmyslné a posunové mutace pøítomné na „konci“
genu CFTR, jako jsou napøíklad alely Q1412X, 4396delTC, 4279insA a S1455X,
které jsou spojeny se ménì závažným prùbìhem onemocnìní CF [76].

V souhrnu je možno øíci, že mutace ze tøíd IV–VII jsou spojeny s relativnì vìtší
variabilitou klinického prùbìhu CF oproti tøídám I–III. Mutace ze tøíd IV–VII se také
signifikantnì èastìji nalézají u atypických, monosymptomatických forem CF, vèetnì
onemocnìní pøíbuzných CF [89]. Uvedené pøíklady „genotypovì specifické terapie“
u jednotlivých patogenetických tøíd svìdèí pro to, jak znalost pøesné molekulární pa-
togeneze umožní individuálnì optimalizovat léèbu pro jednotlivé pacienty s CF.
V tomto ohledu je CF opìt modelem pro budoucí genotypovì specifickou terapii
všech ostatních dìdièných onemocnìní [89, 96].

2.1.3.2 Varianty v patogenezi CF
V sekvenci genu CFTR bylo dosud nalezeno více než 400 variant/polymorfizmù (viz
databáze CFGAC – http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr). Podle uznávané populaè-
nì genetické definice se varianta, která se vyskytuje ve více než 1 % v obecné popula-
ci, již považuje za „neutrální polymorfizmus“ [11]. Varianty/polymorfizmy jsou tedy
relativnì èasté alely, které se ve svých èetnostech mezi jednotlivými populacemi vý-
raznì liší, protože evoluènì nejsou pøedmìtem „sdílené“ selekce v rámci haplotypu
„B“ (viz výše). Jednotlivé varianty/polymorfizmy však samy o sobì nezpùsobí kla-
sickou formu CF, jak ukázaly studie zdravých nosièù „závažných“ mutací genu
CFTR s variantami v pozici trans. Podobné výsledky pøinesly i studie zjevnì zdra-
vých jedincù z obecné populace, u kterých se jednotlivé varianty/polymorfizmy na-
lezly také ve vzájemné pozici trans a ve zvýšených èetnostech [82, 11].

Nìkteré varianty/polymorfizmy mohou kvantitativnì „snížit“ správnou funkci
proteinu CFTR øádovì pouze o nìkolik procent, což se v této „izolované“ podobì kli-
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nicky neprojeví. Pokud však jich je více v pozici cis, mùže být jejich úèinek aditivní
nebo dokonce i multiplikativní. Navíc fenotypický projev mutací genu CFTR ať již
v homozygotní, nebo heterozygotní konstituci je rovnìž ovlivòován variantami v in-
tronu 8 genu CFTR [59] – IVS-8 T(n) a IVS-8 TG(n) a variantou 1540 A/G (M470V)
v exonu 10 genu CFTR [19].

V souèasné dobì jsou totiž známy pouze základní charakteristiky populaèního
výskytu nejèastìjších variant / polymorfizmù u pacientù s rùznými CFTRpatiemi (tj.
chorobami spojenými s mutacemi v genu CFTR) a v kontrolní populaci [11]. Proto
urèení populaèní èetnosti rùzných variant/polymorfizmù genu CFTR je dùležitým
pøedpokladem k objasnìní patogeneze nejrùznìjších CFTRpatií [92]. Z uvedeného
vyplývá, že rozdìlení alterací sekvence genu CFTR na „benigní“ polymorfizmy
a „patogenní“ mutace je arbitrární povahy, protože mezi nimi neexistuje z funkèního
hlediska pøesná hranice [98]. Tato skuteènost však v souèasné dobì vytváøí znaèné
potíže pro pøesné genetické poradenství u CF.

2.1.4 Populaènì genetická charakteristika mutací genu CFTR

2.1.4.1 Èeská republika
V letech 1990–2004 jsme studovali reprezentativní soubor 270 èeských rodin s CF.
Tento soubor pacientù zahrnuje všechny dosud známé èeské pacienty s klasickou for-
mou CF k lednu 1996 a byl použit jako referenèní soubor v následujících letech pro
stanovení populaèní distribuce nejèastìjších mutací v naší populaci [65]. Vìtšinou se
jednalo o rodiny, které byly v dlouhodobé péèi Centra pro diagnostiku a léèbu cys-
tické fibrózy Fakultní nemocnice v Praze Motole (CF centrum Praha – Motol,
ublg.lf2.cuni.cz/cf.htm/). Kromì toho byly do souboru zahrnuty i další rodiny z celé
republiky, které byly v molekulárnì genetické laboratoøi CF Centra Praha – Motol
prenatálnì geneticky vyšetøovány.

V tabulce 2.2 je uveden pøehled všech nalezených mutací genu CFTR v Èeské re-
publice ze 540 analyzovaných CF chromozomù, tj. 270 èeských pacientù s CF [65].
K dosažení souèasné 95,98% záchytnosti mutací genu CFTR pøispìl zásadním zpùso-
bem objev „slovanské“ mutace CFTRdele2,3(21kb) na konci roku 1998, která se vy-
skytuje v naší populaci ve 4,63 % (25/540 CF chromozomù) a je tak druhou nejèastìj-
ší mutací v naší populaci [24].

Tab. 2.2 Distribuce mutací genu CFTR v Èeské 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
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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

I336K 1 0,19

S945L 1 0,19

- 470/540 87,03

populaènì specifické „národní“ mutace

L320F 1 0,19

V1212I-F508del 1 0,19

2622+1G�A 1 0,19

185+1 G�T 1 0,19

M952I 1 0,19

L997F 1 0,19

S1118F 1 0,19

3944delGT 1 0,19

– 8 /5 40 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 = poèet nalezených mutací, * = nìkteré mutace byly vyšetøovány na rozdílnì velkých sou-
borech, % = procentuální zastoupení jednotlivých mutací [65]
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Tímto výsledkem jsme se zaøadili mezi evropské státy s dosud nejvyšší populaèní
záchytností, tj. více než 90 % mutací genu CFTR [23]. Navíc jsme „pøekonali“ hrani-
ci 95% populaèní záchytnosti všech mutací [23, 10], která je pøedpokladem pro roz-
voj dvoustupòového novorozeneckého screeningu (IRT/DNA) CF, který je v souèas-
né dobì ve fázi pilotní studie [23].

V prùbìhu naší studie bylo také nalezeno a charakterizováno 5 nových mutací
v genu CFTR, které se nacházejí pouze u èeských pacientù s CF: 185+1G�T, L320F,
S1118F, V1212I a 3944delGT (tab. 2.3; databáze CFGAC – www.genet.sickkids.
on.ca/cftr/). Tyto mutace lze považovat za specificky èeské, privátní alely genu
CFTR, které dosud nebyly nalezeny u jiných evropských populací.

Tab. 2.3 Novì nalezené mutace u èeských pacientù

mutace nukleotidová zmìna lokalizace typ mutace

185+1 G�T G�T na 185 I 2 sestøihová

L320F A�T na 1092 E 7 zámìna aminokyselin (Leu � Phe)

S1118F C�T na 3485 E 17B zámìna aminokyselin (Ser � Phe)

V1212I G�A na 3766 E 20 zámìna aminokyselin (Val�Ile)

3944delGT delGT na 3944 E 20 posunová

nukleotidová zmìna na pøíslušném nukleotidu CFTR-cDNA;
I = intron a E = exon genu CFTR [65]

Relativnì vysoká populaèní èetnost hlavní mutace genu CFTR-F508del v 70,74 %
našich pacientù (tab. 2.2) potvrzuje severojižní gradient výskytu této mutace v Evro-
pì [29]. Stanovení stáøí mutace F508del pomocí tzv. parsimoniální analýzy rekombi-
naèních èetností intragenových haplotypù mikrosatelitových markerù na více než
50 000 let [77] rovnìž potvrdilo naši pùvodní hypotézu o paleolitickém pùvodu mutace.

Srovnávací analytická studie potvrdila naši hypotézu o keltském pùvodu mutace
G551D, dokumentovanou historicky a archeologicky prokázanou keltskou etnogene-
zí v Èeské republice a severním Rakousku [67, 68]. Svìdèí o tom také následnì pro-
kázaný zvýšený výskyt této mutace v oblastech s perzistencí keltského etnika v zá-
padní Evropì [31], tj. v Bretani, Irsku, na Britských ostrovech a v severním Rakousku
[10, 47, 68] (obr. 2.8). Stanovení objektivního stáøí mutace G551D pomocí tzv. parsi-
moniální analýzy rekombinaèních èetností intragenových haplotypù mikrosatelito-
vých markerù v genu CFTR na více než 3500 let a její unikátní asociace s intra-
genovým haplotypem „16-7-17“ [16] objektivizovalo naši hypotézu o spoleèném
keltském pùvodu a šíøení této mutace [10, 68]. Pøedpovìzené stáøí na 3500 let odpoví-
dá historicky potvrzenému období støedoevropské keltské etnogeneze [31] (obr. 2.8).

O slovanském pùvodu naší populace svìdèí to, že druhou nejèastìjší mutací genu
CFTR u èeských pacientù s klasickou formou CF je delece CFTRdele2,3(21kb) [25].
Tato mutace je pøítomna pouze na tìch územích støední, východní a jižní Evropy,
kam ve druhé polovinì prvního tisíciletí našeho letopoètu migrovaly slovanské kme-
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ny ze severovýchodu [31, 68]. Mutace 2143delT se vyskytuje relativnì èasto u nás,
v Polsku a Rusku a také patøí mezi další slovanské mutace [10, 27] (obr. 2.9).

Výsledky našich studií prokazují prakticky shodnou prevalenci hlavních historic-
kých populací na našem území, tj. slovanského a keltského etnika. Jihoevropské et-
nické vlivy v naší souèasné populaci jsou reprezentovány výskytem mutací G542X
a N1303K, které jsou èasté ve støedomoøí. Mutace G542X je asociována s Fénièany
[64] a prokazuje významné migraèní vlivy proti proudu velkých evropských øek
(v dùsledku tehdejšího silného zalesnìní celé Evropy podobnì jako v dnešní Amazo-
nii) pøedevším z jihu na sever Evropy, tj. v pøípadì èeských zemí napøíklad po Dunaji
a jeho pøítocích.

Nález mutací W1282X a 3849+10kb C�T [10] svìdèí o prokazatelné pøítomnosti
židovského etnika u nás, tak jako i v jiných zemích støední, východní a jižní Evropy,
a to i pøes rozsáhlé negativní zmìny v jeho genofondu v dùsledku nacistického Holo-
caustu. Genetická a etnická charakteristika nejèastìjších mutací u èeských pacientù
s CF rovnìž potvrzuje, že naše zemì byla køižovatkou všech hlavních historických
migrací severo-jižních a západo-východních [68].

Srovnání populaèních èetností 9 nejèastìjších mutací v èeské a slovenské popula-
ci je uvedeno v tabulkách 2.4 a 2.5 [65].
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Obr. 2.8 Celoevropská populaèní distribuce mutace G551D
Mutace G551D je spjata s historickými a/nebo souèasnými keltskými populacemi ve støední
a západní Evropì [10, 16, 27, 47, 67, 68].



Tab. 2.4 Distribuce mutací genu CFTR ve Slovenské republice

evropské mutace N %

G85E 1/110 0,91

R75X 1/110 0,91

S42F 1/110 0,91

R347P* 4/234 1,71

F508del* 139/234 55,40

G542X* 13/234 5,56

R553X* 8/234 3,42

W1282X* 2/234 0,85

N1303K* 7/234 2,99
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Obr. 2.9 Maximální rozšíøení slovanských populací v I. milleniu n.l. a relativní èetnost slovan-
ské mutace CFTRdele2,3(21kb)
Mutace CFTRdele2,3(21kb) je spjata s historickými a/nebo souèasnými slovanskými popula-
cemi ve støední , jižní a východní Evropì [10, 24, 68].



1898+1 G�A 1/110 0,91

3849+10kb C�T* 1/234 0,43

- 178/110 (234) 74,00

populaènì 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 = poèet nalezených mutací, * = nìkteré mutace byly vyšetøovány na rozdílnì velkých sou-
borech; % = procentuální zastoupení jednotlivých mutací; [10, 65]

Tab. 2.5 Srovnání èetnosti nejèastìjších mutací genu CFTR mezi èeskou
a slovenskou populací

mutace genu CFTR Èeská republika Slovenská republika �2 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 výpoèty byly provedeny pomocí chi-kvadrátu (�2); èísla v závorkách oznaèují èet-
nost v procentech z celkového poètu CF vyšetøovaných chromozomù.
n. s. = nesignifikantní rozdíly populaèních èetností [65]

Statisticky signifikantnì nižší èetnost mutace F508del (p < 0,01) na Slovensku lze
vysvìtlit existencí jejího severojižního gradientu [29]. Nižší èetnost této mutace je
historicky dokumentována vyšším zastoupením populací z okolí Støedozemního mo-
øe, které migrovaly „retrográdnì“ po Dunaji na Slovensko a pak po pøítocích Dunaje,
tj. do oblastí kolem velkých slovenských øek. Signifikantnì nižší výskyt mutace
CFTRdele2,3(21kb) (p < 0,01) na Slovensku odpovídá vyššímu zastoupení pùvodní-
ho neslovanského obyvatelstva, vèetnì vyššího zastoupení populací ze støedozemí.
Tak lze vysvìtlit i statisticky signifikantnì vyšší èetnost mutace G542X na Slovensku
(p < 0,01), která je charakteristická pro Fénièany, kteøí významnì osidlovali oblast
støedozemí [67]. Vliv migrace této populace byl výrazný až do zaèátku 1. tisíciletí na-
šeho letopoètu v dùsledku severní expanze Øímského impéria, spojené s osídlením
jižního Slovenska [68].
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Signifikantnì vyšší èetnost „germánské“ mutace R553X na Slovensku (p < 0,001)
mùže také souviset s rozsáhlou imigrací germánských Kvádù ze severu, které Øíma-
né povolávali na Slovensko k ochranì svých severních hranic a/nebo s nedávnou nì-
meckou hornickou kolonizací støedního Slovenska. Naopak nepøítomnost mutace
G551D na Slovensku (p < 0,01) je v souladu s naší hypotézou o jejím keltském pùvo-
du. Je historicky dobøe dokumentovanou skuteèností, že na rozdíl od historických
èeských zemí byli Keltové ze Slovenska systematicky vyhnáni Øímany a Kvády [68]
(obr. 2.8). Spektrum mutací genu CFTR u Èechù a Slovákù je rovnìž rozdílné od
spektra mutací v Nìmecku, Rakousku a Polsku, což znamená že pøi vyšetøování pa-
cientù z pøíslušných zemí musíme použít populaènì specifické „panely“, tj. soubory
mutací k dosažení optimální populaèní záchytnosti mutací v genu CFTR [10].

V souhrnu tyto nálezy potvrzují naši populaènì genetickou hypotézu o tom, že
souèasný genofond evropských populací je dominantnì ovlivnìn prehistorickými
populacemi, které pøedcházely pozdìjšímu etnickému osídlení. Nejstarší populace
tak mìly nejsilnìjší vliv na strukturu souèasného evropského genofondu, o èemž
svìdèí nejvyšší èetnost paleolitické mutace F508del v evropských populacích [68].

2.2 Esenciální mastné kyseliny a jejich deriváty
v patogenezi cystické fibrózy

Hlavním úkolem esenciálních mastných kyselin (EFA) je zvyšovat fluiditu bunìè-
ných membrán. Kromì toho jsou dùležité v prevenci koronárních nemocí, protože se
jejich podáváním snižuje koncentrace cholesterolu.

K nutriènì dùležitým esenciálním mastným kyselinám se øadí kyselina linolová
(�6; 18 : 2 �) [41] a linolenová (�3; 18 : 3 �) [9, 35, 86], které jsou prekurzory vyšších
polyénových kyselin (20 : 4, 20 : 5, 22 : 5 až 22 : 6 kyseliny dokosahexaenové – DHA).

Deficit esenciálních mastných kyselin (EFAD) se u CF popisuje už dlouho a defi-
nuje se jako snížení koncentrace kyseliny linolové (LA) a �-linolenové. Klinicky se
však neprojevuje.

2.2.1 Kyselina arachidonová (AA) a kyselina dokosahexaenová
(DHA)

DHA je dùležitá pro funkci nervového, imunitního i kardiovaskulárního systému
[52]. Má pozitivní vliv na hypertenzi, artritidu, aterosklerózu, deprese, infarkt myo-
kardu, u dospìlých na zaèínající diabetes a nìkteré nádory. Pozitivnì ovlivòuje roz-
voj mozku i pamìti. Ukázalo se, že biologický úèinek EFA nezáleží jen na jejich ab-
solutních hladinách, ale i na jejich vzájemném pomìru. DHA hraje spolu s AA
dùležitou roli v regulaci zánìtu [63]. Její vliv na zánìtlivé parametry spoèívá v úpravì
membránových lipidù vedoucí ke zvýšené koncentraci kyselin polyenových. DHA se
konvertuje na dokosatrieny a 17S skupinu resolvinù, které jsou mohutnými protizá-
nìtlivými mediátory, uplatòujícími se za normálních okolností v boji proti zánìtu
[37].
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V roce 1999 popsali Freedman a spol. [36] nepomìr mezi AA a DHA v pankreatu,
plicích a ileu u kmene myši s odstranìným genem CFTR („knock-out myši“) i to, že
dodání DHA tento nepomìr upravilo a snížilo projevy zánìtu [38]. To vzbudilo velký
zájem a bylo to podnìtem k dalšímu výzkumu.

Zjistilo se, že nemocní s CF mají signifikantnì nižší procento kyseliny linolové
(LA) a DHA v sérových fosfolipidech oproti kontrolnímu souboru. Nízké hladiny
DHA jsou i ve tkáních CF (ve vzorcích biopsie nosní a rektální sliznice), a to i u pan-
kreaticky suficientních dobøe živených nemocných. U obligátních heterozygotù leží
hladiny DHA mezi hodnotami CF a kontrolních osob [37]. Z toho vyplývá, že zmìny
nevyvolává porucha stavu výživy, ale porucha genu CFTR, který ovlivòuje inkorpo-
raci EFA do fosfolipidù membrán [9]. Nelze to však považovat za jediné vysvìtlení,
protože porucha EFA je pøítomna i u mutací, které až k ovlivnìní membrán nedosa-
hují [86].

Mechanizmus, kterým gen CFTR reguluje metabolizmus mastných kyselin, není
znám, ale pøedpokládá se, že nízké hladiny DHA jsou dùležité v pøehnané zánìtlivé
odpovìdi.

Podáváním DHA se upravily histologické zmìny v pankreatu a ileu a snížila se
zvýšená infiltrace plic neutrofily v plicní tkáni knock-out myši, u které byla induko-
vána pseudomonádová pneumonie. O uplatnìní této zkušenosti a možném zavedení
nových terapeutických postupù [37] u lidí se pochopitelnì uvažuje.

Lze tedy uzavøít, že aèkoli je porucha metabolizmu mastných kyselin u CF známa
již dlouho, objevila se až v posledních letech hypotéza, podle které se nepomìr kyse-
liny arachidonové (AA) a dokosahexaenové (DHA) podílí na patogenezi CF, pøede-
vším na vzniku zánìtu. Dodání DHA nemocným s CF by mohlo pøispìt ke kauzální
léèbì.

2.3 Genetické modifikátory v patogenezi CF

Skuteènost, že závažnost CF nelze jednoznaènì vysvìtlit pouze typem a lokalizací
mutací genu CFTR, vedla k úvahám o tom, že ji mohou ovlivnit mimo intragenových
faktorù, jako je napøíklad varianta IVS-8 T(n) [59], i další geny [1]. Postupnì se uká-
zalo, že protein CFTR ovlivòuje i jiné membránové kanály (napøíklad ENaC nebo
ORCC). Protein CFTR rovnìž transportuje další molekuly (jako napøíklad ATP), kte-
ré mohou hrát dùležitou roli v imunitních mechanizmech, a nebo v mukociliární
clearance [72]. Pøítomnost tzv. modifikujících genù prokázaly experimenty na my-
ších modelech CF [49].

Z tohoto dùvodu se v souèasné dobì intenzivnì pátrá po analogických modifikují-
cích genech i u lidí [2, 26, 83]. U nemocných s CF se tyto modifikátory hledají tzv.
asociaèními studiemi, jejichž podstatou je korelace jednotlivých klinických znakù
CF se specifickými genotypy kandidátních modifikujících genù na pozadí jednotné-
ho genotypu genu CFTR a oproti kontrolnímu souboru. Tyto studie mají však dosud
kontroverzní charakter a nìkdy si dokonce vzájemnì protiøeèí [69]. Rozdíly ve vý-
sledcích jednotlivých studií lze mimo jiné vysvìtlit rùzným vìkem studovaných pa-
cientù, neboť variabilita prùbìhu CF se zvìtšuje s vìkem. Výsledky srovnání variant
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modifikujících genù se závažností CF mohou být tedy rùzné u stejných pacientù
v dìtství a v dospìlosti [95]. Dùležité jsou i pøesnì stanovené klinické parametry uži-
té pro posouzení závažnosti onemocnìní, etnický pùvod nemocných a dále genotyp
genu CFTR. Napøíklad je rozdíl, studují-li se pouze homozygoti pro mutaci F508del
v genu CFTR, nebo další daleko ménì èasté genotypy. Nicménì velice pøesné výsled-
ky v tomto ohledu poskytují komparativní studie (dizygotních) sourozencù a pøede-
vším pak dvojèat, které jsou konkordantní nebo diskordantní pro extrémní varianty
prùbìhu CF [12, 73].

Jako možné modifikující faktory se mohou uplatnit proteiny, které pøímo nebo ne-
pøímo interferují s proteinem CFTR. Dalšími kandidáty jsou proteiny, které se obec-
nì uplatòují v transkripci, sestøihu nebo zrání všech proteinù, ale i v sekundárních
projevech CF, jako je zánìt nebo imunitní odpovìï. Jejich studium se stalo obtížnìj-
ší, než se pùvodnì pøedpokládalo, protože se ukázalo, že jsou tkáòovì nebo orgánovì
specifické [98]. Studiem vlivu modifikujících faktorù na expresi CF v játrech se za-
bývali italští autoøi [17].

Jedním z prvních jednoznaènì identifikovaných modifikátorù je gen CFM1, podí-
lející se na vzniku mekoniového ileu, který nalezla mezinárodní kolaborativní studie
vedená torontskou skupinou Zielenskim a spol. [97]. Tento gen se nachází na dlou-
hém raménku chromozomu 19 (lokus 19q13) a kóduje draselný kanál KCNN4, který
je exprimován v distálním ileu. Jeho pøesná patogenetická role pøi rozvoji mekonio-
vého ileu však nebyla jednoznaènì stanovena a dosud se pøesnì nepodaøilo stanovit
asociované genotypy genu CFM1. Pùvodnì pøedpokládanou patogenetickou roli èas-
té mutace v genu pro hemochromatózu u homozygotù pro mutaci F508del genu
CFTR s mekoniovým ileem [80] se však v následujících studiích nepodaøilo potvrdit.

V posledních letech se pøedevším intenzivnì pátrá po genech, které pùsobí jako
modifikátory plicního postižení [74], které je zodpovìdné za vìtšinu morbidity
a mortality u CF. Z dùvodu komplexity patogeneze sino-pulmonálního onemocnìní
u CF se v souèasné dobì pøedpokládá, že modulující efekt nemá pouze jeden gen, ale
pøedbìžnì se zkouší více než 80 kandidátních genù, které mohou ovlivnit výskyt
a prùbìh infekce a chronického zánìtu. Dosud publikované asociaèní studie prokáza-
ly, že se pøedevším uplatòují kandidátní geny kódující manózu vázající lektin (MBL),
�1-antitrypsin (�1AT), tumor nekrotizující faktor � (TNF �), transformující rùstový
faktor �1 (TGF �1), glutathion-S-transferázu (GSTM1 a GSTM3), �-adrenergní re-
ceptor (�2-AR), angiotensin I konvertující enzym (ACE), syntáza endoteliálního oxi-
du dusnatého (NO) a HLA antigeny II. tøídy.

2.3.1 Manózu vázající lektin

Manózu vázající lektin (mannose-binding lectin – MBL) je dùležitý protein vrozené-
ho imunitního systému [62]. Patøí do skupiny proteinù podílejících se na specifické
vazbì na rùzné cílové molekuly (tzv. pattern recognition) a je schopný se efektivnì
vázat na polysacharidové struktury na povrchu mikrobù. MBL bakterie buïto neutra-
lizuje a/nebo je opsonizuje aktivací komplementu pomocí nedávno objevené tzv. lek-
tinové cesty. MBL patøí do skupiny plazmatických kolektinù (C-typ lektinu s kolage-
nu podobnou doménou) a je syntetizovaný v játrech. Gen MBL je lokalizován na

50 Cystická fibróza



chromozomu 10–MBL2 (MBL1 je inaktivní pseudogen) [43]. Náhradou první nu-
kleotidové báze v exonu 1 genu MBL2 vznikají 3 rùzné izoformy, které nezávisle na
sobì snižují celkové hladiny aktivního MBL proteinu. Spoleèný název tìchto tøí va-
riant je „0“, zatímco normální alela se nazývá „A“. Každá ze tøí variant snižuje množ-
ství funkèních podjednotek MBL u nosièù 5–10×. Výsledné koncentrace proteinu
MBL se liší v populaci více než tisícinásobnì, což prokazují kombinace dnes již sed-
mi popsaných haplotypù spojených s rùznými formami genu MBL. V souhrnu asi
10 % populace s nejnižšími hodnotami MBL je pokládáno za „MBL insuficientní“
a má sklon k èastým infekcím, ale i k neinfekèním chorobám [60].

Na plazmatickou koncentraci MBL však mají vliv i negenetické faktory. Osoby
s nízkým cirkulujícím MBL jsou zranitelnìjší vùèi rùzným infekcím u øady klinic-
kých stavù, zejména je-li tento stav kombinovaný se sekundárním imunodefektem.
Deficit MBL je rovnìž dùležitý rizikový faktor u kojeneckých infekcí, u osob léèených
chemoterapií nebo po transplantacích. Snížení aktivity MBL také ovlivòuje prùbìh
rùzných závažných nemocí, jako je napøíklad meningokoková sepse, chronická revma-
toidní artritida, jaterní cirhóza, nebo mùže být i pøíèinou opakovaných potratù [61].

Vliv variability aktivity MBL na prùbìh CF sledovali Garred a spol. [42], kteøí
prokázali, že pacienti s jednou „defektní“ kopií MBL (A/0) mìli o 11 %, nemocní se
dvìma kopiemi (0/0) dokonce o 25 % nižší hodnoty funkce plic než homozygoti s ge-
notypem A/A. Nemocní s nízkými hladinami MBL mìli již v 8 letech mírnì snížené
hodnoty funkèního vyšetøení plic a do 16 let vìku u nich došlo k dalšímu významné-
mu zhoršení, zatímco u nemocných s normální hladinou MBL byly plicní funkce re-
lativnì konstantní. Statisticky signifikantnì nižší hodnoty funkce plic u homozygotù
pro mutaci F508del genu CFTR s variantními alelami MBL ve srovnání s nemocnými
s normálním MBL našli i Gabolde a spol. [40] a Buranawuti a spol. [14].

Kolaborativní studie Yardenové a spol. [94], na které jsme se podíleli, rovnìž pro-
kázala, že alela „0“ MBL proteinu predisponuje k celkovì závažnìjšímu prùbìhu
sino-pulmonálního onemocnìní. Pùvodnì mírný vliv u dìtí se však zesiluje se stáøím
pacientù [22]. Je možné, že nìkteré funkce MBL mohou pùsobit v dìtství ochrannì
a teprve s postupujícím vìkem se projeví negativnì. Yarden et al. rovnìž potvrdili
vztah MBL, TNF�, TGF�1 a GSTM1 k závažnosti plicního postižení. Souèasnì zjis-
tili, že MBL se uplatòuje i u chronické obstruktivní plicní nemoci (CHOPN).

Je zajímavé, že ani normální hladiny MBL nezabrání chronické kolonizaci pa-
cientù s CF bakterií P. aeruginosa. Tato skuteènost se vysvìtluje tím, že se MBL syn-
tetizuje výhradnì v játrech a dostává se tak do lokalizovaného zánìtlivého ložiska až
relativnì pozdì. Garred a spol. [42] našli MBL protein ve sputu pouze u 4 ze 100 vy-
šetøených, pøièemž všichni mìli navíc genotyp „A/A“. Z tohoto nálezu se usuzuje, že
MBL je degradován lyzozomálními enzymy polymorfonukleárù. Je také nepravdì-
podobné, že by MBL mìl pøímý vliv na cidii nebo opsonizaci P. aeruginosa. Mùže
však mít dùležitou roli pøi neutralizaci lipopolysacharidù (LPS), vèetnì ostatních to-
xických substancí uvolòovaných z tohoto mikroba, a mùže i významnì chránit pøed
virovou superinfekcí.

Studie z roku 1999 [43] prokázala, že z deseti nemocných infikovaných B. cepa-
cia byli 4 heterozygoti a 3 homozygoti variantních alel genu MBL, což svìdèí o vel-
kém riziku této infekce pøi snížené „ochranné“ aktivitì MBL proteinu. Vzhledem
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k tomu, že B. cepacia vyvolává vyšší stupeò zánìtu u nemocných s CF než P. aerugi-
nosa, MBL je v dýchacích cestách prokazován u tìchto pacientù v èasnìjších stadi-
ích. Davies a spol. [21] prokázali, že MBL se váže na B. cepacia a zahajuje tak aktiva-
ci komplementu. In vivo to mùže vést buï k pøímé destrukci mikroba, nebo k jeho
fagocytóze. „MBL deficitní“ nemocní mají vyšší riziko infekce B. cepacia a mìli by
tedy profitovat z budoucí možnosti tzv. „MBL terapie“ (kap. 22). Terapeutické podá-
vání MBL by mohlo zmírnit závažnost revmatoidní artritidy (HPOA) a zlepšit funkci
plic nebo jater u CF (ale i ovlivnit další imunodeficientní projevy). Možné riziko této
terapie však spoèívá v komplementem zprostøedkovaném poškození hostitele [87].
Podávání purifikovaného MBL u nemocných s jeho deficitem, kteøí trpìli tìžkým,
rychle se zhoršujícím plicním onemocnìním, již zkoušeli Garred a spol. [42]. Velké
nadìje se vkládají do rekombinantní formy proteinu MBL, kde je teoreticky možné
modifikovat komplement aktivující domény a snížit tak i rizika této terapie. V sou-
hrnu je však nutno vyèkat na další studie, pøedevším pak u pacientù infikovaných
B. cepacia, které by komplexnì zhodnotily výhody a nevýhody této formy substituè-
ní léèby.

V souèasné dobì se studuje i nezávislý vliv proteinù MBL a surfaktantu A (SPA)
a D (SPD). SPA je tzv. vrozenou složkou plicního obranného mechanizmu, funguje
jako imunomodulátor a souèasnì i jako opsonin. Má šest trimerických podjednotek,
každá z nich obsahuje dva SPA1 polypeptidy a jeden témìø identický SPA2 polypep-
tid. V exonu 1 genu SPA2 se nachází dùležitá dimorfická varianta v rámci kodónu 9
(treonin „T“ nebo asparagin „N“), které jsou spojeny s vysokými („T“) nebo nízkými
(„N“) hladinami SPA1-mRNA, jejichž dùsledkem je vysoké, nebo nízké množství
proteinu SPA. Frangolias [33] však nepøedpokládá, že by polymorfizmy SPA a SPD
mìly výrazný vliv na progresi plicního postižení u CF.

Gabolde [40] potvrdil asociaci tíže jaterního postižení u 216 CF pacientù homozy-
gotních pro F508del s polymorfizmem genu pro MBL. Signifikantnì vyšší výskyt ja-
terní cirhózy byl u CF pacientù s homozygotní èi heterozygotní mutací MBL2 genu.
Imunodeficitní stav zpùsobený variantními alelami MBL vede k vyššímu poškození
jaterního parenchymu hepatotoxickými viry èi bakteriemi, které mùže nakonec vyús-
tit až v jaterní cirhózu.

2.3.2 �1-antitrypsin

Chronický zánìt dýchacích cest a jejich progresivní destrukce se mimo jiné pøipisují
i proteinázám uvolnìným z neutrofilù. �1-antitrypsin (�1-AT) je jeden z mála inhibi-
torù, který je schopen inaktivovat elastázy produkované neutrofily. Je tvoøen v ját-
rech a vyznaèuje se geneticky podmínìnými variacemi (Pi-systému), jejichž alely
v genetickém lokusu se oznaèují PiM, PiS a PiZ. Existuje i tzv. „nulová varianta“
(Pi--), kde �1-antitrypsin zcela chybí.

Patogenetické alely �1-AT byly v minulosti prokázány jako rizikové faktory pro
rozvoj chronické obstruktivní plicní nemoci, zvláštì pak v souvislosti s kouøením.
V respiraèních sekretech a v plazmì nemocných s CF prokázaly starší studie [13] nor-
mální i zvýšené hodnoty �1-AT, pøièemž bìhem exacerbací respiraèních infekcí tito
autoøi prokázali jeho další vzestup.
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