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Diagnostika cystickej fibrozy so zameranim na molekularnogeneticku
analyzu CFTR génu
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Cysticka fibréza (CF) je ako jedno z najc¢astejsSich zavaznych geneticky podmienenych ochoreni odévodnene ob-
jektom vyskumu s neustalym rozvojom diagnostiky a lieCby. Najvyznamnejsim pokrokom v starostlivosti o CF
pacientov za poslednych desat rokov je véasné zachytenie ochorenia uz v novorodeneckom veku vdaka plos-
nému zavedeniu novorodeneckého skriningu. Geneticka diagnostika umoznila navyse rozvoj Specifickej terapie
viazanej na konkrétne mutacie.
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Trends in cystic fibrosis diagnostic with focus on the molecular analysis of CFTR gene

Cystic fibrosis (CF), one of the most frequent genetic diseases, is rationally the subject of research resulting in
permanent improvement in diagnostic and therapy. In the last decade, the most important improvement in clinical
management of CF patients has been the early diagnosis in newborns by extensive newborn screening in many
countries. In addition, routine genetic diagnostics allows development and implementation of mutation-specif-
ic therapy.
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Prvé historické zmienky o tomto ochoreni siahaju do stre-
doveku, ked' sa slany pot u deti spajal s poruchami pankre-
asu a rizikom vcasného umrtia a tieto deti boli povazované
za obete bosoractva. Exaktny medicinsky pohlad na cystic-
ku fibrézu medzi prvymi priniesla americkd patologi¢ka a pe-
diatricka Dorothy Andersenova v roku 1938, ked opisala toto
ochorenie v pitevnom néleze ako ,cysticku fibrézu pankrea-
su”. Pre diagnostiku CF bol dblezity objav zvySenej koncen-
tracie chloridov v pote Paulom di Sant’ Agnesom, ktory sa
stal zakladom dodnes pouzivaného potného testu zavede-
ného v roku 1953.

O desat rokov sa Dr. Andersenovéa podielala aj na vyvo-
ji potného testu, ktory ma odvtedy nezastupitelné miesto
v diagnostike CF. Dal$imi vyznamnymi milnikmi bola identi-
fikacia poruchy chloridového kanala ako zakladného patofy-
ziologického mechanizmu (1983) a nésledne objav CFTR gé-
nu (1989). Odvtedy sa diagnostika a klinicky manazment CF
rozvija milovymi krokmi, ¢o sa odrazilo na vyraznom zlepSe-
ni kvality a predizeni Zivota. Median veku vo vyspelych kraji-
nach aktualne dosahuje 37 rokov®.

Novorodenecky skrining CF na Slovensku

Skrining cystickej fibréozy sa na Slovensku zaviedol od
1. 9. 2009. Principom metddy je stanovenie imunoreaktivne-
ho trypsinogénu (IRT) v suchej kvapke krvi podla algoritmu
IRT/IRT, teda dvojstupfiového stanovovania hladiny IRT. Tryp-
sinogén je pankreaticky protein — neaktivny prekurzor trypsi-
nu, ktory sa v dosledku obstrukcie pankreatickych kanalikov
pri CF dostéva do krvného obehu. Hrani¢ny limit (cut-off) pre
prvy odber (IRT/1) vo vzorke odobratej v 72. — 96. hodine Zi-
vota je 70 ng/ml (99. percentil) a pre druhy odber (IRT/2) me-
dzi 14. - 21. dhom zivota hodnota 60 ng/ml. Pri celoploSnom
novorodeneckom skriningu CF musi byt zohladiovany aj

etnicky povod dietata. Sklsenosti z narodného referencného
skriningového centra preukazali, Ze novorodenci romskeho et-
nika maju ¢asto falosne pozitivne vysledky skriningu a signi-
fikantne vyssie hladiny IRT (az o 34 %) v porovnani s majorit-
nou populaciou. Pre rémske etnikum sa preto zvysila hrani¢na
hodnota IRT/1 na 84 ng/mlalRT/2 na 72 ng/ml®. Podobna si-
tudcia je dokumentovana v USA u deti afro-ameri¢anov.

Celosvetovo sa pri skriningu cystickej fibrézy uvadza fa-
lo$na negativita 5 az 9 %%, preto pri zodpovedaijicom klinic-
kom naleze je potrebné zvazit moznost CF aj u deti, ktoré ab-
solvovali novorodenecky skrining s negativnym vysledkom.
Nespecifické zvysenie hladiny IRT je opisané u novoroden-
cov s perinatalnou asfyxiou a méze viest k falo$nej pozitivite.

Vdaka novorodeneckému skriningu sa priemerny vek pri
diagnostike ochorenia znizil na 6 az 8 tyzdnov oproti 14 me-
siacom pred zavedenim skriningu®. Identifikacia pacientov
s CF novorodeneckym skriningom a skora lieCba vedu k vy-
znamne lepSej progndze.

Klinické prejavy cystickej fibrozy

CF je multiorgdnové ochorenie, priznaky ochorenia mézu
byt u kazdého pacienta vyjadrené v réznej intenzite a posti-
hovat rozlicné organy. V novorodeneckom veku je asi u 1/5
deti s CF pritomny tzv. mekoniovy ileus. Typické sinopulmo-
nalne priznaky su chronicka rinosinusitida, nosna polyp6za,
atelektdzy, bronchiektazie, palickovité prsty, perzistujuce in-
fekcie patogénmi typickymi pre CF a plicne mykobakterio-
zy, pneumotorax, hemoptyza a alergicka bronchopulmonalna
aspergiléza. Z prejavov mimo respiracného traktu potom
dominuju poruchy traviaceho traktu: mekdniovy ileus, insu-
ficiencia exokrinného pankreasu a recidivujuce pankreatiti-
dy, diabetes mellitus, gastroezofagovy reflux, syndrém ob-
Strukcie distalneho Creva, bilidrna cirhéza az cirh6za pecene,
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cholelitidza, malnutricia, metabolicka kostna choroba a de-
ficit vitaminov rozpustnych v tukoch (A, D, E, K). Abnormali-
ty v mineralograme a acidobazickej rovnovahe su dolezitymi
priznakmi CF. Pri akutnej hyponatriemickej dehydratacii do-
chdadza k anorexii, vracaniu, hmotnostnému ubytku s rizikom
rozvoja poruchy vedomia a kf¢ov. Chronicka metabolicka al-
kaléza s hypokaliémiou bola opisana u dospelého pacienta
ako prvy priznak cystickej fibrozy®.

Diagnostika CF

Pri klinickej suspekcii alebo pozitivnom/hrani¢om vysled-
ku novorodeneckého skriningu je indikovany potny test. Ten-
to test je zalozeny na stanoveni koncentracie chloridov v po-
te pilokarpinovou ionoforézou a ma senzitivitu asi 95 %.
Hodnoty nad 60 mmol/l su diagnostické pre CF, hodnoty
30 — 59 mmol/I st oznatované ako hrani¢né a diagn6za CF
je mozn4, pri hodnotach pod 30 mmol/I je CF nepravdepo-
dobna. Test a jeho laboratérne vyhodnotenie musia prebie-
hat podl'a stanovenych minimalnych standardov(®. Nasledne
je indikované molekularnogenetické vysetrenie CFTR génu,
Standardne sa v prvom kroku vySetruje panel mutécii najcas-
tejsich v danej populdcii (tabulka 1).

Ochorenia pribuzné CFTR

Klinické jednotky s dysfunkciou CFTR, ktoré nespliiajt kli-
nické kritérid pre cysticku fibrézu, su sihrnne oznacované
ako poruchy pribuzné CFTR (CFTR-related disorders, CFTR
-Rds)®. Podla aktualne platnych odportcani Nadacie pre
cysticku fibrézu (Cystic Fibrosis Foundation) z roku 2017 su
definované tri poruchy pribuzné CFTR: rekurentnd pankreati-
tida, kongenitélna bilaterdlna agenéza vas deferens (CBAVD)
a chronické ziskané bronchiektazie®.

Pre pripady pozitivnheho novorodeneckého skriningu a in-
termediarnych hodn6t potného testu sa v USA pouziva pojem
metabolicky syndrém pribuzny CFTR (CF transmembrane
conductance regulator-related metabolic syndrome, CRMS),
ktory sa prekryva s jednotkou pozitivny skrining CF, nejed-
noznacna diagnéza (CF screen positive, inconclusive diag-
nosis, CFSPID), pouzivanou v ostatnych krajinach. U vacsiny
deti s poruchami pribuznymi CFTR sa v prvych rokoch zivota
nerozvinie obraz cystickej fibrézy. V malej Casti sa v§ak roz-
vija CF a zatial nie su dostupné udaje o dlhodobej prognéze
tychto pacientov®,

Tabulka 1. VySetrované varianty v CFTR géne

CFTR-RDs a CRMS/CFSPID nahradzaju nejasné oznacenia
atypicka, neklasicka alebo neskora CF pouzivané v minulosti.

Gén CFTR

Gén zodpovedny za CF je oznacovany ako CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). Je loka-
lizovany na 7g31.2, dlhy 250 kb, zloZzeny z 27 exénov dlhych
38 bp az 724 bp9. Gén kdduje mRNA dlhu 6,5 kb, ktora je
prepisovana do polypeptidu zlozeného z 1 480 aminokyselin.

Protein CFTR, Struktura a funkcia

Za fyziologickych okolnosti je CFTR transmembranovy
protein fungujuci ako chloridovy kanal s regulacnou funk-
ciou pre niektoré dalSie ionové kanaly. Je zloZeny z piatich
funkénych domén, a to z dvoch transmembranovych domén
TMD1 a TMD2, dvoch domén NBD1 a NBD2 viazucich ATP
a jednej velkej regulacnej domény R, ktora spéja obe polovi-
ce polypeptidu. Protein CFTR je zakotveny v lipidickej dvoj-
vrstve sekretorickych buniek, orientovany je do cytoplazmy
(obrazok 1).

Varianty v géne CFTR

V sucasnosti je opisanych takmer 2 000 variantov v gé-
ne CFTR, z toho viac nez 1 200 patogénnych. Databaza Cys-
tic Fibrosis Genetic Analysis Consortium Database CFGAC
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr) obsahuje aktualny
stav variantov CFTR. Jednoznacna vacsina variantov je vel-
mi zriedkava a ich vyskyt je obmedzeny na malé izolované
populdcie. Len 30 variantov v géne CFTR sa vyskytuje s po-
dielom viac nez 0,1 %.

NajcastejSim variantom v géne CFTR a prvym identifiko-
vanym(? je F508del (oznacovany aj ako delta-F508, skratene
AF508). Je sposobeny deléciou troch baz v 11. exdne génu
CFTR, ¢oho dosledkom je strata jednej aminokyseliny — fe-
nylalaninu v proteine CFTR na pozicii 508. Vysledny protein
je nefunkény. Podiel tohto variantu predstavuje na Slovensku
od 59,4 do 66,8 %('3.

Molekularna patolégia

Zastupenie réznych variantov v jednotlivych funkénych
doménach CFTR je nerovhomerné. ZvySené mnozstvo va-
riantov bolo pozorované vdoméne R a NBD1. R6zne typy va-
riantov maju rézny efekt na priebeh ochorenia. Dosledkom

3120+1G>A 711+1G>T 621+1G>T 1717-1G>A CFTRdele2,3(21 kb)
3849+10kbC>T 2789+5G>A 1898+1G>A G542X G85E
Y1092X(C>A) G551D R553X 3659delC N1303K
R560T R117H R1162X L1077P R117C
R1066C L1065P W1282X R347H R347P
1507del T338I F508del 1336K 1677delTA
R334W 3272-26 A>G 1078delT 31 2183AA>G 2184insA
2143delT 5T(9-13TG),7T,9T M1V P5L2 CFTR-dele22
Q39X Dele17a_18 S549R Q552X 852del22
CFTRdele1 D110E R1066H D110H G1244E
c.1584+18672 A>G 1259insA D1152H 2184delA 711+5G->A
R352Q R1158X G178R D579G E585X
1898+3 A->G CFTRdele22,23 4382delA 4016insT Dele14b_17b
Dele2ins182 Dele22_24 G1349D
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Obrazok 1. Struktira CFTR. Mechanizmus funkcie CFTR kandlu
je zaloZeny na fosforylacii R domény, ¢im sa stimuluje interakcia
ATP s NBD doménami. Po hydrolyze ATP sa vytvori dimér z NBD
domén, ¢im sa zmeni konformdcia TMD domén a déjde k otvo-
reniu kanala.

Mimobunkowy priestor
Apikdlna
plazmaticka
MSD 1 MSD 2 miembrdna

OO O

NBD 2
NBD 1
Doména R

Ostatnd idnové = =~ i

kanily e |
- - i

Proteiny signalne] Cytoskelet
Vnitrobunkowy priestor drihy

(MSD - membrane-spanning domain; NBD - nucleotide-binding
domain). Zdroj: The New England Journal of Medicine"

Sirokej skaly variantov v géne CFTR je velka fenotypova va-
riabilita CF, ku ktorej prispieva aj vplyv vonkajsieho prostre-
dia a genetického pozadia jedinca.

Mechanizmy vplyvu r6znych variantov na funkcénost protei-
nu CFTR m6zZeme rozdelit do 5 skupin:

1. Netvori sa Ziaden protein CFTR alebo len zanedbatelné
mnozstvo z dévodu predCasnej termindcie translacie z d6-
vodu pred¢asnych stop kodénov: napr. G542X, 621+1G>T,
390insT.

2. Poruchy posttransla¢nych dprav, v ktorych désledku do-
chadza k predCasnej degraddcii polypeptidov: napr.
F508del, N1303K, I507del.

3. Poruchy v reguldcii spdsobené konformacnymi zmenami
proteinu CFTR: napr. G551D, G551S, S1255P.

4. Porucha vodivosti chloridového kandla: napr. R117H,
R334W, R347P.

5. Znizena hladina transkriptu mRNA a nasledne aj proteinu:
napr. 3849+10kbC>T, 1811+1,6kbA>C.
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Molekularno-geneticka analyza génu CFTR

Molekulovo-genetickd analyza sa realizuje zo vzorky peri-
férnej krvi odobratej do sterilnej skimavky s EDTA. Moleku-
larna diagnostika CF je zaloZena na identifikacii kauzalnych
variantov, ale existencia takmer 2 000 variantov rozptylenych
po celom géne CFTR mbze sposobit faloSne negativny vysle-
dok. Metédou multiplexnej alelovo Specifickej PCR sa vySet-
ruje 67 variantov v CFTR géne, ktoré predstavuju v nasej po-
puldcii viac ako 90 % vSetkych CF variantov (tabulka 1).

Na analyzu celého génu CFTR sa vyuzivaju metody ako
dHPLC (denaturing high performance liquid chromato-
graphy), HRM (high resolution melting) alebo celogénové
sekvenovanie.

Indikacie na testovanie CFTR génu
Indikacie na molekuldrnogenetickd analyzu CFTR génuere

vené podla 14).

1. Diagnostické testovanie pri typickych prejavoch CF, pri aty-
pickych klinickych prejavoch a/alebo hrani¢nych hodno-
tach potného testu, pri muzskej infertilite s CBAVD a pri
ostatnych CFTR-RDs u dospelych.

2. Prenatalna diagnostika (napr. v pripade nosi¢stva mutacif
CFTR, pri gravidite s verifikovanou CF u jedného z rodicov
alebo u plodu s hyperechogénnym ¢revom a/alebo dilata-
ciou ¢revnych kluciek).

3. Testovanie nosic¢stva pre CF u jedincov s pozitivhou ro-
dinnou anamnézou. V niektorych krajinach je testova-
nie nosiCstva pre CF zavedené aj u jedincov bez pozitiv-
nej rodinnej anamnézy v ramci vySetrovania nosic¢stva pre
najcastejSie genetické ochorenia alebo u neplodnych pa-
rov (neplati pre SR).

Zaver

Genetika v sucasnej dobe predstavuje odbor, ktory vyraz-
ne meni nas pohlad na patofyzioldgiu ochoreni. Cysticka fib-
réza, ako relativne ¢asté ochorenie, je vel'mi podrobne prestu-
dovana z molekulovo-genetického pohladu. Od samotného
potvrdenia klinickej diagnézy sa dostavame k novorodenec-
kému skriningu, prenatalnej diagnostike, urCovania nosic¢stva
u asymptomatickych jedincoy, ¢i predimplantac¢nej diagnos-
tike embryi. NavyS$e, urenie pritomnosti konkrétnych muta-
cii ndm umoznuje zvolit najefektivnejsiu liecbu. Cysticka fib-
réza sa takto stava modelovym ochorenim a ukazuje nam
potencial genetickej diagnostiky aj u menej ¢astych mono-
génovych ochoreni.
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