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1. UVOD

Cystickd fibroza (CF), nékdy také nazyvana mukoviscidoza, je jednou z nejcastéjSich
smrtelnych autozomalné recesivnich genetickych chorob u déti v béloSské populaci.
Pti¢inou tohoto onemocnéni jsou mutace v genu CFTR (z angli¢tiny: Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator), kodujici integralni membranovy Cftr protein
(Nussbaum et al., 2004). Jeho hlavni funkci je umoznéni ptestupu chloridovych iontt
pies bunécnou membranu v obou smérech (Welsh and Fick, 1987). I kdyz je nemoc
zpusobena mutaci jen jedinného genu, jeji klinické projevy postihuji fadu organti. CF je
v soucasnosti charakterizovana jako poskozeni cAMP-tfizeného Cl° kandlu, Cftr, ktery
je exprimovan v mnoha epitelovych bunikach nachazejicich se v potnich kanalcich, dy-
chacich cestach, slinivce, stfevech, Zlucovych cestach a chamovodech. Tato choroba
muze vyvolavat zvySenou koncentraci chlorida v potu, poruchy plic, zptisobené bakteri-
alnimi zanéty a bronchoektazii, selhdvani slinivky, ucpavani stiev, biliarni cirhozu a
kongenitalni bilateralni absenci vas deferens (Davis, 2006). Nemoc zatim nelze 1é¢it,
soucasna medicina umi pouze zmirnit jeji klinické symptomy a/nebo zpomalit jeji pri-

béh.

Prvniho pacienta s CF popsal uz v devatenactém stoleti kralovehradecky rodak, patolog
Karel Rokytansky, jeden ze zakladatelii proslulé videnské 1ékarské Skoly. Roku 1936
publikoval Guido Falconi ¢lanek, ve kterém popsal spojitost mezi cystickou fibrézou
slinivky a celiakii. Tento ndzor zpochybnila v roce 1938 Dorothy Hansine Andersen, na
zéklad€ porovnani pitevnich studii histologickych preparati a dalSich klinickych nalezt
pacient s CF slinivky a celiakii. Zahy byla prokazana autozomalné recesivni povaha
CF (Andersen et al., 1946 ; Lowe et al., 1949; Roberts, 1960). Zasadnim objevem bylo
zjisténi, Ze pacienti s CF maji abnormalni hodnoty Na" a Cl ionti v potu (Di Sant'Ag-
nese et al., 1953). Na zaklad¢ tohoto zjisténi byla v roce 1969 Gibsonem a Cookem
vyvinuta pomérné rychld metoda k méfeni koncentrace Na® a CI iontl v potu
nemocnych CF, takzvana pilokarpinova iontoforéza. Pomoci pozi¢niho klonovani s po-
uzitim genetického vazebného mapovani byl lokalizovan a zmapovan gen CF7TR (Rom-
mens et al., 1989; Riordan et al., 1989). Soucasné byla objevena nejCastéjsSi mutace

(AFs05)- delece 3 bp v pozici 508 , jez byla prokdzana u 70% vSech chromosomu



nemocnych CF (Kerem et al., 1989). Nedavné pokroky ve vyzkumu CF a CFTR
umoznily lepsi porozuméni klinickym projeviim nemoci 1 zplsobiim, jakym mutace
ovlivilyji strukturu a funkci proteinu Cftr. Tyto poznatky usnadnily nejen vyzkum a vy-
voj novych potencionalnich latek pro 1écbu CF, ale také umoznily ptfesné&jsi a ucinnéjsi

strategie detekce nemocnych i pienasecii v populaci.



2. KLINICKE PROJEVY CF

Mutace v CFTR genu znemoziuji spravnou funkci chloridového Cftr kanalu, ktery
reguluje prenos elektrolyti mezi buitkami epitelu sliznic nékterych orgdnt a vnéjSim
prostfedim. Ackoliv je hlavnim problémem porucha v transportu CI, zptsobuje CF
komplexni multisystémové onemocnéni. Nemoc postihuje dychaci cesty, exokrinni sli-
nivku, stieva, hepatobiliarni systém, muzsky pohlavni trakt (chdmovody) a potni zlazy.
Zavaznost obtizi nemocnych CF zavisi nejen na typu CFTR mutace (Zielenski, 2000;
Kerem and Kerem, 1996), ale i na genetickych modifik4torech CF (Collaco and Cut-
ting, 2008; Vanscoy et al., 2007) a na Zivotnich podminkéch jedince (Goss et al., 2004).

V plicich CF pacient se tvoii husty hlen (asi 10x hustsi nez u zdravych lidi), ktery draz-
chaciho tustroji (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Burkholderia cepa-
cia, Stenotrophomonas maltofilia, Achromobacter xylosoxidans, Pandorea apista, netu-
berkulozni mykobakterie, aj.). Plicni organy 1 dychaci cesty na tyto infekce reaguji mor-
fologickymi zménami, tvorbou nosnich polypii apod. Destrukce plicni tkané je nej-
Castéjsi pric¢inou predcasné smrti CF pacientli. Nemocni CF se dozivaji primérmné 37 let
(http://www.cff.org/UploadedFiles/research/ClinicalResearch/2007-Patient-Registry-

Report.pdf). Husty hlen se u CF pacienti tvoii také ve slinivce, kde je ovlivnéna
spravna produkce a uvolilovani travicich stav. Morfologické zmény slinivky nasledkem
zancth a zablokovani odtoku travicich §tav vedou ke snizeni produkce inzulinu a za-
rovein k rezistenci vaci nému (Yung et al., 1999). Tento typ diabetu je nazyvan CFRD
(cystic fibrosis related diabetes). Ve stievech se nedostatek travicich enzymu projevi ne-
dostate¢nym rozkladem zivin a tudiz k porucham jejich vstfebavani, coz vede k podvy-
zive, Spatnému rustu a nedostatku vitamini (piedevsim A, D, E a K). Az 1/7 CF novo-
rozencli ma ,,ucpana‘“ stieva (mekoniovy ileus), k jehoz odstranéni je tieba chirurgicky
zakrok. Jaterni problémy u CF pacienti prameni ze vznikajici neprichodnosti Zlu-
covych cest. Kromé znemoznéni spavného traveni je ucpavani odtoku zluci pro jatra
devastujici a miize vést az k cirh6ze (Moyer and Banistreli, 2009). CF ovliviiuje i funkeci
pohlavnich orgdnti. Téméi vSichni muzi s CF jsou neplodni- maji nepohyblivé spermie,

u nékterych nejsou vyvinuty chamovody a semenné vacky. Naopak Zeny maji normalni



%

anatomii, avSak také snizenou plodnost a pokud dosahnou té€hotenstvi, maji veétsi

zdravotni komplikace a umrtnost, nez zdravé Zeny (Philipson, 1998).



3. SOUCASNA LECBA CF

CF patifi mezi nevylécitelné chorobyt, soucasnd medicina umi jenom zmirnit jeji
projevy né€kolika soub&zné pouzivanymi strategiemi. Bronchialni proc¢istovani je meto-
da mechanického uvoliovani dychacich cest od hlenu. Provadi se nacvi¢enymi tidery do
zad nemocného zkuSenou osobou (nemocny v piedklonu vykaslava hleny) 2-3x denné
po dobu 20-30 minut, existuji i mechanické pomicky. DNAzy degraduji DNA uvolné-
nou z bunék imunitniho systému (hromadné¢ zanikajicich v plicich pfi likvidaci prachu a
infekci) a okolni tkdné, kterd jako vysokomolekularni latka jesté vice zvySuje vazkost
hlenu. Také inhalace hypertonického roztoku NaCl, ktery ptitdhne vice vody do dycha-
cich cest usnadnnuje vykaslavani hlenu. Podavanim nékterych latek (albuterol) aeroso-
lovymi inhaldtory mize byt dosazeno rozsifeni dychacich cest a tim zlepSeni priichodu
vzduchu. Aplikace antibiotik proti bakteriim zpiisobujicim zanéty dychacich cest, zej-
ména plic, se provadi bud’ inhala¢né (ve form¢ aerosolil), oralné (ve formé kapsli, ¢i
roztokil), nebo intravendzné. Dulezitou slozkou CF terapie je ordlni podavani pankrea-
tickych enzymd, vitamint a dalSich doplilkt stravy, jez zlepSuji nutri¢ni statut pacientt.

K tlumeni bolesti se pouZziva napiiklad ibuprofen.

Transplantace plic neni univerzalnim lé¢ebnym postupem, protoze vyzaduje velmi dob-
ry zdravotni stav postizeného, kvalitniho déarce plic (ten byva obvykle dospély a tudiz
nastava problém s velikosti plic donora a hrudni dutiny CF nemocného, coZ jsou ob-
vykle mladi lidé a déti) a je také Casto provéazena postoperacnimi infekénimi komplika-
cemi (http://www.cff.org/UploadedFiles/research/ClinicalResearch/2007-Patient-Regis-
try-Report.pdf).



4. CFTR

Gen CFTR je lokalizovan uprostfed dlouhého raménka sedmého chromosomu v lokusu
7q31, ma délku asi 250 kb a obsahuje 27 exonli (Nussbaum et al., 2004). Naproti tomu
udaje, které uvadi NCBI Entrez jsou: lokus 7q31.2, délka genu s introny témét 190 kb,

délka mRNA pfiblizné 6 kb a délka proteinu 1480 aminokyselin (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/

sites/entrez? Db=gene&Cmd=ShowDetailView& TermToSearch=1080&ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEnt-

rez.Gene.Gene_ResultsPanel. Gene_ RVDocSum). Gen CFTR kdduje protein Cftr, patfici do rodiny
ABC- transportnich proteini (ATP binding cassette transporter superfamily)(Higgins,
1992), jejiz ¢lenové maji rizné sekvencni homologie, ale tou z nich nejzasadnéjsi je pii-
tomnost oblasti ATP vazebného motivu (Luckie et al., 2003), déle je fazen do skupiny
proteini uplatiujicich se v obrané pied infekénimi agens (tzv. MRP— multidrug
rezistance protein subfamily). Dilezitost CFTR pro organismus je podtrzen faktem vy-
sokym konzervatizmem - homolog Ize nalézt u vSech savct a dokonce 1 u ryb (Balkova
a Gbelska, 2007).

Protein Cftr je tvofen péti doménami (viz Obr.1). Dvéma transmembrdnové domény
(MSD1, MSD2), se skladaji kazda ze Sesti usekd. Dale dvéma ATP molekulu- vézajici-
mi doménami (NBD1, NBD2) a regula¢ni doménou (R). MSD1 a MSD2 tvofi por chlo-
ridového kanéalu, NBD1 a NBD2 hydrolyzuji ATP a fosforylace R domény zajistuje

caste¢nou regulaci (Nussbaum et al., 2004).
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Obr.1: Schéma struktury genu CFTR, jeho proteinové sekvence a topologie v cytoplazmatické mem-
bran¢. Prevzato z Zielenski. 2000 (upraveno)
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5. MUTACE CFTR

Prvni popsanou mutaci v genu CFTR byla delece fenylalaninu v pozici 508 (F508del)
(Riordan et al., 1989), ktera je nejrozsifenéjsi CFTR mutaci. V soucasné dob¢ vétSina
popsanych CFTR mutaci je etnicky a mistné specifickych, nebo privatnich a jejich
prevalence ve svete je minimalni

(htto://www.who.int/genomics/Dublications/en/HGN7WB704.027TOC.Ddf). K dne$nimu dni je VvV mezina-

rodnim registru CF mutaci vedeno 1604 poloZek (www.genetsickkids.on.ca/cfir/app). V Ceské
republice jich je popsano zatim 70 (viz Tab.1) a je pravdépodobné, Ze se spektrum bude
dale rozriistat.  Druhou nejéastéjsi pii¢inou CF v CR je rozsahla delece
CFTRdele2.3/21kb/, nazyvana také ,,slovanska“ mutace (Dork et al., 2000). Ne vSechny
mutace zpusobuji zdvazné zdravotni problémy jiz od narozeni, jak je tomu u F508del
(Kerem and Kerem, 1996). Néktera poruSeni genu CFTR se mohou projevit aZ v dospé-
losti, nebo se nemusi projevit vilbec. Jsou znamy mutace, zpisobujici leh¢i formy CF,
jako naptiklad mutace R117H (The Cystic Fibrosis Genotype-Phenotype Consortium,
1993). Rozhodovani o tom, které mutace jsou tézké a které lehké lze priblizné ucinit 1
na teoretické roving. Zalezi na jejim typu, povaze a hlavné kterou ¢ast Cftr proteinu tato
mutace postihuje. Nékteré studie vedou k zavéru, Ze mutace nejsou v genu CFTR roz-
mistény rovnomérné, ale soustied’uji se do mist, ktera koduji dilezité soucasti Cftr pro-
teinu, domény MSD a NBD, coz odrazi jejich dulezitost pro spravnou funkci proteinu
(Murray et al., 1999). Obecné lze mutace CFTR rozdé€lit do péti skupin. Do prvni skupi-
ny spadaji mutace, které blokuji vznik plného proteinu, nebo znemoziiuji jeho produk-
ci (pfedcasné stop kodony, nestabilni mRNA, nebo ptfedCasna degradace proteinu).
Druhou skupinou jsou mutace, zptisobujici, chybnou dodavku proteinu na misto urceni
(chyby v konformaci, nebo glykosylaci). Mutace teti tfidy se vyskytuji vétSinou v NBD
oblasti a omezuji funkci Cftr Cl” kanalu. Mutace ctvrté tfidy jsou relativné vzacné, po-
stihuji zejména oblast MSD a zpiisobuji vadnou propustnost Cftr. Posledni, patou skupi-
nu tvofi mutace ovliviiujici hladinu normélntho CFTR mRNA transkriptu a proteinu
Cftr, pottebného pro normalni funkci. V soucasné dobé probihé fada vyzkumi a studii,

zabyvajicich se napravou mutaci v genu CFTR. N¢ekteré potencialni terapeutické latky
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diu klinickych test, n¢které teprve ve fazi vyvoje. Jestli se
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Tab.1: Cetnost mutaci u pacientd vySetienych v prazském CF centru ve FN v Motole béhem po-

slednich deseti let. Pfevzato z Balas¢akova et al., 2008
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6. DIAGNOSTIKA CF

6.1 Novorozenecky potni test.

Provadi se pomoci specidlniho pfiistroje, ktery elektroosmotickym tlakem vnese pod
ktzi novorozence chemikalii pilokarpin. Ta podporuje vylucovani potu. Po této proce-
dufe je misto peclivé ocisténo a ptiloZzen sbérny kotoucek nasavajici produkovany pot.

Nasbirany pot je ve specialnim pfistroji podroben analyze koncentrace chloridu.

6.2 DNA test CFTR genu.
Vyuziva vyhody DNA stanoveni — jejiho absolutniho charakteru (mutace je/neni pftito-
mna). DNA testovaného je nejdiive podrobena PCR amplifikaci 36 sekvenci a pak je
tento amplifikat nanesen na testovaci strip, kde za ptesnych teplotnich a iontovych pod-
minek hybridizuje k na stripu fixované probé (Obr.2). Jistou komplikaci DNA testu je,
ze spektrum mutaci CFTR genu je regionalné zavislé, tj. napfiklad u Ceskych a slo-
venskych pacientt je jiné. To je nejvétsi nevyhoda vétSiny komercnich souprav, protoze
ty jsou vzdy statické (maji pevné dany seznam mutaci, které¢ umi detekovat — k ostatnim
jsou slepé). Napftiklad nejpouzivanéjsi komercni test sice detekuje 36 .

nejcastéjSich mutaci, ale 11 z tohoto testu se zatim mezi ¢eskymi CF pa- —

cienty nenalezlo a naopak 41 mutaci z naseho tizemi viibec nevidi. Na-
Stésti téchto ,,neviditelnych* 41 mutaci tvoti jen asi 6% (teoreticky za-
chyt testu je tedy asi 94%). Vystupem takovychto testl je zavérecné
konstatovani, které mutace ze sledovanych jsou pfitomny a které niko-
liv. Probehld nebo neprobéhla hybridizace je pak vizualizovana jako
tmavy prouzek — z jeho pozice 1ze odhadnout druh mutace. V dolni ¢asti

testovaciho stripu jsou kontrolni prouzky normalni sekvence, mutacné

L LRLRLRTRRARAnIn

specifické jsou v horni ¢asti. Moderné¢jsi diagnostickou variantou je

kompletni sken vSech mutaci. Dnes jiz existuji genetické technologie Opr.2: Dia-
gnosticky strip
36plexové de-
hlédnout sekvence vSech exonil i pfilehlych intronti. Velikost exonl tekce mutaci.

schopné registrovat jakoukoliv, i neznamou, mutaci. Mohou tedy pte-

genu CFTR je dostatecné kratka, avSak kvili vétsi citlivosti metody je
tieba nékteré exony rozdélit na mensi useky a analyzovat zvlast

(Montgomery et al., 2007).



Diilezité je to, ze nékteré skenovaci tech-
nologie postoupily do klinické faze a jsou
podporovany specializovanymi pfistroji a
soupravami (viz Obr.3).

Vysledku PCR

je dosazeno opét
amplifikaci relevantnich DNA za pfitom-
nosti interkalacnich fluoroforti. PCR pro-
dukty jsou posléze analyzovany na pfi-

stroji LightScanner®, ktery automaticky
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Obr.3: Ukézka vyhledani CFTR mutacniho statu-
tu metodou vysokorozliSovaci analyzy: Denatu-
racni kiivky pro homozygota bez mutaci v exonu
10 (Cervené kiivky), heterozygota pro F508del
mutaci(Cerné kiivky) a u DNA CF pacienta — ho-
mozygota pro F508del mutace.

vyhodnocuje mutacni statut (http://www.idahotech.com/LightScanner/index.html).

Posledni variantou je OLA systém, ktery krom& PCR vyuziva selektivni ligaci, zavislou
na presné komplementarité ligovanych DNA sekvenci. Finalni vyhodnoceni se provadi
na sekvenatoru. Panel obsahuje 32 mutaci (https://www.celera.com/celera/ct). Jak bylo

prokéazano, tento systém je rychlou a spolehlivou alternativou skrininku CF homozygo-

ti, heterozygot i prenasecu (Eggerding et al., 1995).

Kromé diagnostickych postupli existuji jeSté¢ dalsi vySetfeni jako naptiklad rentgenovy
obraz hrudniho kose, plicni funkéni test, kultivace sputa a také méfeni koncentrace imu-

noreaktivniho trypsinogenu (IRT test). Ten je zdkladnim skrininkovym testem novoro-

zeneckého skrininku a bude zminén v piislusné kapitole.
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7. PREVENCE

Geneticky skrinink lze charakterizovat jako soustavné prohledavani populace s cilem
vyhledani individui s genotypem, ohrozujicim je samé, nebo jejich potomky. Primat
mezi genetickymi skrininky patfi skrininku novorozeneckych fenylketonurikii
(MacCready, 1963), u nas spustény v 70. let minulého stoleti (Blehova et al. 1971).
Pozdg¢ji se pristoupilo ke skrininku aneuploidii z amniové tekutiny u zen starSich 35ti let
(Nadler, 1970). Oba skrininky jsou ve svété i v CR praktikovany dodnes.

Velka uspéch zminénych prevenci znamenal lavinovité Sifeni riznych skrininkovych
projekt, a proto se Svétova zdravotnicka organizace (WHO) rozhodla vnést jista
pravidla do této aktivity a vyhlasila nékterd doporuceni a kritéria, kterd by méla byt

splnéna pied zahajenim skrininku. Skrinovana nemoc by méla:

(1) byt dobte definovana a probadana

(2) mit jasny a dostupny postup preventivni detekce

(3) byt v skrinované populaci Casta

(4) zptsobovat vazné zdravotni potiZe a snizovat délku zivota
(5) byt skrininkem zachycena alespon s 90% efektivnosti

(6) byt skrinovana tak, aby byla dostupna v§em

7.1 Historie skrininki CF

Prvnim, netuspéSnym, pokusem o skrinink cystické fibrézy bylo méteni obsahu albumi-
pro praxi se ukézal nalez rozdilnych hladin imunoreaktivniho trypsinogenu (IRT) v krvi
mezi zdravymi a CF nemocnymi. Pfevedeni tohoto jevu do praxe se stalo zédkladem
novorozeneckého skrininku (NS) z krevnich skvrn (Dominici et al., 1980). Tento do-
dnes praktikovany skrininkovy pokus se koncipoval intuitivné — s virou, Ze v€as od-
halenému nemocnému se dostane adekvatni pé€e a tim se zlepsi vyhlidky na kvalitnéjsi
a/nebo 1 delsi zivot. Snaha o nalezeni pfislusného genu byla u CF korunovéna v roce
1989 popisem kompletni sekvence CFTR genu (Kerem et al., 1989). Poté rychle nasle-
dovalo stanovenim mistné platného CFTR muta¢niho seznamu a tim se oteviela cesta k

molekularné genetickému skrininku, identifikaci prenasecii n&které z mutaci — tzv.
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prenasecskému skrininku (PS). Technicky je to mozné bud’ tzv. ,,pasivni formou - pro-
hledavanim genotypii piibuznych jiz diagnostikovanych pacientt (tento typ skrininku je
ale zjevné netcinny a tudiz neekonomicky, protoze neni schopen vyrazné sniZit inciden-
ci nemoci (Shickle and Harvey, 1993), anebo ,,aktivné — nabidkou stanoveni genotypu
prekoncepcné nebo alespon prenataln€. Se stale se zlepSujici technikou ultrazvukového
vySetieni t¢hotnych — presnéj$im rozliSeni detaili — je do jisté miry mozné jako CF skri-
ninkové vySetfeni povazovat vyhodnoceni tzv. echogenity dutiny bfisni (Hogge et al.,

1993).

7.2 Soucasné realné skrininkové alternativy.

K dnesnimu dni se pro CR jevi jako redlné dva druhy skrininki NS a PS. Jsou-li dvé al-
ternativy, pak v souladu s trendem moderni mediciny, je bezpodmine¢né poskytnout pa-
cientim maximalni rozhodovaci pravo ktery ze skrininkl je pro kazdého jednotlivého
z4jemce nejoptimalnéjsi a soucasné to znamena nutnost klast velky dlraz na to, aby se
pacient mohl rozhodnout svobodné (Farrell et al., 2008). Bezmadla tficet let zkuSenosti
umoznilo identifikovat uzlové body obou skrininkli pii jejich realizaci a uspéSnosti
(Sahai et al., 2009):

(1) ptedskrinovaci §ifeni informaci

(2) vlastni skrininkovy a diagnosticky testovaci algoritmus

(3) postskrinovaci zptisob piedani a interpretaci vysledkil

(4) genetické poradenstvi

(5) kontrola kvality

(6) financ¢ni analyza skrininku i naslednych medicinskych intervenci

(7) ptinos dalSimu védeckému zkoumani

Pokud je vloZena svoboda rozhodovani na obcany, je povinnosti pro medicinské specia-
listy, aby vSichni zajemci o skrinink, jesté pfed definitivnim rozhodnutim ho podstoupit,
byli dostatecné¢ informovani. Déle je nutné, aby se potiebné informace dostaly i ke zpro-
sttedkovatelim zdravotni péce, tj. zdravotnickym odborniklim, ktefi se sice neucastni

laboratorniho skrininkového a diagnostického ukonu, ale informace obcantim poskytuji
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(u NS jsou to predevsim pediatii, u PS pak gynekologové a prakticti 1ékaii)(Castellani
et al., 2009).

7.3 Novorozenecky skrinink (NS).
Tento zpiisob skrininku byl jako pomoc pediatrim vynalezen na Novém Zélandu
(Crossley et al., 1979) a uveden do praxe v Novém Jiznim Walesu (Australie) v roce
1981 (Wilcken et al., 1983). Dnes je vyuzivan v jihovychodni Asii, Australii a Novém
Z¢€landu, ale také ostrivkovité po celém svété. Jeho vlastni pfinos uz narozenym CF pa-
cientiim je nesporny, dnes jiz i jednoznacné potvrzeny mnoha studiemi a projevuje se
zlepSenim fady ukazateld. Pacienti maji lep$i nutri¢ni statut a ristové parametry (Farrell
et al., 2001; Sims et al., 2005), kognitivni vlastnosti (Koscik et al., 2005), mén¢ hospita-
lizaci (Siret et al., 2003) a snizil se pocet umrti CF novorozenct v ¢asném détstvi (Me-
relle et al., 2001; Lai et al., 2004).
Pokud se NS udrzi a nebude nahrazen PS, ukdze se béhem pfiiStiho desetileti, zda se
jeho efekt projevi i v délce zivota CF nemocnych (prvni NS skrinovani piekroc¢i 30. rok
svého Zivota tj. kritického obdobi, pficemz primeérna ocekavana doba zivota CF
nemocnych je asi 33 let) (Massie et al., 2007).

Nékteti autofi poukazuji i na jisté problematické stranky NS, piedev§im chybnou
demotivaci rodict i pediatrd z negativniho vysledku NS (Massie et al., 2000), nebo
dokonce diivéjsi utok infekei jako diasledek drivéjSich hospitalizaci (Farrell et al.,
2003). Konecné, nasledkem omezené citlivosti IRT testu, je asi 1% rodici vystaveno po
urcitou dobu falesn¢ pozitivnim vysledklim a tento nepfiznivy pritvodni jev NS nelze

podcenovat (Comeau et al., 2004).

7.4 PrenaSecsky skrinink (PS)

V Austrélii a Novém Zélandu, zemich, kde byl poprvé aplikovan NS, bylo zjisténo, ze
vedle pfinosu pro nemocné CF (zatim nelze vyhodnotit, zda jim v¢asné zjisténi nemoci
prodlouzi zivot), je zjiSténi skutec¢nosti, ze se rodiCe- prenaSeCi nemoci rozhoduji ve
velkém procentu (82%) pro prenatalni diagnostiku u dalSich t€hotenstvi a to 1 v pfipa-
dech, Ze jejich prvni dit¢ s CF nemd zatim tézky prab¢h nemoci tj. jejich rozhodnuti

plyne z faktu, Ze pokud by byli postaveni pfed rozhodovaci okamzik a byl jim dostupny
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skrinink prenatalni nebo prekoncepc¢ni, rozhodnou se pro néj (Massie et al., 2007). Co je
rozhodnuti rodict ukoncit takovéto té¢hotenstvi (Sawyer, 2006). Z toho plyne dileZzity
poznatek. Kdyby tyto pary védély o svém statutu prenasecstvi i u prvniho téhotenstvi,
rozhodly by se patrné stejné a nemocny novorozenec, ktery byl odhalen az NS, by se
nenarodil a misto néj by se narodilo zdravé dité. Velmi uspéSny byl prenatdlni PS ve
Skotsku. Tam pritkopnik tohoto typu skrininku D. J. H. Brock uz v roce 1991 ukézal, Ze
jednoducha prenatélni strategie vede uz po prvnim roce ke snizeni po¢tu narozenych CF
déti na polovinu (Brock et al., 1998). V USA bylo uz v roce 1997 vydano podptirné pro-
College of Obstericians and Gynacologists, American College of Medical Genetics), i
kdyz je zdlraznéno, Ze nejde o restriktivni pozadavky (Kaufman et al., 2008). Hlavnim
odrazem uspésnosti skrininku je jeho akceptovatelnost, tj. kolik oslovenych se jej
dobrovoln¢ zacastni (Lakeman et al., 2009). Test CFTR mutaci je spolehlivy a relativné
levny. Velmi vyhodna je situace v CR, kde lze 83% mutaci diagnostikovat panelem 6
mutaci. Naptiklad v Austrélii, kde maji velkou zkuSenost s NS, je panel 12 mutaci
hodnocen jako dostatecny, navic je zde ptiznivy fakt, Ze u testu CF prenasect staci jedi-
ny test pro kazdého jedince na cely zivot, tedy nikoliv jako u testu na aneuploidie
(Downtv syndrom), kdy je kazdé té€hotenstvi tfeba kontrolovat znovu (Massie et al.,
2007). Plané se také ukazaly namitky, Zze budou nalezeni pfenaseci ohrozeni tizkosti z
nalezu po cely zivot (Livingstone et al., 1994). Nékteti Cesti genetici uzivaji v tomto
ohledu jesté dnes vagni termin, Ze jim hrozi iatrogenizace (Balascakova et al., 2009), i
kdyz bylo ukazano, ze tomu tak neni (Lafayette et al., 1999; Clausen et al., 1996). Eko-
nomicky pfinos PS je zna¢ny. To kontrastuje s nejasnostmi kolem ekonomické na-
vratnosti NS, zvlasté pokud neni kvalita provedeni dobra a efekt zachytu nemocnych je
jen 39% a jeste k tomu 98,6% falesné pozitivnich vysledkl (BalaS¢akova et al., 2009).
Tato nelichotiva data prameni patrn€ nejen z nezkuSenosti s IRT skrininkem, ale i1 z po-
vahy IRT testu, ktery je relativni a pracuje s prahovou hodnotou. Naproti tomu PS
pracuje vyhradné s DNA a jeho vysledky jsou absolutni (mutace je ptitomna/nepiitom-

na) a chyby mohou vzniknout uz jen lidskym faktorem.
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7.5 Postskrininkovy tok informaci

Neméné diilezitym momentem je i okamzik sdélovani skrininkovych vysledki. Protoze
za PS nésleduje jesté n€kolik kontrolnich bodi, které mohou na CF nemocného v piipa-
d¢ falesné negativity upozornit (ultrazvukové vySetteni, DNA test z mateiské krve pii-
padné amniové tekutiny v ptipadech, kdy je amniocentéza z vékovych nebo jinych di-
vodl stejné¢ provadéna, konecné i novorozenecky test, to vSe pro sice negativné skri-
novangé, ale s jednim pfenaSeCem mezi rodi¢i), je tento problém méné aktualni nez u
NS. Zachyt NS totiz zavisi na technické zkuSenosti a bude-li takovy, jak je uvadéno v
pilotni studii (Balascakova et al., 2009), tedy jen 50%, vyvstava u faleSn¢ negativnich
piipadii realné nebezpeci, ze rodice prichazejici CF symptomy podceni. Proto je v tomto
pfipad¢é nutné alesponi zékladni genetické poradenstvi a musi byt nalezen kompromis

mezi ohromnym poctem skrinovanych a formou i naplni poradenstvi.

7.6 Genetické poradenstvi

Genetické poradenstvi je potfebné pro jednotlivé pienasece, rodiCovské pary s nejméné
jednim pfenaseCem a také pro vSechny rodi¢e s pozitivnim vysledkem NS, nejlépe
ihned po provedeni diagnostického testu (potni test nebo CFTR sken)(Langfelder-
Schwind, 2003). Dulezité je profesionalni vysvétleni, ze prenasecstvi neni ,,vina* a za-
jisténi narozeni zdravého ditéte 1 pfenaSecskému paru je mozné a to i v ¢astém piipade,
kdy neni otec dosazitelny (Grody et al., 2001). Soucasti porady by mél byt i rozbor ne-
bezpe¢nosti mutace, tam, kde je dostatek podkladovych informaci, jako napiiklad u

mutace R117H apod. (Curnow, 2003).

7.7 Kontrola kvality

Zvlaste vysokokapacitni skrininky, bezpodmine¢né vyzaduji podrobnou dokumentaci
své ¢innosti a kontrolu kvality prace. Po strance organizacni je to naptiklad dodrzovani
norem CSN EN ISO/IEC 17025/2005 a 15189/2007. 1 kdyz nejsou NS a PS navzijem
kompatibilni, pokud pobézi vedle sebe (jako je tomu ve vétSin€ statll), pak je nezbytné,

aby ob¢ skupiny spolu spolupracovaly a vyménovaly si informace.
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8. INCIDENCE CF V CR

Ac¢ je u nas CF jedno z nejcastéjSich recesivné dédi¢nych onemocnéni dodnes nezname
jeji incidenci. Ve studiich Macka Sr. z let 1970-1998 jsou uvadény hodnoty 1:2500 —
1:2750. V posledni v CR publikované praci téZe skupiny (Macek Jr. a Macek Sr.) jsou
uvadény tii incidence 1:2500, 1:3900 a 1:6700 (Balas¢akova, 2009), v mezinarodni pra-
ci o téchZe vysledcich neonatdlniho skrininku uvadi tentyZ autor (Macek Jr.) incidenci
némeckych dat - asi 1:3000 novorozencu (Stern et al., 2008). To by znamenalo vyskyt
pfenasecll (zdravych heterozygotl) na hlading asi 1:27, tj. u 3,7% populace. Anebo jiny-
mi slovy, Zze v CR je v sou¢asné dobé asi 390 000 pienasedii, z toho asi 4000 z nich je
kazdorocné vystaveno vysokému riziku narozeni ditéte (asi 1%, coz je vice, nez je u
35leté matky riziko narozeni ditéte s Downovym syndromem). V soucasné dob¢ je v

prazském CF centru asi 90 pacientl (www.cfklub.cz).
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9. EPIDEMIOLOGIE CF

Protektivni interakce mutovaného Cftr proteinu s baktériemi je podkladem hypotéz o
selekéni vyhod¢ heterozygoti CFTR mutovaného genu. Neni totiz jasné, jak by jinak
mohlo dojit k takové incidenci pienase¢ti (v CR je pfenasedem kazdy 27. obcan, tj.
3,6% populace) bez pomoci selekéni vyhody. Hypotéza o vyssi rezistenci k cholera to-
xinu jako selekéni vyhoda CF heterozygoti pti infekcich Vibrio cholerae nebyla
prokédzéna (Hogenauer et al., 2000). Dalsi teorii je zvySena rezistence vici bakterii Sal-
monella typhi, u které bylo zji§téno, Ze pouziva Cftr protein jako receptor pro vstup do
epitelidlnich bunék (Pier et al. 1998). Ani tato teorie ovSem dostate¢né nevysvétluje
dnesni vysokou incidenci CF alel v evropské populaci. Jako nejpravdépodobnéjsi se jevi
teorie, podpofena nejen molekularnimi, ale i historickymi, demografickymi a epidemio-
logickymi daty, kde je selekéni vyhodou CF pienaSect, diky sniZzené expresi arylsulfa-
tazy B, vySsi rezistence vici infekcim Mycobacterium tuberculosis (Poolman et al.
2007). K presn¢jsimu odhadu selekéniho déje by méla prispét znalost stafi nejCastéjsi
evropské mutace F508del. A¢ se tomuto tématu vénovalo nékolik nezavislych praci, vy-
sledny rozptyl odhadii stafi v rozmezi 17000 — 52000 let mnoho svétla do problematiky
nepiinesl (Morral et al., 1994; Kaplan et al., 1994). Zatim nejstarSi ndlez mutace F508-
del v zapadni Evropé€ je z doby zhruba pted 3000 lety (Fichou et al., 2007).
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10. ZAVER A DOTAZNIKOVA AKCE

Oba ptipady skrininki, NS i PS, nabizeji pomérné¢ velké védecké zuzitkovani jak
vCasného zachytu nemocnych (hledani nejoptimalné€jSich cest k vyuziti informacni vy-
hody v€asného zachytu), ale predev§im u PS determinaci velkych skupin pfenaSect,
véetné jejich genetické determinace (zjisténi jejich genotypu). To by mohlo v kone¢ném
disledku vést k efektivnéjSimu zachytu heterozygotl a zjednoduseni PS strategie. Také
by se zavedenim PS strategie mohla béhem delSiho ¢asového horizontu snizit jak frek-
vence nemocnych, tak i pfenasect. Pokud by byl nalezen univerzalnéjsi diagnosticky
test odliSujici zdravé heterozygoty (nikoliv jen majoritni, ale vSech Cftr protein produk-
ci destruujicich), pak by takovyto test ziskal vyhodu oproti dne$nim, ptisné mutaéné de-
terminovanym testiim a tim by se oteviely dvefe v nasazeni PS i v zemich, kde neni

mutaéni portfolio tak vyhodné jako je v CR nebo Dénsku (www.genet.sickkids.on.ca/cfir/app).

Jako soucast této prace jsme se rozhodli formou internetového dotazniku zjistit a vy-

hodnotit skrininkové preference mezi obyvateli Ceské Republiky:

Vysledek dotaznikové akce je az ptekvapivé jednoznacny, ze 106 respondentd (27
muzli a 79 zen), ve véku 19- 64 let, byla drtiva vétSina (75 odpovédi- 71,5 %) - ve
prospéch prenasecského skrininku. Na prvni pohled je zardzejici jednozna¢né odvrzeni
skrininku novorozeneckého, v jehoz prospéch hlasovalo jen 6,5% respondentti. Ten je i
pies 30 let provozovani stale jen v intuitivni etapé (pfinosy jsou stale jen odhadovany),
zatimco prenaseCsky je mize jasné a zfeteln¢ definovat a nejen to, dokonce garantovat.
Jasnym signalem respondenti pro zavedeni ploSného skrininku ptfenaSecit CF u nas je

fakt, Ze pouhych 2,5% z nich si mysli, Ze zadny skrinink CF u nas neni tfeba.
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11. PRILOHA - VYHODNOCENI DOTAZNIKOVE AKCE

Graf 1: Preference jednotlivych druht skrininku mezi respondenty
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