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Abstrakt

Cysticka fibroza je dédi¢né genetické onemocnéni postihujici pfedevs§im dychaci a travici
soustavu. Je zptisobeno mutacemi v genu CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator), které vedou k poruse transportu iontll a vody pies bunécné membrany. To zplisobuje
produkci hustého hlenu, ktery se hromadi v plicich, pankreatu a dalSich organech. Tento hlen
vede k chronickym infekcim dychacich cest, poSkozeni plic a zhorSenému traveni. Cysticka
fibroza v Ceské republice postihuje pfiblizné 1 z 2500 az 4000 novorozenci. Diky
novorozeneckému screeningu, ktery byl zaveden v roce 2009, je mozné onemocnéni
diagnostikovat jiz brzy po narozeni a zah4jit v€asnou lécbu.

V disledku pokroku v 1écbé cystické fibrézy se za poslednich tficet let vyrazné
prodlouzila délka zivota pacientll. To vSak souvisi s rostoucim rizikem vzniku rakoviny, které
se bude s ¢asem dale zvySovat. ZvySené onkologickeé riziko je spojovano s nedostatkem CFTR
proteinu. Dospéli pacienti s cystickou fibr6zou jsou nejvice ohrozeni rakovinou v oblasti
traviciho traktu, zejména tenkého a tlustého stieva, zluCovych cest, jicnu a Zaludku. Zvlasté
pacienti, ktefi podstoupili transplantaci plic, maji az tfikrat vyssi riziko vzniku rakoviny obecné
a sedmndctkrat vyssi riziko rakoviny tlustého stfeva nez pacienti bez transplantace. Hlavnim
faktorem tohoto zvySeného rizika je imunosuprese, ktera je nezbytna k zabranéni odmitnuti
transplantovaného organu.

Hlavnim cilem této prace bylo analyzovat expresi vybranych proteind ve stfevnich
vzorcich pacientll s cystickou fibrozou a porovnat ji s expresi proteinli v plicnich buiikach
(bunécné linie NuLi-1 a CUFi-1) mezi zdravymi jedinci a pacienty s timto onemocnénim.

Byly zjistény rozdily v expresi proteinti mezi bunéénymi liniemi NuLi-1 a CUFi-1 v
ruznych ¢asovych bodech. Zaroven se ukazaly variace v genové expresi mezi jednotlivymi
pacienty, které mohou byt ovlivnény riznymi faktory, véetné typu mutace genu CFTR, jejiho
dopadu na funkci CFTR proteinu, zménami intraceluldrnich signalnich drah a specifickymi

podminkami mikroprosttedi organoidu.

Klic¢ova slova: Rakovina, cysticka fibroza, terapie modulatory, CFTR gen, kolorektalni

karcinom, rakovina plic



Abstract

Cystic fibrosis is an inherited genetic disease affecting mainly the respiratory and
digestive systems. It is caused by mutations in the CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator) gene, which lead to impaired ion and water transport across cell
membranes. This causes the production of thick mucus that accumulates in the lungs,
pancreas and other organs. This mucus leads to chronic respiratory infections, lung damage
and impaired digestion. Cystic fibrosis affects approximately 1 in 2500 to 4000 newborns in
the country. Thanks to newborn screening, which was introduced in 2009, it is possible to
diagnose the disease early after birth and start early treatment.

As aresult of advances in the treatment of cystic fibrosis, the life expectancy of patients
has increased significantly over the last 30 years. However, this is associated with an
increasing risk of cancer, which will continue to increase with time. Increased cancer risk is
associated with CFTR protein deficiency. Adult patients with cystic fibrosis are most at risk of
cancer in the digestive tract, particularly the small and large intestine, bile ducts, oesophagus
and stomach. In particular, patients who have undergone a lung transplant have up to three
times the risk of cancer in general and 17 times the risk of colon cancer than patients without
a transplant. A major factor in this increased risk is immunosuppression, which is necessary to

prevent rejection of the transplanted organ.

The primary aim of this study was to analyze the expression of selected proteins in
intestinal samples from patients with cystic fibrosis and compare it to protein expression in
lung cells (NuLi-1 and CUFi-1 cell lines) between healthy individuals and patients with this
condition.

Differences in protein expression were observed between the NuLi-1 and CUFi-1 cell
lines at various time points. Additionally, variations in gene expression were identified among
individual patients, which may be influenced by various factors, including the type of CFTR
gene mutation, its impact on CFTR protein function, alterations in intracellular signaling

pathways, and the specific microenvironment of the organoids.

Keywords: Cancer, cystic fibrosis, modulator therapy, CFTR gene, colorectal cancer, lung

cancer
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Seznam Zkratek
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PCR

PKA

PKC

PKG

RB

Gen ademat6zni polypozy tlustého stieva (z angl. adenomatous polyposis

coli)

Adenosintrifosfat

Protoonkogen, ktery ptisobi proti apoptdze (z angl. B-cell lymphoma)
Kadherin-1 (z angl. Cadherin-1)

Chibby family member 1

Komplementarni DNA ( z angl. Complementary DNA)

Transmembranovy regulator cystické fibrozy (z angl. Cystic fibrosis
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Nukleotid vazajici doména (z angl. Nucletid binding protein)
Nosni potencialovy rozdil (z angl. Nasal Potential Difference)
Nemalobunécny typ karcinomu plic (z angl. Non small cell lung cancer)
Polymerazové fetézova reakce (z angl. Polymerase chain reaction)
Protein kinasa A

Protein kinasa C

Protein kinasa G

Hydrofilni regula¢ni doména (z angl. Regular domain)

Retinoblastomovy protein (z angl. gene of Retinoblastoma)



RT Reverzni transkriptasa

SCLC Malobuné&ény typ karcinomu plic (z angl. Small cell lung cancer)

TDC Bunky tkanového pivodu (z angl. Tissue-derived cells)

TBE Tris-Borat-EDTA

TMD Transmembranova doména (z angl. Transmembrane domain)
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receptor)
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domény DEATH (z angl. Tumor necrosis factor receptor type lassociated
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1 Uvod

Rakovina je celosvétové druhou nejcastéjsi pricinou umrti. PoCet zasaZenych timto
onemocnéni neustale roste, a to predev§im v mén¢ vyspélych zemi, kde neni ptistup ke v€asné
kvalitni diagnostice a 1écbé. Toto onemocnéni se mtize objevit v téméi kazdém organu nebo
tkani téla. Abnormalni buiiky za¢nou nekontrolované rast, napadaji okolni bunky a §iti se do
dal$ich organti (WHO).

Rakovina plic se stava nejéastéji se objevujici rakovinou na svéts. V Ceské republice je
kazdoro¢né diagnostikovano pies 6600 pacientii karcinomem plic, z nichz asi 5200 pacient
zemie. U muzli miZeme mezi roky 2013 aZ 2022 pozorovat pokles incidence (-13,1 %) 1
mortality (-17,8 %), u Zen naopak roste jak incidence (+21,1 %), tak mortalita (+7,6 %). U
muzil je incidence 1 mortalita karcinomu plic vys§i nez u Zen. Brzkd diagndéza v méné
pokro¢ilém klinickém stadiu vede k podchyceni daného onemocnéni. V CR jsou novy pacienti
s karcinomem plic diagnostikovani €asto az ve tfetim klinickém stadiu (67 %), coZ ma negativni
dopad na mortalitu v ¢eské populaci. V ¢asném stddiu onemocnéni, které ma nejlepsi progndzu,

je zachyceno pouze 18 % nadorti (Majek 2022, Coupkova 2024).

Rakovina tlustého stieva a kone¢niku neboli kolorektalni karcinom patii spole¢né s
rakovinou plic mezi nejéasté&jsi rakoviny. Roéné je v CR diagnostikovano pies 7700 pacientt
s kolorektalnim karcinomem a kolem 3400 pacientll na tento zhoubny nddor umird. Opét
muzeme pozorovat rozdil v incidenci a mortalité¢ mezi muzi a Zenami. V tomto pripadé je opét
incidence 1 mortalita kolorektalniho karcinomu vy$si u muzl nez u Zen. V poslednich letech
dochazi u obou pohlavi ke sniZeni incidence i mortality (Ustav zdravotnickych informaci a
statistiky CR 2022).

,Cysticka fibréza je autozomalné recesivné dédicné onemocnéni zasahujici asi 85 000
pacientll na celém svété.” V roce 1989 kdy byl identifikovan CFTR gen, zacalo zaméfeni na
vyvoj novych terapii smétujici k opravé mutovaného genu. Terapie CF probihala na zakladé
symptomatické 1€cby v podobé fyzioterapie, mukolytik, antibiotik, 1€k s protizanétlivym
ucinkem a 1éka vedouci ke zlepSeni stavu vyzivy pacienta. S postupem casu doslo k rozvoji
kauzalni 1écby CF. Hlavni cil bylo ovlivnit molekularni defekt jako pfi¢inu samotného
onemocnéni. V soucasné dobé mame k dispozici ¢tyfi CFTR modulatory, které ucinkuji na
90 % pacientt s CF (DouSova 2020).

Je znamo, Ze lidé s CF maji vyssi pravdépodobnost k vyskytu nékterych typl rakoviny.
Mezi nejcastéji se objevujicimi druhy rakoviny jsou rakovina tlustého stfeva a konecniku,
slinivky bfi$ni a dychacich cest. Zdkladni mechanismy, které vedou ke vzniku rakoviny, nejsou
zcela objasnény. Uvazuje se nad chronickym zanétem, zménami stfevni mikroflory ci
genetickych faktorech (Parisi 2023).
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2 Rakovina

Rakovina je celosvétove druhou nejcastéjsi pti¢inou umrti. Muzi jsou nejéastéji postizeni
rakovinou prostaty, plic, pradusek, tlustého stfeva a konecniku. U zen je nejCast&jsi vyskyt
rakoviny prsu, plic, pridusek, tlustého stfeva a kone¢niku, dale v déloznim ¢ipku nebo ve $titné
zlaze. U déti se nejcastéji rakovina vyskytuje v krvi, mozku ¢i lymfatickych uzlinach
(Hassanpour a Dehghani 2017).

Rakovina je onemocnéni, kde dochézi k nekontrolovanému riistu télesnych bunék a Sifeni
do dal$ich c¢asti t¢la. Za normalnich podminek bunky rostou a mnozi se — procesem bunééného
déleni. Pokud buiky zestarnout nebo dojde k posSkozeni, odumiou a nastoupi bunky nové.
V procesu bunécného déleni miize dojit k naruSeni a poskozené buiiky rostou a mohou vytvorit
shluk tkané, tzv. nador.

Rozli§ujeme dva typy nadorii. Zhoubné nadory podléhaji procesu metastazovani. Siti se
do okolnich tkani a mohou cestovat az do vzdalenych mist. Nezhoubné nadory se od zhoubnych
1181 tak, ze se nesiti do okolnich tkani (What Is Cancer? 2007).

3 Ruust nadoru

Rakovina vznikd zménami v genech, které nasledné tidi fungovani naSich bun¢k. Mezi
genetické zmény patii — poSkozeni DNA chemickymi latkami (tabdkovy kout, alkylacni latky,
organické slouceniny tézkych kovil), fyzikdlnimi faktory (ultrafialové zafeni a ionizujici
zafeni), biologickymi faktory (onkologické viry) nebo zdédéni po rodicich.

Vznik rakoviny postihuje obvykle tii typy genii — protoonkogeny, tumor supresorové
geny a geny pro opravu DNA. Protoonkogeny zajist'uji normalni rtst a déleni bunék. Mohou
se preménit na onkogeny, které podporuji riist poSkozenych bunck. Tumor supresorové geny
maji na starosti fizeni ristu a déleni bun€k. Zménou v téchto genech dochazi
k nekontrolovanému déleni. ,,Geny pro opravu DNA se podileji na opravé posSkozené DNA.“
Zménami v téchto genech dochdzi k dalSim mutacim v jinych genech a mize dochazet ke

zménam v chromozomu (napt. duplikace a delace) (What Is Cancer? 2007).

3.1 Nadorova diagnostika a terapie

U zhoubnych nadort je potieba vysettit vzorek tkan€ — prostfednictvim biopsie nebo krve.
Definitivné je nador potvrzen po vySetieni histologie a cytologie. U solidnich nadorti se navic
odebira okolni tkan, aby se zjistilo, zda se nador $iti do okoli. K vySetieni zmén bunék a popisu
pronikéni nadord do okolnich krevnich cév a lymfatickych cév se vyuziva tzv, grading.
K identifikaci a piesné diagndze jsou vyuzivany tzv. markery, které¢ jsou pro dany nador
charakteristické. K ur€ovani rozsahu onemocnéni ndm slouzi tzv. staging. Klinicky staging je
zalozen na zéklad¢ fyzikalniho vySetfeni a souc¢asti je zobrazovaci metoda (napi. RTG ¢i CT) a

metoda nukledrni mediciny (napf. scintigrafie). Patologicky staging je zaloZen na chirurgickych
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postupech. Jde o vySetfeni regionalnich lymfatickych uzlin, vizualni kontrolu pfilehlych
organil a histologické vySetieni postizené tkané€. Personalizovana lécba je postavena i na
zékladé analyzy genti (Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR 2022).

V soucasné dob¢ dochazi ke zlepSeni v oblasti nanomediciny. Dilezitd charakteristika
nanocastic je jejich biologickd vlastnost. Diky malé velikosti a velkému poméru povrchu
k objemu, se dokaZe navazat, absorbovat a pfenaset slouceniny v podob¢é molekul 1é¢iv, DNA,
RNA, proteinli a sond. Nanocastice tak mohou byt vyuzivany pro diagnostiku a 1é€bu rakoviny
(Thakor a Gambhir 2013).

4 Rakovina plic

Rakovina plic patfi mezi nejcastéji diagnostikovanou rakovinu a stava se tak hlavni
pri¢inou umrtni. Mezi nejCastejsi priciny se fadi kouteni tabaku, ktery se spojuje s 80 az 90 %
vSech diagnéz. Oproti tomu existuje i fada pacientll, kteti jsou skupinou nekouficich osob, a
ptesto lze u nich rakovinou diagnostikovat. Preziti téchto pacientl se béhem nékolika desetileti
zlepsilo jen nepatrné (Schabath a Cote 2019). Celkova mira pteziti u karcinomu plic je ptiblizné
15 %. Dulezita je v€asna diagnostika rakoviny plic, zejména pfi screeningu vysoce rizikovych
skupin obyvatelstva (napt. kufaci, expozice vyfukovym plynim, ropna pole, toxicka
pracovisté). V soucasné dobé se pro screening pouziva nizkodavkova CT. Jeji selektivita
dosahla 85 % a specifita 99 % (Nooreldeen a Bach 2021).

RozliSujeme rtizné podtypy karcinomu plic. Je potieba feSit heterogenitu lidskych
karcinomt plic, aby byla nastavena uc¢innd lécba. V soucasnosti se vyuzivaji rizné potencialni
biomarkery. Karcinomy plic rozdélujeme na malobunééné (SCLC) (z angl. Small cell lung
cancer) anemalobunécéné (NSCLC) (z angl. Non small cell cancer). Rozdil je bran z klinického
hlediska, z hlediska genetiky a biologie nadoru. SCLC vznika z centralniho nadoru, ktery
vychazi z podkozi dychacich cest jako per-hilarni utvar. Tento druh karcinomu vychazi
z neuroendokrinnich bunék bazédlniho bronchialniho epitelu. Rozsahly karcinom muze
metastazovat do mozku, jater a kosti, zatimco limitovany karcinom se soustfedni do jednoho
bodu. NSCLC se déli na adenokarcinom, velkobunéény a dlazdicobunéény karcinom (Miller
2005, Park 2011, Nooreldeen a Bach 2021).

K patogenezi karcinomu plic pfispivaji onkogeny — c-myc, K-ras, cyklin D1 a BCL2. U
SCLC je pozorovana amplifikace c-mys, N-myc a L-myc, zatimco mutace ras se nevyskytuje.
Mutace K-ras je ptfitomna v ¢asti lidskych adenokarcinomil plic. Tumor supresorové geny jsou
spojeny s familidrnimi nddorovymi syndromy. Mezi u€astnici se tumor supresorové geny patii
—p53,Rbapl6. U SCLC jsou inaktivovany supresory p52 a Rb a u NSCLC je navic
inaktivovan nadorovy supresor p53 (Minna 2002, Miller 2005).
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5 Rakovina tlustého streva a konec¢niku

Rakovina tlustého stieva spadd spolecné s rakovinou plic k nej¢astéj§im nadorim na
svéte. Kazdy rok se diagnostikuje ptes 250 000 novych piipadi rakoviny tlustého stfeva
(Labianca 2010). Posledni roky se pozoruje pokles umrtnosti, diky uc¢innosti pokrokt
v prevenci, screeningu a terapii (Markowitz 2002). Ptiblizné 25 % piipadti mé ptivod v rodinné
anamnéze, avsak 75 % ma sporadickou formu (Zoratto 2014).

Tlusté stievo se skladd ze vzestupného trac¢niku, ktery pfechazi v tracnik pficny
(Obrazek 1). Nasleduje sestupny tracnik, ktery ptechédzi v esovitou klicku a je zakonceno
kone¢nikem. Nadory se ¢asto objevuji v dolni ¢asti tlustého stfeva, v oblasti esovité klicky a
kone¢niku (Holubec 2004).

ricny tracnik

jaterni
flexura

vzestupny
tracnik

slepé
strevo
appendix esovita klicka
konecnik

Obrazek ¢€.1 — Popis jednotlivych ¢asti tlustého stievo (The Colon: What it is, What it Does)

Tlusté¢ stievo se skladd zepitelovych bun¢k. Ptfi vzniku rakoviny dochazi
k vicestupiovému procesu neoplazie (Markowitz 2002). Dochazi ke genetickym a
epigenetickym zménam, které se hromadi. Soucasti genetickych zmén je — chromozomalni
nestabilita (zkr. CIN, z angl. Chromosomal instability), mikrosatelitni nestabilita (zkr. MSI,
z angl. Microsatellite instability) a fenotyp CpG ostrovniho metylatoru (zkr. CIMP, z angl. CpG
island methylator phetotype), zatimco mezi epigenetické udalosti nalezi methylace DNA,
modifikace histonovych proteinti a aberace miRNA (Zoratto 2014).

RozliSujeme nadory benigni — adenom, maligni — adenokarcinom a nejisty nador
karcinoid. Adenom se nachézi v jakékoliv ¢asti stfeva uvniti sliznice a pisobi na okoli jen

tlakem svého riistu. Karcinom se ¢asto nachdzi v oblasti esovité klicky a rekta. Pronika dovnitf
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do stény stfeva. Karcinom invazivné proristd do stény stfeva a vytvaii metastaze
v lymfatickych uzlinach a jatrech (Holubec 2004).

Kroky podilejici se na tumorigenezi navrhli E.R. Fearon a B. Vogelstein, tzv. model
sekvence adenom — kacinom. Prvnim krokem je inaktivace genu APC (z angl. adenomatous
polyposis coli), ktery zplsobuje adenom. Druhym krokem je mutace K-ras, kterd vede
k podpofe ristu adenomu. Dochazi ke ztaté heterozygozity, kterd umoznuje progresi adenomu
anakonec inaktivace nddorového proteinu p53 (zkr. TP53, z angl. Tumor protein 53), ktery vede
k pfechodu do karcinomu (Zoratto 2014).

6 Organoidy

Organoidy pochdzeji z indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (zkr. iPSC,
z angl. Induced pluripotent stem cells) nebo bun¢k tkanového piivodu (zkr. TDC, z angl. Tissue-
derived cells), véetné normalnich kmenovych/progenitorovych buné¢k, diferencovanych bun¢k
ze zdravych nebo nemocnych tkani (Obrazek 2). Jednd se o jednoduché modely in vitro
zalozené na tkanovém inzenyrstvi, které se snazi napodobit komplexni struktury a funkce
odpovidajici tkdnim in vivo. Organoidy lze vyuzit v diagnostice, modelovani nemoci,
objevovani 1éCiv a personalizované medicing. Vyhodou organoidil oproti zvifecim modelim je

jejich lepsi ptistup pro manipulaci a hloubkové biologické studie (Zhao 2022).

Experimenty

Pro ziskani organoidli z TDC je potieba pracovat se vzorky tkané ¢lovéka ¢i zvifete (napf.
stieva a zaludek). ,,Vzorky stfevni tkdné se oteviou, promyji a poté roziezou na malé fragmenty
(2-4 mm).* Ditvod roziezani je zvétSeni plochy pro enzymatické $tépeni ¢i jinou mechanickou
disociaci za ucelem izolace jednotlivych stfevnich kmenovych bunék nebo krypt. Po promyvani
a naslednych krocich purifikace se sklizené kmenové buiiky nebo krypty vyuziji pro vysev a
vytvoreni organoidnich kultur pro expanzi (Zhao 2022).

Organoidy ziPSC se ziskdvaji pomoci genetického inZenyrstvi. ,,Expanduji jako
nediferencované klonalni populace na napéjecich buitkach nebo definovanych substratech
extracelularni matrix, aby se shlukovaly do embryonalnich télisek. iPSC jsou sklizeny jako
bunétné agregaty, které zachovavaji kontakt mezi buitkami a poskytuji bunécné populace s
zarode¢né vrstvy k vytvofeni endodermalnich kouli, mezodermdalnich kopuli a

neuroektodermalni matrix pro dalsi aplikace* (Zhao 2022).
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a Organoidy z TDCs

vzrek tkané lzolace bufiky a organoidu Promyti a purifikace Vysev a expanze
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Obrazek €. 2 — Proces pripravy organoidi vychazejici z TDCs a iPSC (Zhao 2022)

7 Cysticka fibroza

Cysticka fibrdza je fazena mezi nejcastéjsi genetické poruchy, kterd se vyskytuje jednou
z 3500 bélosskych porodii v USA. Jedna se o autozomalni recesivni genetické onemocnéni (Liu
2016). Cysticka fibroza je zptisobena mutaci v genu pro transmembranovy regulator cystické
fibrozy, coz vede k nefunkénimu proteinu. Vysledkem jsou opakované plicni infekce, zanéty a
obstrukce pritoku vzduchu. V soucasném dob¢ podstupuje v USA transplantaci ptiblizné 200—
250 jedinct za rok. Diky novodobé 1é¢bé se mnoho pacientli dozije dospélosti, kdy se zvysuje
pravdépodobnost vzniku rakoviny (Maisonneuve 2013). Jedna se pfedevSim o malignity
traviciho traktu, slinivky bfi$ni a zlu¢niku. U pacientl, ktefi podstoupili transplantaci plic, se
objevuje rakovina az tfikrat vice nez u pacientli bez CF. Pfi¢inou je imunosuprese poddvand za

ucelem prevence odmitnuti transplantované¢ho organu (Fink 2017).
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7.1 Historie a vyvoj poznani cystické fibrézy

Prvni zminky o nemoci cystické fibrozy pochazi ze starovékého folkloru ze severni
Evropy. Byl zde zaznam, Ze pokud polibite dité se slanou chuti, je zakleté a brzy zemie. Profesor
Guido Fanconi dal do souvislosti v roce 1936 celiakii a cystickou fibrozu slinivky bfisni s
bronchiektaziemi a napsal o tom v praci — ,,Znama cysticka fibromatéza slinivky bfisni
s bronchiektaziemi“ (Pérez-Frias 2019).

Onemocnéni cysticka fibroza byla poprvé popsana vroce 1938. Byla spojena
s malabsorpci, poruchou rastu a plicni infekci. V daném obdobi bylo primérmné doziti 6 mésicti.
V roce 1946 zjistili Andersen a Hodges, Ze je CF zptisobena genetickou poruchou, ale az v roce
1989 ve spolupraci doktorti Tsuiho a Collinse byla prokdzana zvySena reabsorpce sodiku a
defektni transport chloridi. ,,V roce 1991 bylo prokazano, ze protein CFTR tvoii chloridovy
kanal, a ze k jeho otevieni je tfeba hydrolyza ATP. To vedlo k objevu novych diagnostickych

testl, moznosti vyzkumi a vyhlidky na vyuziti genu k terapii“ (Dave 2021, Pérez-Frias 2019).

7.2 CFTR gen

Pti¢inou onemocnéni je nedostatek CF transmembranového regulatoru. Tento protein,
ktery patii mezi ABC transportéry, ma funkci chloridového a aniontového kanalu, a tudiz je
zapojen do fady fyziologickych procesti (Castellani a Assael 2017).

Nedostatek CFTR se miize projevit onemocnénim dolnich a hornich dychacich cest, stiev,
slinivky bfiSni a jater. Diilezitou roli hraje u hypotalamu, ledvin a kosti, nebot’ Spatnou funkci
muze dochézet k rastové retardaci, opozdeéni puberty, modulaci kostni denzity ¢i nachylnosti
k ledvinovym kamentim. U pacientll s CF se povazuji za sekundarni onemocnéni plic a stiev.
Vys§i hladina tohoto proteinu mize zpiisobovat sekreni priijmy a polycystické onemocnéni
ledvin.

Mutace CFTR Ize rozdélit do Sesti kategorii podle mechanismu dysfunkce a vlivu na
protein. Znalosti téchto skupin umoznuje navrzeni novych lécebnych postupii. Pacienti
s urcitou rezidudlni aktivitou proteinu maji mirnéj$i onemocnéni nez pacienti tfidy 1-3, kde
tiidy se vSak fenotypové znacné piekryvaji a na zaklade genotypu CFTR nelze predpovedét
individualni vysledek. Korelace mezi genotypem a projevy onemocnéni je ovlivnéna riaznymi
faktory* (Castellani a Assael 2017).

Cysticka fibroza (CF) je zpusobena riznymi mutacemi genu CFTR, které vedou k
dysfunkci chloridového kanélu. Nejcastéjsi mutaci genu CFTR, kterd zptsobuje cystickou
fibrozu, je mutace AF508 (delece fenylalaninu na pozici 508). Tato mutace se vyskytuje
ptiblizné u 70-80 % pacientl s timto onemocnénim v evropské populaci. Mutace AF508 vede
k defektnimu skladani CFTR proteinu, coZ brani jeho transportu na povrch buné¢k, kde by m¢l
fungovat jako chloridovy kanal (Middleton 2019).
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Mutace 2789+5G>A a 3659delC patii k méné Castym variantdm. Prvni mutace ovliviiuje
spravné sestithovani mRNA, zatimco druhd zplsobuje deleci a ztratu funkce proteinu.
Mutace G542X je nonsensova mutace, kterd vede k pred¢asnému ukonceni translace a produkci
nefunkéniho proteinu. L000del je delece tii nukleotidd, kterd ovliviiuje stabilitu a funkénost
proteinu. D1152H je mirnéj$i mutace spojend s ¢aste¢né zachovanou funkci CFTR, coZ mlze
vést k mirng§im symptomim. N1303K je missense mutace, kterd ovliviiuje ATPazovou
doménu CFTR, coZz snizuje transportni aktivitu proteinu. Kombinace mutaci,
napiiklad G542X/E1104K nebo 2789+5G>A/3659delC, mlze vést k rizné mife zdvaznosti
onemocnéni, v zavislosti na tom, jak ovliviiuji funkci CFTR proteinu (Fanen 2014).

7.3 Kontrola aktivity NF — kB skrze CFTR

CFTR protein funguje jako chloridovy kanal, na ktery se vaze ATP molekula. Kanal se
podili na tvorbé a udrZzovani spravného sloZeni a mnozstvi tekutiny pokryvajici rizné slizni¢ni
membrany v téle. Mezi Casto se objevujici projevy patii chronicka plicni infekce, ktera vede k
zanétlivé reakci v dychacich cestdich u CF, kterd pietrvava z divodu piitomnosti bakterii
Pseudomonas aeruginosa a mize vést az k selhani funkce plic. Bakterialni infekce s danym
zanétem souvisi, nebot’ bakterie uvoliluje lipasu, ktery plisobi prostfednictvim receptori
podobnych Toll (zkr. TLR, z angl. Toll-like receptor). To vede k aktivaci signalizace NFxB.
Druhou moznosti je akumulace vapniku v endoplazmatickém retikulu, kde dochazi ke stresu
ER, ¢imz se indukuje aktivace NFxB (Wang 2016).

CFTR je soucasti imunitnich bunék, jako jsou neutrofily, makrofagy a lymfocyty. Pii
absenci CFTR proteinu byly zaznamendny funk¢éni zmény. Pozoruje se souvislost mezi
sniZzenou funkci CFTR a sniZenou schopnosti neutrofilti fagocytovat a zabijet bakterie. Neni-li
pfitomnost bakteridlnich podméti, epitelidlni buiiky dychacich cest pacientii s CF uvoliuji
prozanétlivé cytokiny — IL-8. ,,Nicméné je vSeobecné piijimano, Ze pacienti s CF maji silngjsi
zanétlivou odpoveéd na bakteridlni infekci ve srovndni s pacienty bez CF s podobnymi
infekcemi (Wang 2016).

Rada slozek imunitniho systému hraje roli u CF. Uréita varianta tumor nekrotizujiciho
faktoru alfa (TNFa), 238 G/Gvs. G/A, je spojena s vy§§im prezitim pacientll s CF. Niz§i hladiny
TNFo mohou byt protektivni. ,,TNFa aktivuje NF-kB vytvofenim komplexu zahrnujiciho
TNFa, TNFR (z angl. Tumor necrosis factor receptor) a TRADD (z angl. Tumor necrosis factor
receptor type lassociated DEATH domain protein).”“ Funkéni vazbu TNFa na receptor
stimuluje transkripéni faktor NF-kB, P65, coz vede k uvoliovani cytokini IL-6 a IL-8 do
dychacich cest pacienti s CF. ,,Interakci se svym ligandem vytvari receptor TNFa trimery, které
zpusobuji disociaci inhibi¢niho proteinu SODD (z angl. Silencer of death domains) od
receptoru TNFa. To umoznuje adaptorovému proteinu TRADD navézat se na smrtici doménu
receptoru.” Po navazani TRADD se tvoii multiproteinovy komplex, ktery zpiisobi fosforylaci
inhibi¢niho proteinu IkBa. Dochazi k translokaci NF-kB do jadra, kde stimuluje transkripci
cytokint, jako je IL-8 (Wang 2016).
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Digitoxin inhibuje signalizaci TNFo/NF«kB a hyperexpresi IL-8 v epitelidlnich buiikach
CF plic. Diky ptisobeni digitoxinu dochéazi k interakce mezi TNFR1 a TRADD. TRADD je
soucasti signdlni transduk¢ni drahy, kterd reguluje aktivitu NF - kB a je spojen s regulaci CFTR
aktivitu NF-xB vétsi. Knockdown TRADD snizuje aktivitu NF-kB a ru$i schopnost TNFa
zvySovat aktivitu NF-kB. TRADD je v epitelidlnich bunikach plic CF zvySeny. TNFa a

rrrrr

v epitelidlnich bunkéch CF plic (Wang 2016).

7.3.1 Z genu na protein
Gen CFTR pochazi z dlouhého raménka 7 (7q31) (Obrazek 3). Jeho molekulova

hmotnost je 250 kb, ale po transkripci ma 6,1 kb. Pro transkripci vyuziva rizna mista promotorti
a lze regulovat pomoci genové exprese. Existuji rizné sestithané formy CFTR. Protein je
koédovan 1480 aminokyselinami. Sklada se z transmembranové domény obsahujici 6 Sroubovic
(zkr. TMD, z angl. Transmembrane domain), nukleotid vazajici domény (zkr. NBD, z angl.
Nucletid binding protein) a hydrofilni regulaéni domény (zkr. R, z angl. Regular domain).

CFTR Gene
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Obrazek ¢. 3 — Gen regulujici transmembranovou vodivost pri cystické fibréze (CFTR) a
jim kodovany polypeptid (Daele 2006)

Polypeptid je ko-translan¢né¢ transportovan skrz Sec 61 translocon a je integrovan do
membrany endoplazmatického retikula. Nasledné je N-glykosylovan na ¢tvrté extracelularni
smycce. Pomoci chaperont, calnexin a Hsp70, je protein spravné slozen. Stava se odolnym vici
protedzam a transportuje se do Golgiho aparatu, kde jsou modifikovany glykosilaéni skupiny.

Vznikld forma se transportuje do bunécnych membran, kde prochdzi endocytézou pies
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vezikuly. C — konec obsahuje tyrosinovy internaliza¢ni signal, ktery reguluje endocytdzu.

Proces je regulovan pomoci cAMP, jehoz zvyseni vede ke zvySeni proteinu CFTR.

Pouze 25 % produktti je odolnych vici protedzadm a je transportovano do Golgiho aparatu.
Ostatni produkty podléhaji degradaci ubikvitinaci pomoci proteosomu v cytoplazmé (Obrazek
4) (Vankeerberghen 2002).

Povrch bunky Degradace
Mature 160-180 kDa CFTR Iysozomem

Endocytéza
a recyklace

. Mature 160-180 kDa CFTR

ollaarat

{

! Protease resistant
immature 150 kDa CFTR

20-30% of wildtype CFTR
0 % of F508del CFTR
T0-80% of wildtype CFTR

100 % of F508del CFTR

‘m — Degradace

s { gl proteosomem
e ... 150 kDa CFTR

Hsp70-CHIP

Obrazek €. 4 - Proces translace/ transkripce a degradace (Vankeerberghen 2002)

7.3.2 Komponenty transmembranového regulatoru

1. Regula¢ni doména

C — konec regulaéni domény obsahuje fosforylacni mista PKA, PKC, PKG. Stimulace
CFTR kanalu je aktivovdna pomoci PKA mista prostfednictvim cAMP. Draha PKG je
stimulovana ¢cGMP a vede k ativaci CFTR ve stfevnim epitelu a panktreatu. Draha PKC je
aktivovana pomoci PKA.

Konformac¢ni zména zvySuje afinitu NBD1 k ATP. Aminokyseliny 760-783 jsou potiebné
k vytvotfeni uzavieného chloridového kanalu v nefosforylovaném stavu. Oblasti  817-838
obsahuji nabité zbytky, které jsou nutné ke stimulaci. Nukleotid vazajici doména a doména R
vzajemné komunikuji.
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2. Nukletid vazajici domény
Obé domény obsahuji motivy dalezité pro vazbu a hydrolyzu ATP: Walkerliv motiv A
(GXXGXGKT/S), Walkeriv motiv B (R/KX7-844D) a linkerovou oblast (LSGGQ) (kde X
oznacuje libovolnou aminokyselinu a 4 hydrofobni zbytek). Hydrolyzou ATP na NBD1 dochézi
k aktivaci kanalu, av§ak naslednou hydrolyzou ATP na NBD2 se aktivita kandlu ukon¢i.
3. Transmembranové domény
Transmebranové domény jsou tvofeny Sroubovicemi, které vytvaii pory.
Transmembranové sroubovice TMD1 a TMD2 spolu interaguji (Vankeerberghen 2002).

7.4 Faktory uplatinujici se v patogenezi

7.4.1 Esencialni mastné kyseliny a jejich derivaty

Biologické ucinky mastnych kyselin zavisi na hladinach MK a na poméru n-3 a n-6
mastnych kyselin (Castellani a Assael 2017). Sleduje se souvislost mezi mutaci genu CFTR a
poruchami v metabolismu esencidlnich mastnych kyselin. Mezi poruchy nalezi zvySené
uvolilovani kyseliny arachidonové z fosfolipidii bunéénych membrén a nizky stav kyseliny
linolové a dokosahexaenové. Divodem mliZze byt porucha anexinii a ceramidi, které maji dopad
na zanét a uvolilovani kyseliny arachidonové.

U pacientii s CF pozorujeme zménéné hladiny mastnych kyselin v plazmé, a to
nedostatkem esencialnich mastnych kyselin, projevujici se snizenim plazmatickych hladin
kyselin linolové a dokosahexaenové s kompenzacnim zvySenim hladin kyseliny eikosatrienové
(Freedman Steven D. 2004, Strandvik 2001, Strandvik 2010).

7.4.2 Manézu vazajici lektin

Manoézu vézajici lektin (zkr. MBL, z angl. Mannose-binding lecitin) je plazmaticky
lektin, ktery je dlleZitou soucasti vrozené imunity. Je soucasti rodiny proteini kolektind.
Struktura obsahuje doménu bohatou na cystein, trojitou Sroubovici pfipominajici kolagen,
oblast kr¢ku a doménu rozpoznavaji sacharidy, jehoZ vazbou miZze byt inhibovan. Mezi Casté
sacharidy patfi fukéza, glukéza, N-acetylglukosamin nebo mandza, kterd je typicka pro
mikrobidlni povrchy. MBL miiZze vazat bakterie a neutralizovat je ¢i opsonizovat aktivaci
komplementu. ,,Nativni molekula je oligomer, ktery se sklada ze Sesti identickych podjednotek,
z nichz kazda je tvotena tfemi polypeptidovymi fetézci (Obrazek 5) (Monsigny 2007).

Jednotlivi lidé se od sebe lisi koncentraci MBL. Nizk4 koncentrace MBL vede k Cast¢jSim
infekcim, zejména v kombinaci se sekundarnim imunodeficitem. Jedna se u rizikovy faktor i
kojencti a u osob podstupujici chemoterapii ¢i imunosuperesi po transplantaci. Ma vyznamny
vliv na revmatoidni artritidu a cystickou fibrozu (Kilpatrick 2002, Turner 2003). Purifikovany
lektin Ize podavat chronicky nemocnym pacientiim a zarovei je u€inny jako lé¢ebny prostredek
u pacientd s CF (Garred 2002).
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bakterii Burkholderia cepacia. Dochazi k navazani na tuto bakterii a probihé4 zahajeni aktivace

komplementu. Diisledkem je pfimé zniceni mikroba ¢i jeho fagocytdza (Davies 2004).

doména
rozpoznavajici
sacharidy

podaobna
kolagenu

doména bohata na cystein

Obrazek €. 5 — Struktura hexameru proteinu manézu vazajiciho lektinu (Idowu 2021)

7.4.3 Alfas — antitrypsin

Alfai — antitrypsin jako inhibitor serinovych proteinaz, chrani plice pied proteolytickym
napadenim. Je to protein fadici se do nadrodiny serpint. Gen kddujici alfar — antitrypsin leZi na
dlouhém raménku lidského chromozomu 14 (14q32.1). Bodovou mutaci v genu pro alfai  —
antitrypsin vede k jeho nedostatku v plazmé, ¢imz dochazi k chronické obstrukéni plicni
nemoci. Alfai — antitrypsin je produkovan hepatocyty, monocyty, makrofagy, plicnimi
alveolarnimi bunikami a stfevnim epitelem. Jednd se o glykoprotein skladajici se ze tii
postrannich sacharidovych fetézcli. S molekulovou hmotnosti 52 kDa je tvofen z deviti alfa-
Sroubovic, tii beta-listh a smycky reaktivniho centra (Obrazek 6). Toto reaktivni centrum
vytvari s proteindazou kovalentni vazbu a nasledné se zasouva do stfedu beta-listu, ¢imz vznika
neaktivni proteindza (Mackiewicz 1993, Karatas a Bouchecareilh 2020).

,»Cysticka fibroza je charakterizovana nadbytkem volnych proteinaz, které nici plicni
tkan. AvsSak bylo zjisténo, Ze nedostatek alfal — antitrypsinu je u pacinetii s CF spojen s mén¢

zavaznym plicnim onemocnénim (Mahadeva 2001).
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Obrazek ¢. 6 — Struktura proteinu alfal — antitrypsinu pochazejici z homo sapiens (Patschull
2011)

7.4.4 Tumor nekrotizujici faktor alfa

Tumor nekrotizujici faktor alfa je soucasti rodiny cytokinli a ma riizné pleiotropni €inky
na ruzné typy bunck. Je popsan jako hlavni regulator zanétlivych reakci, ktery se podili na
patogenezi nékterych zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni. Na pocatku je produkovan s
233 aminokyselinami jako dlouhy transmembranovy protein, ktery se formuje do homotrimert.
Sklada se ze dvou antiparalelnich beta — vrstev s antiparalelnimi beta — fetézci (Obrazek 7). Je
produkovan aktivovanymi makrofagy, T-lymfocyty a pfirozenymi zabije¢skymi bunikami (Jang
2021, Steen 2011).

Zvysena koncentrace tumor nekrotizujiciho faktoru predstavuje znak zanétlivé reakce na
chronickou infekci bakterii Pseudomonas aeruginosa u pacienti s CF. Muze byt faktorem,
ktery vede k progresivni destrukci plic (Norman 1991).

Nadmérna produkce tumor nekrotizujiciho faktoru je vyvazovana syntézou
mediatori. Klidovy stav imunitniho systému je vykreslovan ptfevahou TNF, zatimco poruchy

imunitniho systému se vyznacuji pfevySenim IL-10 (Shmarina 2001).
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Obrazek ¢. 7 — Struktura tumor nekrotizujicitho faktoru alfa pochazejici z Homo sapiens
(Reed 1997)

7.5 Klinické projevy

Prib¢h onemocnéni se u pacientl s cystickou fibrozou 1i8i a mize zacit nékolik mésict
po narozeni ¢i desitky let po narozeni. Pacienti vykazuji mirné ¢i atypické ptiznaky. Klinické
projevy u pacientll s CF zahrnuji opakované sinusové a plicni infekce, priijmy a malnutrice
(obréazek 8). Porucha chloridového kandalu vede k tvorb¢ hlenu v plicich, slinivce bfisni,
jatrech, stfevech, reprodukénim traktu a dochazi ke zvySeni obsahu soli v sekretech potnich
zlaz. Onemocnéni plic patii mezi hlavni pfi¢inu onemocnéni CF (Chen 2021, Dickinson a
Collaco 2021).
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Obrazek ¢ 8. — Klinické projevy cystické fibrozy (Dickinson a Collaco 2021)

7.5.1 Respira¢ni onemocnéni

Typickym respiracnim projevem je produktivni kasel, hyperinflace plicnich poli viditelné
na rentgenovém snimku hrudniku a plicni funkéni testy, které odpovidaji obstrukénimu
onemocnéni dychacich cest. Casto se objevuji infekce s hromadénim zanétlivych bungk, které
uvolnuji svlyj obsah a poskozuji stény pridusek, coz vede k bronchiektaziim. Dychaci cesty
jsou casto osidlovany bakteriemi, které se podileji na vzniku zanétu. Tento zanét mize vést k
bronchitidé ¢i zapalu plic. Soucasti vyskytujicich se bakterii je Psedomonas aeruginosa,
Stafylokokus  aureus,  Stenotrophomonas  maltophilia, ~Achromobacter  xylosoxidas,
Burkholderia cepacia, dalé mykobakterie zejména Mycobacterium avium complex a

Mycobacterium abscessus a vlaknité houby Aspergillus fumigatus (Katkin 2023).

7.5.1.1 Onemocnéni vedlejSich nosnich dutin

Defektni protein CFTR se nachazi v epitelu vedlejSich nosnich dutin, proto je
onemocnéni vedlejSich nosnich dutin u pacienti s CF bézné. Mezi nejCastejs$i projevy patii
chronické ucpavani nosu, bolesti hlavy, chronicka postnazalni kapénka a porucha spanku.
Infekce vedlejSich nosnich dutin maze vést k exacerbaci vedlejSich dychacich cest (Katkin
2023, Dickinson a Collaco 2021).

7.5.1.2 Plicni exacerbace

Plicni exacerbace neboli epizodické akutni zhorSeni pfiznakl je charakterizované

zesilenymi respiraénimi pfiznaky, zahrnujici kaSel, produkci hlenu, pokles plicnich funkei, déle
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unavou, sniZzenou chuti k jidlu a ubytkem hmotnosti. K 1é¢bé se vyuzivaji antibiotika, ktera se

staraji o Cistotu dychacich cest vii¢i hlenu (Dickinson a Collaco 2021).

7.5.1.3 Polypozy

Nosni polypoézy jsou zplsobeny chronickou rinosinusitidou. Vyskyt je variabilngjsi a
vyskytuje se u pacientll z 10 az 32 %. ,,Klinické projevy nosnich/sinusovych polypt sahaji od
asymptomatického nélezu pii fyzikdlnim vySetfeni az po mirné nebo zdvazné piiznaky
zahrnujici rinoreu, ucpani nosu, nosni obstrukci, postnazalni kapani, chrapani, obstrukéni
spankovou apnoe, hyponazalni fe¢, epistaxi, hyposmii/anosmii, ageusii, bolest obli¢eje nebo
hlavy, bolest nad hornimi zuby, pocit tlaku nad ¢elem a obli¢ejem, dvojité vidéni a rozsiteni
nosni pyramidy.* K odstrafiovani hlenu se vyuzivaji vyplachy nosu fyziologickym roztokem,
ke sniZeni zan€tu nosni steroidy. Pii opakujicich se problémech je mozné vyuzit chirurgickou
lécbu (Katkin 2023, Dickinson a Collaco 2021).

7.5.1.4 Bronchiektazie

Bronchiektazie je chronické onemocnéni s abnormalnim rozsitenim dychacich cest. To

ma za nasledky t€zsi pohyb vzduchu do plic a z plic a tim odstrafiovani hlenu z pradusek.

7.5.1.5 Atelektazy
Atelektazy prislusi mezi casté komplikace CF a vyskytuje se piiblizn€ u 4-11 % pacinetd.
Dochazi k poskozeni horniho laloku v disledku ucpani hlenem. K odstranéni komplikaci

dochazi diky odstranéni impaktovaného sputa (Ng 2014).

7.5.1.6 Pneumotorax

Pneumotorax je stav, kdy vysoky alveolarni tlak vytlacuje vzduch do intersticialniho
prostoru s niz§im tlakem, ktery unika do pleuralniho prostoru. Casto dochazi ke zhrouceni ¢asti
nebo celé plice. Pacienti pocituji ndhlou bolest na hrudi a duSnost. Prevalence vyskytu je u
jedinct s CF 3,4 %. Diagnostickym vysetfenim je rentgenové vysetfeni hrudniku, u tézkého
plicniho onemocnéni je potfeba vyuzit poc¢itacovou tomografii. U lehkého pneumotoraxu se
1é¢i aspiraci jehlou u tézsich se vyzaduje zavedeni hrudni sondy s naslednou hospitalizaci
(Chalmers 2021, Dickinson a Collaco 2021).

7.5.1.7 Respiracni selhani

Cystickou fibrozou se mtize plicni tkan natolik poskodit, ze funkce plic se postupné
zhorSuje az nakonec mize dojit k ohrozeni Zivota (Chalmers 2021).
7.5.1.8 Hemoptyza

Vykaslavani krve je ¢asto nasledkem poskozeni dychacich cest a vzniklé infekce. Mnohdy
se jedna o malé mnozstvi krve, které vSak mize byt na zivoté ohrozujici (Chalmers 2021). U 3
% pacientil s CF se hemoptyza vyskytuje. Casto ptispiva nedostatek vitaminu K v dasledku

malabsorbce nebo jaterniho onemocnéni. K 1é€bé stiedné tézké hemoptyzy lze vyuzit
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antibiotika, u masivni hemoptyzy je potieba zahrnout vhodnou stabilizaci a opatieni k uvolnéni
dychacich cest (Dickinson a Collaco 2021).

7.5.2 Onemocnéni gastrointestinalniho traktu

7.5.2.1 Pankreaticka insuficience

Insuficienci exokrinni slinivky jsou postizeny pfiblizné dvé tietiny pacientl trpici
cystickou fibrézou, s tim Ze 20 az 25 % se vyvine béhem nékolika prvnich let Zivota. Rada
z nich vykazuje malabsorpci tukl do jednoho roka Zivota. Onemocnéni slinivky ma tendenci
progrese. V dospélosti se mlze objevovat pankreaticka insuficience. Mezi pfiznaky patii
steatorea, ktera se projevuje objemnou, zapachajici a nékdy 1 mastnou stolici a nizkym nartistem
hmotnosti, kviili malabsorpci tukt a bilkovin. Dal$i pifiznaky mohou byt zplsobené
nedostatkem rozpustnych vitaminti v tucich, napt. nedostatek vitaminu K se mize projevovat
v koagulopatii a nedostatek vitaminu D kiivici. Jedinci, ktefi si zachovavaji dostatecnou funkci
pankreatu po celé détstvi, jsou ohrozeni pankreatitidou. Pokud se u kojencti neléci pankreaticka
insuficience, mohou se vyskytnout otoky, hypoproteinémie, ztrata elektrolyti a anémie
v disledku malabsorpce makro — a mikronutrientt. 10 az 20 % novorozenct trpi mekoniovym

ileem, ktery se projevuje obstrukci stfeva mekoniem (Chen 2021, Katkin 2023).

7.5.2.2 Mekoniovy ileus a distalni ilealni obstrukce

U novorozencii s mekoniovym ileusem dochazi k obstrukci stfeva mekoniem. Timto
problémem trpi ptiblizné 10 az 20 % novorozencli s CF a u nedonoSenych déti je vyskyt
mekoniového ilea 1 vyssi nez u novorozencu bez CF.

Distalni stfevni obstrukéni syndrom se vyskytuje u déti 1 u dospélych. Objevuje se
casteCna nebo Uplna obstrukce tenkého stieva v disledku impakce viskozni stolice v distalnim
sttevé. U pacienti s t€zkymi genotypy CFTR se vyskytuji bolesti bficha, pokrocila plicni
onemocnéni, nékdy 1 pankreaticka insuficience. Rizikovymi faktory mohu byt — dehydratace,
zmény stravy, suboptimdlni vstfebavani tukl, pfemnozeni bakterii ¢i zacpa. Pokud se
je nutny chirurgicky zdkrok, ktery vSak mlze byt komplikovan recidivujicimi symptomy
zpusobenymi adhezemi. K diagndze postaci rentgenové vysSetfeni bficha, anamnéza nebo
fyzikalni vyseteni. K 1é¢bé leh¢iho prubéhu Ize vyuzit rehydrataci a osmotickou projimavou
terapii. Pro zavazené piipady se vyzaduje hospitalizace, intravendzni podani tekutin, Gplny
sttevni klid a pouziti velkych objemi polyetylenglykolu. Uplna obstrukce stfev vyzaduje
klystyr s megluminem diatrizoatu sodného (Gastrografin) a retrogradnim vyplachem a

vizualizaci terminalniho ilea zkusenym radiologem (Katkin 2023, Dickinson a Collaco 2021).

7.5.2.3 Diabetes

Poskozenim slinivky bfiSni hustym sekretem, ktery vznikd v disledku obstrukéniho

syndromu vede u pacientli s CF k diabetu mellitu. Exokrinni pankreatickou insuficienci dochazi
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k dysfunkci endokrinniho pankreatu, coz vede k intoleranci gluk6zy a diabetu. Vyskytuje se u
20 % dospivajicich a u 50 % dospélych jedincii s CF. Casto se objevuje fokalni bilidrni cirhéza
zpusobend zluci, kterd mlize zpusobit zvySenou hladinu alkalické fosfatdzy v séru a lobularni
hepatomegalii. Méné typické jsou pak periportalni fibroza, cirhdza, symptomatickéd portalni
hypertenze a krvéaceni z varixd, které jsou spojeny s progresivhim onemocnénim jater.
Screening se provadi prostfednictvim 2hodinového ordlniho glukézového tolerancniho testu.
Lécba zahrnuje kontrolu glykémie pomoci inzulinové terapie (Chen 2021, Dickinson a Collaco
2021).

7.5.2.4 Pankreatitida

Piiblizn€ 10 % pacientd s CF trpi pankreatitidou. Jednad se progresivni poskozeni

pankreatu vlivem defektni duktuldrni a acinarni pankreatické sekrece (Katkin 2023).

7.5.3 Pohlavni organy

Vice nez 95 % muzi s CF je neplodnych kvili poruchdm transportu spermii, ackoli
spermatogeneze neni ovlivnéna. Muziim ¢asto chybi chamovody, které jsou odrazem kritické
role CFTR v organogenezi. Mikrochirurgickd aspirace spermii z nadvarlete a
intracytoplazmaticka injekce spermii mohou postizenym muzim umoznit stat se biologickymi
otci. Zeny trpici CF jsou méné plodné neZ zdravé Zeny, a to z diivodu podvyzivy a produkce
abnormalné houZevnatého cervikalniho hlenu. Zeny trpici CF piesto mohou otéhotnét. Hodnota
FEV1 (forced expiratory volume in one second) musi piekonat 50 az 60 % predikované

hodnoty, paklize mluvime o ptiznivém stavu mezi matkou a plodem (Chen 2021).

7.5.4 Kardiovaskularni potize

7.5.4.1 Recidivujici Zilni trombéza

Je pozorovana souvislost mezi pacienty s CF a recidivujici Zilni trombdzou. Z poctu 120
déti a mladych dospélych majici akutni Zilni tromboembolii se rekurentni trombdza vyskytla u
19 znich. Sest znich mé&lo CF a 5 z 6 bylo infikovano bakterii Burkholderia. Rizikovym

faktorem se nejen stava CF, ale 1 potieba centralniho Zilniho katétru (Chen 2021).

7.5.4.2 Anémie

Divodem vzniku anémie je: nedostatek Zeleza zpisobeny dysregulaci metabolismu
zeleza, anémie chronického zanétu, zpisobena chronickym a akutnim plicnim onemocnénim,
ztrata krve v disledku hemoptyzy nebo jicnovym ¢i Zalude¢nim varixem a v neposledni fadé
selhani ledvin nebo utlum kostni dfené u pacienti po transplantaci. Ptiblizné 10 % déti s CF

jsou ohroZeni anémii a s rostoucim vékem a klesajici plicni funkci se objevuje Castéji (Katkin
2023).
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7.5.5 Onemocneéni jater a zluéovych cest

Piiblizné 3 % pacientii s CF podléha skrze onemocnéni jater. Casto se objevuje fokalni
biliarni cirhdza zpisobend Zluci, kterd miZze zplsobit zvySenou hladinu alkalické fosfatazy
vséru a lobularni hepatomegalii. Méné typické jsou pak periportdlni fibréza, cirhoza,
symptomatickd portalni hypertenze a krvaceni z varixd, které jsou spojeny s progresivnim
onemocnénim jater. Cholelitiaza, kterd vznika disledkem nadmérnych ztrat Zlu¢ovych kyselin
stolici s naslednou produkci litogenni Zlu€i, je hlaSena u 12 % pacinetii. Projevuje se problémy
v pravém hornim kvadrantu nebo v epigastriu, nevolnosti ¢i zvracenim. Zludové kameny jsou
transportovany do zlu¢ovodu, kde ho ucpavaji. U screeningu jsou pozorovany zvysené hodnoty
sérového bilirubinu, alkalické fosfatdzy a aminotransferaz a je vyuzito ultrazvukové vySetieni

a/nebo vysetteni gastroenterologem ( Dickinson a Collaco 202, Chen 2021).

7.5.6 Renalni potize

Rektélni prolaps se dfive vyskytoval az u 20 % dospélych jedinci a u déti se vyskytoval
vzacnéji. Diky Castéjsi diagnostice a suboptimalni 1é¢bé pankreatickou enzymoterapii doslo ke

zlepSeni tohoto onemocnéni.

7.5.6.1 Nefrolitiaza a nefrokalcinoza

Tato onemocnéni se ¢asto objevuji u pacientit s CF. Diivodem miize byt v prvnim piipadé
enteralni hyperoxalurie, a to v disledku malabsorpce tukli v disledku sniZené sekrece
pankreatickych enzymt. V druhém ptipadé€ hypocitraturie, v disledku chronické metabolické
acidozy (Katkin 2023).

7.5.7 Stitna zlaza u pacientd s CF

V epitelu §titné zlazy byl nalezen defektni protein CFTR. Porucha Stitné zlazy se
vyskytuje u pacienti s cystickou fibrézou ziridka. V 70. letech byl hlaSen rozvoj strumy a
hypotyredzy u pacienti s CF. PfiCina se piisuzovala nadbytku joédu nebo nedostatku
selenicitanu (Lee 2016, Volta 2005).

7.5.8 Nervovy systém

7.5.8.1 Vyziva a rist

U 2 az 9 % pacientt s CF se projevuje artropatie, ktera se projevuje kratkymi epizodami
bolesti a otoky kloubii. Pacienti s CF maji snizenou hustotu kostni hmoty z diivodu snizeného
obsahu kostnich mineralti a malabsorbci vitamint rozpustnych v tucich, jako je vitamin D a K,
coz vede ke zvySenému vyskytu zlomenin a kyfoskolioz. Prevence zahrnuje rovnovahu ve
strave a cviceni s vlastni vahou. Pro rizikové pacienty se vyuziva screening dualni rentgenové
absorpciometrie. Bézné jsou pozorovany palickovité prsty na rukou, které se vyskytuji u

pacientli s dlouhotrvajicim CF onemocnénim, zatimco hypertrofickd osteoartropatie je
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pozorovana jen zfidka. Je to syndrom, ktery je charakterizovan abnormalni proliferaci klize a
kostni tkané v distalnich ¢astech koncetin (Dickinson a Collaco 2021, Chen 2021).

7.5.8.2 Deprese

Zivot s chronickym onemocnénim neni jednoduchy, a proto se jedinci s CF uchyluji
k depresim. Ptiblizn€ 15 % pacientt trpi izkostnou poruchou nebo depresi, a 41 % jedinct s
CF uvadi obé¢ tyto poruchy. 12leté déti s cystickou fibrézou podstupuji screening na deprese a
uzkosti pomoci dotazniku PHQ-9, respektive GAD-7. V¢asna 1é€ba poméaha udrzovat celkové

zdravi a kvalitu Zivota (Dickinson a Collaco 2021).

7.5.8.3 Akvagenni vrasnéni

Akvagenni vrasnéni dlani se projevuje papuly, edémem, pruritusem a bolesti. Objevuji
se po né¢kolika minutach ponoteni do vody.

7.6 Diagnoza cystické fibrozy

7.6.1 Kritéria
Pro spravnou diagnozu musi byt splnény ob¢ kritéria:
1) Klinické ptiznaky odpovidajici CF alespoii v jednom orgdnovém systému nebo
pozitivni vysledek novorozeneckého screeningu CF nebo sourozence s CF
2) Dikaz dysfunkce regulatoru transmembranového vedeni cystické fibrozy: ZvySena
hladina chloridi v potu > 60 mmol/l nebo pfitomnost dvou mutaci v genu CFTR

zpusobujicich onemocnéni (jedna z kazdé rodicovské alely) nebo abnormalni vysledek
rozdilu nosniho potencidlu (NPD) (Chen 2021).

7.6.2 Laboratorni vySetreni

Mezi nejcastéjsi vySetieni o prokazani dysfunkce CFTR nalezi vySetieni chloridii v potu,
molekularni vySeteni mutaci genu CFTR nebo méteni NPD.

7.6.2.1 Chloridovy test

vvvvvv

provadi pomoci pilokarpinové iontoforézy a chemického stanoveni koncentrace chloridu.
Pilokarpin se nanese na kiizi, ¢imz se za¢ne tvoftit pot. Na kiizi se polozi maly sbérny systém,
ktery se zakryje plastovou folii. Dochézi ke sbéru potu, ve dvou exemplafich pro zajisténi

kvality. Test probiha ptiblizn¢ hodinu. Interpretovana data mizeme rozdélit to téchto skupin:
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1) Normalni
Hodnota chloridu v potu je < 29 mmol/l. Tento vysledek je dostatecny k vylouceni
pacienti bez CF. Piiblizné 1 % pacienti s CF se silnymi pfiznaky musi podstoupit
opakované vySetfeni chloridu v potu nebo mutaci v DNA. V pfipad¢ novorozencti, u
nichZ se vyskytuji dvé mutace genu CFTR, je potieba provést sekvenovani CFTR genti
v DNA obou rodicii, nebot” koncentrace chloridu v potu byva normalni.

2) Stiedni
Stfedni hodnota chloridu v potu je 30 az 59 mmol/l. Tento vysledek uvazuje o moznosti
CF a vyzyva k dals$imu vyhodnoceni opakovanim testu a sekvenovanim CFTR. U
asymptomatickych kojenct by mél byt test na chloridy opakovan ve v€ku jednoho az
dvou mésicii a nasledné v intervalu 6 az 12 meésici, dokud neni diagnéza jasna. U
symptomatickych kojenct by mél byt testovan do prvnich dvou tydnd.

3) Abnormalni
Abnormélni hodnota v potu je > 60 mmol/l. Pokus se provadi dvakrat, v ptipadé

potvrzeni této hodnoty, je pacient uznén jako pacient s CF (Chen 2021).

Testovani by méli podstoupit tito pacienti:
- Kojenci s pozitivnim vysledkem novorozeneckého screeningu CF (provést po dvou
tydnech véku a >2 kg, pokud jsou asymptomaticti).
- Kaojenci s pfiznaky naznacujicimi CF (napf. mekoniovy ileus).
- Starsi déti a dospéli s ptiznaky naznacujicimi CF (napi. muzské neplodnost, chronické

respiracni infekce nebo chronicky zanét vedlejSich nosnich dutin) (Chen 2021)

7.6.2.2 Molekularni diagnostika

Molekularni diagnostika je soucasti standartniho vySetieni novorozeného screeningu. Pti
zjiSténi dvou mutaci zpisobujici CF je po pozitivnim potnim testu diagnéza CF potvrzena.
Pokud vS§ak neni zjiSténa mutace, je tieba potni testy opakovat.

Geneticky screening se provadi v ramci 23 nejcastéjSich mutaci s vyuzitim paneli.
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l¢karské genetiky identifikuje ptiblizné 97 % mutaci (Chen 2021).

7.6.2.3 Méreni NPD

Méireni NPD se provadi u pacientll s neprikaznymi vysledky testovani chloridi v potu.
Slouzi jako jednozna¢na diagndza, jsou-li u pacienti klinické ptiznaky. Méfeni se provadi
pomoc elektrod, které jsou umistény do nosni dutiny. Méfi se napéti v bazalnim stavu, po nosni
perfuzi amiloridem, ktery blokuje transport sodiku. Izoproterenol stimuluje transport chloridi

zavisly na CFTR. ,,Pacienti s dysfunkci CFTR maji velky rozdil potenciali v bazalnim stavu,
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vétsi pokles nez kontroly po amiloridu a minimélni odpovéd’ na perfuzi s nizkym obsahem

chloridu a izoproterenolu* (Chen 2021).

7.7 Komplexni lé¢éba

Je dulezité stanovit diagnozu a zahdjit 1écbu diive, nez se objevi zdvazné komplikace.
V ptipadé¢ vyskytu zanéta dychacich cest, je jiz pozd€. V komplexni 1é€bé cystické fibrozy jsou
zahrnuty — péce o dobrou prichodnost dychacich cest inhalacemi a naslednou fyzioterapii
(dechova fyzioterapie a pohybové aktivity), péce o dobry stav vyzivy, tj. vysokokaloricka strava
a uzivani travicich enzymut v kapslich, potlaceni infekce a zadnctu agresivni protizanétlivou
antibiotickou 1é¢bou a 1écba komplikaci (Skalicka 2014).

7.7.1 Péce o dobrou prichodnost dychacich cest: inhalace a
nasledna fyzioterapie

Cilem dechové¢ fyzioterapie je vycistit dychaci cesty od natedéné¢ho hlenu. ,,Po inhalaci
roztoku amiloridu nebo hypertonické soli nasleduje dechova fyzioterapie bezprostiedné, po
inhalaci thDNAzy se doporucuje dikladné cviceni za 1-2 hodiny, po které DNAza zapisobi.
Pokud je indikovéna inhalace antibiotika (tobra — mycinu nebo colistinu), provadi se az na
zaver, do odhlenénych dychacich cest.

Lécba inhalaci se provadi jednou za 3 dny 10-15 minut specidlnim inhalatorem, ktery
tvoti ¢astice do 5 mikroL. Jednen z pfipravnych roztokli amilorid rozpustény ve fyziologickém
roztoku, pomahd s naruSenou funkci chloridového kandlu. DalSim roztokem mize byt
hypertonicky 3-7% roztok NaCl, ktery fedi sputum a zaroveil ma baktericidni u¢inky. Amilorid
nema zadné vedlejsi ucinky, na rozdil od roztoku NaCl, ktery mlze vyvolat bronchospazmus,
a proto je potieba pouzit pied jeho pouzitim inhalani beta-2- mimetikum. V pfitomnosti
hnisavého sputa je ucinnd rekombinantni lidska DNAasa. Ta S§tépi uvolnénou DNA
z rozpadlych polymorfonukleart a tim zkapaliiuje hlen. Antibiotika tobramycin se vyuziva pii

kolonizaci dychacich cest bakterii Pseudomonas aeruginosa (Skalicka 2014).

7.7.2 Péce o dobry stav vyzivy

Diilezitym poznatkem je, ze pii podavani vyzivné stravy pacientovi, se 1épe udrzi i dobra
funkce plic. ,,Nemocni CF s insuficienci zevné sekretobrické funkce pankreatu musi uzivat pred
kazdym jidlem substituci pankreatickych enzymu ve form¢ acidorezistentnich minimikropelet
v Zelatinovych kapslich v davce 10 000 j. lipazy/ kg/den.“ Strava byva u pacientl
vysokokalorickd, nebot’ musime pocitat s nedostate¢nou resorbei a zvySenym vydajem energie

pti praci dychacich svall a expektoraci (Skalicka 2014).
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7.7.3 Agresivni antibiotika a protizanétliva Ié€ba

Lécba antibiotiky se nasazuje pfi prvnich zndmkach infekce. Pti akutnich ptipadech se
podavaji antibiotika Sirokospektra, s protistafylokokovym ucinkem.

Pii napadeni plic bakterii Pseudomonas aeruginosa je nutna cilend antibioticka 1écba.
V prvnich tydnech 1é¢by se podava ve vysokych davkéch peroralni ciprofloxacin 30 mg/kg/den,
na 3 tydny v kombinaci s inhalaci tobramycinu ve 28dennich cyklech nebo kazdodenniho
kolistinu, po 3 mésice. V piipad¢ neptekonani infekce se podava 1éCba intravendzné, nejcastéji
betalaktamy v kombinaci s aminoglykosidy. Lécba obvykle trva 14 dni, v cyklech opakujicich
se kazdé 3 mésice. Pokud se jedna o infekci vyvolanou bakterii Burkholderia cepacia, je
potieba podavat trojkombinace antibiotik, nebot’ je témet na antibiotika rezistentni.

Casto se vyskytuji i infekce mykotické — Candida spp. a Aspergillus fumigatus. V tdchto
ptipadech je potieba zahajit 1écbu antimykotiky od flukonazolu pies itrakonazol az po
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ibuprofenu (Skalicka 2014).

7.7.4 Lécba komplikaci spojenych s CF

Mezi nejcastéjsi komplikace spojené¢ s CF patii cirhdza jater, diabetes mellitus,
osteopordza a dalsi. ,,Dusledkem postizeni pankreatu je nedostatecné uvolnovani inzulinu a
postupny rozvoj porusené glukozové tolerance. Cukrovka spojena s CF se projevuje vyssi
morbiditou a mortalitou, coZ se projevuje hor§im stavem vyZivy a t¢Z8im postiZzenim plic. Pti
1é¢bé diabetu se neomezuje dieta, nebot’ pacienti s timto typem cukrovky, musi stale dodrzovat
vysokokalorické stravovani. Dulezita je 1éCba inzulinem (Skalicka 2014).

Pti poskozeni jater, je potfeba zahajit 1é€bu podavanim ursodeoxycholové kyseliny ke
zlepseni cholerazy.

U pacienttl, u kterych se objevuje osteoporoza je potieba pravidelna substituce vitaminu
D, vnékterych ptipadech 1 substituce kalcia a ve vyjimecnych ptipadech 1 podéavani
bisfosfonati.

Nastane-li propad zdravotniho stavu pacienta, je potfeba hospitalizace, podavat vysoké
davky ATB do zily, ptipadné vyuzit kyslikovou 1écbu. Pfi tplném zhorSeni stavu je potieba
podstoupit transplantaci plic, ktera je jedinou léCebnou moznosti v konecném stadiu
progredujiciho plicntho onemocnéni. Rizikem se stava kolonizace plic Burkholderia
cenocepacia, kterd piredstavuje znacny problém a komplikace, proto se v tomto piipadé
transplantace nekona (Skalicka 2014).

7.7.5 Psychosocialni podpora

O pomoc détem i dospélym s CF se stara obcanské sdruzeni — Klub nemocnych cystickou

fibroézou. Zajist'uji predevsim, socialni sluzby, psychologickou i materidlni a finan¢ni podporu,
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informuji laickou i odbornou vetejnost o tomto onemocnéni. Je soucasti Ceské asociace

vzéacnych onemocnéni (Skalickd 2014).

7.8 Terapie CFTR modulatory

CFTR protein ma funkci chloridového kanalu a jeho mutaci zpiisobuje poruchu transportu
iontd. Nasledkem je zvySeni viskozity hlenu. Klinicky obraz u pacienti s CF ukazuje na plicni
onemocnéni, dysfunkce hornich cest dychacich, exokrinni pankreaticka insuficience a také
poruchy gastrointestindlniho a reproduk¢niho systému. ,,V hornich dychacich cestach vede
snizena mukocilidrni clearance a hyperviskozni hlen k retenci hlenu a chronickému zanétu,
ktery zpusobuje chronickou rinosinusitidu® (Bode 2023).

Diky vysokoucinné farmakologické 1€cbé modulatory CFTR, je 1écba pacientii s CF stale
dostupnéjsi. Jedna se o peroralni Iéky, které byly objeveny skrze vysoce vykonné screeningové
kampané s pouzitim bunécnych modelii transportu chloridi. Prvni klinicky dostupnym
modulatorem byl ivacaftor, ktery byl vyuzit k potenciaci aktivity CFTR u CFTR gating mutaci
(G551D), nasledné u dalsich CFTR mutaci se zachovalou povrchovou expresi. Samotny
ivacaftor je vhodny jen pro malou ¢ast pacientti. ,,AvSak nejCastéjsi mutace CFTR, F508del,
vyzadovala jak korektor ke zvysSeni exprese CFTR na bunééném povrchu, tak CFTR potenciator
ke zvysSeni aktivity zachranéného kanalu.* Ptipravky s dvojim ucinkem ((lumakaftor/ivakaftor
a tezakaftor/ivakaftor) vykazuji kratkodobé€jsi ucinek, coz je pravdépodobné zplsobeno
castecnou korekei Spatné slozeného proteinu. Proto byly vyvinuty trojité slouceniny obsahujici
dva rizné korektory (elexacaftor a tezacaftor), které se zaméfuji na rizné oblasti chybné
slozeného proteinu. Tyto modulatory jsou momentalné t¢zko pouzitelné u mladsich déti a lidi
s velmi vzacnou mutaci. V téchto ptipadech jsou lécebné postupy zaloZené na genech nebo
mRNA (Dave 2021, Nichols 2021).

V terapii rozliSujeme pojmy korektor a potenciator. ,,Korektor zlepSuje zpracovani
mutantniho CFTR a zvySuje mnoZstvi CFTR proteinu na bunééné membrané.* Potenciator se
vaze na CFTR protein a udrzuje chloridovy kanal v otevieném stavu. Tyto dvé latky dohromady
predstavuji CFTR modulator, ktery zvySuje mnoZstvi a kvalitu proteinu (Dave 2021, Southern
2023).

V soucasné dobé& existuji Ctyfi typy modulatort, které funguji pouze u lidi s uréitymi
mutacemi. Modulatory jsou vyvinuty, tak aby korigovaly chybné fungujici protein tvoteny

genem CFTR (Cystic Fibrosis Foundation).

7.8.1 Trikafta

Modulator Trikafta je kombinaci korektort elexacaftor (Obrazek 9) a tezacaftor (Obrazek
10) a potenciatoru ivacaftoru (Obrazek 11). Korektory pomahaji opravovat chyby v CFTR
proteinu, coz vede k vytvofeni spravného tvaru a zajiSténi transportu na povrch bunék.

,Potencidtor se vaze na defektni protein na povrchu butiky a otevird chloridovy kanal (drzi
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otevienou branu), aby jim mohly proudit chloridy.* Ptipravek je Zadouci pro osoby ve veku 2
let a starSi, ktefi maji alesponl jednu kopii mutace F508del nebo alesponi jednu kopii ze 177

specifikovanych mutaci (Cystic Fibrosis Foundation).

F

9

= =

Obrazek ¢. 10 — Tezakaftor (Tezacaftor Pubchem)
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Obrazek €. 11 — Ivakaftor (Ivacaftor PubChem)

7.8.2 Symdeko

Modulator se sklada z korektoru — tezacaftor, ktery zajist'uje spravny tvar CFTR proteinu
a pomaha mu dostat se na povrch bunky a ziistat tam déle a potenciatoru Ivacaftoru, ktery se
vaze na poskozeny protein a otvird chloridovy kanal. Lécba je uréena pro osoby ve véku 6 let a
star$i se dvéma kopiemi mutace F508del a s jednou kopii jedné ze 154 uvedenych mutaci.
(“CFTR Modulator Therapies | Cystic Fibrosis Foundation,” n.d.)

7.8.3 Orkambi

Modulator se sklada z kolektoru — lumakaftor (Obrazek 12), vytvaii spravny tvar CFTR
proteinu a pomaha mu dopravit se na povrch bunék. Na druhou stranu potencidtor, ivakaftor,
umoznuje udrZet branu na proteinu CFTR otevienou, ¢imz umozni pritok dostate€ného
mnozstvi chloridii ke zmirnéni ptiznaki CF. Piipravek je schvalen pro osoby ve véku 1 roku a
star$i, ktefi maji dvé kopie mutace F508del, coz je nejcastéjsi mutace CF. (“CFTR Modulator
Therapies | Cystic Fibrosis Foundation,” n.d.)
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Obrazek ¢. 12 — Lumakaftor (Lumacaftor Pubchem)

7.8.4 Kalydeco

Ptipravek Kalydeco obsahuje poteciator, ivacaftor, ktery se vaze na defektni protein a
otvira chloridové kanaly. To smétuje k lepSimu proudeni chloridii a vede to regulaci mnozstvi
tekutiny na povrchu bunky (Cystic Fibrosis Foundation).

8 Riziko rakoviny u pacienta s CF

U pacientll s CF je gen pro CFTR pozménén. U zdravych pacienti tento gen pomaha
regulovat pohyb latek do bun¢k a z bun¢k. Mutace v genu vede k nefunkénimu transportu
chloridovych iontl, coZ ma za néasledek charakteristické ptiznaky u CF. Disledkem dochazi ke
zménam v bunécné homeostaze, coz je spojeno se zménami v regulaci bunééného pH a
metabolismu. To ma vyznamny vliv na rast a preziti nadorovych buné€k, coz vede k vyssi
pravdépodobnosti vzniku rakoviny. CF je charakterizovana genetickym, molekularnim
aspektem a zaroven chronickym zanétem a dysregulaci imunitni reakce. Chronicky zanét
zajistuje protinddorové mikroprostiedi, podporuje iniciaci a progresi nddorovych onemocnéni.

CFTR se podili na regulaci epitelidlné-mezenchymalniho ptechodu, coz vede
k metastazovani rakoviny. Dochazi ke ztrat¢ vlastnosti epitelovych bunék a bunky ziskavaji
vlastnosti mezenchymalniho typu, coz umoziuje lepsSi pronikdni do okoli na dlouhé
vzdalenosti. Jak uz bylo fe¢eno, dysfunkce CFTR genu, vede nejen z naruSeni transportii ionti,
ale 1 ke zménam signalizace vapniku a aktivité signalnich drah, jako je transformujici rastovy
faktor beta (TGF-B) a Wnt/B-katenin, které hraji klicovou roli v regulaci EMT. Signalni draha

fosfoinositid 3-kinaza (PI3K)/Akt a mitogenem aktivovana proteinkinaza je modulovéna, diky
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dysfunkci CFTR. Tyto dréhy jsou klicové pro rist a pteziti bunék. CFTR miiZze interagovat
s dal$imi proteiny, které jsou zapojeny do regulace bunééného cyklu a apoptézy. Zmény
v molekularnich interakcich a signalnich drahach vedou k nekontrolované bunécéné proliferaci
a rezistenci vii¢i mechanismu bunécné smrti (Parisi 2023).

CFTR ovliviiuje pfijem, vyplavovani intracelularnich 1é€iv, v zavislosti na aktivit¢ CFTR,
kterd ovliviiuje odpovéd nddorovych bunék na chemoterapeutika. ,,Rezistence na léky
zprostfedkovand CFTR miiZe ovlivnit G¢innost 1é€by rakoviny a predstavovat problém pfi
dosahovani uspésnych vysledkt (Parisi 2023).*

Nejcastéji objevujicimi se rakoviny spojeny s CF jsou rakovina tlustého stieva,

konecniku, slinivky bfisni a dychacich cest (Parisi 2023).

8.1 Aktivace NF — kB drahy

,Zanét s aberantni aktivaci drahy NF-«xB je charakteristickym znakem cystické fibrozy (CF)®.
Studie ukazuji, ze draha NF-xB/COX-2/PGE2 je aktivovana, zatimco draha B-kateninu je
potlacena ve stirevé CF mysi a v bunkach s vyfazenym CFTR. Aktivace drahy B-kateninu
inhibitory GSK3 potlacuje drahu NF-«B/COX-2/PGE2 indukovanou mutaci/knockdownem
CFTR ve stfevé mysi AF508 a v bunkdch CFTR-knockdown. Naproti tomu potlaceni
signalizace B-kateninu indukuje jadernou translokaci NF-kB. Kromé toho CFTR ko-lokalizuje
a interaguje s P-kateninem, zatimco mutace CFTR naruSuje interakci mezi NF-kB a f-
kateninem v mySim stfeve. Souhrnné tyto vysledky naznacuji, Ze CFTR stabilizuje -katenin a
brani jeho degradaci, jejiZz porucha vede k aktivaci zanétlivé kaskady zprostiedkované NF-«xB.
(Liu 2016).

Pacienti s CF casto trpi chronickym zanétem v riznych organech a v tkénich, vcéetné
gastrointestinalniho traktu. U pacientd s CF jsou zaznamenany zvySené hladiny cytokintl, a
medidtoril, jako jsou interleukiny, tumornekrotizujici faktor-a (TNF-a) a prostaglandin E2
(PGE2). To naznacuje zvySenou propustnost stfevniho epitelu a zanét. Mutace CFTR vede k
pfehnanym zanétlivym reakcim, které nesouviseji s bakteridlni infekei ,.Zanét, ktery je CF
plicnim onemocnénim vlastni, je spojovan s aberantn¢ aktivovanymi zanétlivymi reakcemi
zprostfedkovanymi NF-xB“. ,,Studie prokazaly, ze CFTR funguje jako negativni regulator
COX-2/PGE2-zprosttedkované prozanétlivé odpovédi v bunkach epitelu dychacich cest a
prostaty, jejiz defekt vede k nadmérné aktivaci NF-kB a nadmérné produkci PGE2*. Defekt
CFTR vede k pfehnané NF-«xB-zprosttedkované prozanétlivé odpovédi, kterd nesouvisi s
bakteridlni infekci (Liu 2016).

Kontrola aktivity kmenovych bunék, bunééné proliferace a prezivani bunck
gastrointestinalniho epitelu se G€astni signadlni kaskada Wnt/B-katenin. V cytoplazmé dochézi
k interakci mezi B-katenin a NF-xB, coz vede ke sniZeni jaderné translokace NF-«kB a
transkripcni aktivaci ve stfevnich epitelidlnich bunikach a rakovinnych bunikach. Byla zjisténa

-----

bakterialni infekci. ,,CFTR reguluje aktivitu NF-kB prostfednictvim drahy B-kateninu, jejiz
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dysfunkce miize vést k aberantni aktivaci NF-kB/COX-2/PGE2 kaskady a ptehnané zanétlivé
reakci pozorované ve stievé CF* (Liu 2016).

Nadmérnou aktivaci zanétlivé kaskady zprostfedkované NF-xB vede k zanétlivé reakci
ve stievé CF. CFTR a draha NF-xB jsou spojeny prostfednictvim signdlni drahy B-kateninu.
Infiltrace neutrofili a makrofagl ve stfevnich bunkach vede k zdnétlivym projevim. Stimulaci
LPS vede defekt CFTR v apikdlni membranég epitelidlnich bun€k dychacich cest k nadmérné
fosforylaci IkB. Nésleduje destrukci komplexu IkB-NF-«kB a jaderné translokaci NF-xB (Liu
2016).

Klicova slozka degrada¢niho komplexu B-kateninu, GSK-3f, urcuje osud B-kateninu.
Aktivitu B-kateninu je zachranéna a potlacuje se aktivita NF-kxB/COX-2/PGE2 vyvolanou
dysfunkci CFTR. ,,-katenin mtze slouzit jako inhibitor zdnétlivé reakce zprostredkované NF-
kB.“ CFTR vytvaii komplex s PB-kateninem a NF-xB, ktery zajiStuje regulaci jaderné
translokace NF-«B, a tim i zanétlivou odpovéd’ zprostiedkovanou NF-kB. ,,Jako transkripcni
aktivator Wnt signalizace hraje f-katenin ustfedni roli ve vyvoji a homeostaze stieva. Mutace
CFTR nebo jeho down regulace snizuje jadernou translokaci a aktivitu B-kateninu. Funkci
CFTR je stabilizace B-kateninu a zabranéni jeho degradace. CFTR vytvoii komplex s f-
kateninem a NF-kB. ,,Defekt CFTR vede ke snizeni vazby -kateninu a NF-«kB, coz vysvétluje
zvySeni jaderné translokace NF-«xB.* B-katenin miiZe stabilizovat NF-kB a inhibovat jadernou
translokaci NF-«kB prostfednictvim fyzické interakce, ktera je nezavisla na IkB-a ve stfevnich
epitelidlnich bunikédch. SniZzend interakce mezi B-kateninem a NF-kB je jednoduSe zptisobena
zrychlenou degradaci (Liu 2016).

Hlavnim faktorem pfi vzniku a progresi rakoviny tlustého stfeva je chronicky zanét.
Mutace CFTR zvySuje multiplicitu sttevnich nddori a dochazi k aberantni exprese B-kateninu.
Regulace aktivity NF-«kB interakci mezi CFTR a B-kateninem ma vliv na vznik rakoviny
traviciho traktu a dalSich chronickych stfevnich zanétlivych onemocnéni, jako je Crohnova

choroba a chronické zanétlivé stfevni onemocnéni (IBD) (Liu 2016).
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Defektni CFTR

Obrazek ¢. 13 — Porovnani mechanismu CFTR u zdravé pacienta a defektni CFTR, ktera
vede k hyperaktivace NF-kB-Cox2-PGE2 drahy (Liu 2016)
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9 Cil prace

Cilem prace bylo porovnat expresi vybranych proteinii ve sttevech od pacienti s CF a

zarovenl porovnat expresi proteinti v buitkach plic (bunécné linie NuLi-1 a CUFi-1) mezi

zdravym jedincem a pacientem trpicim cystickou fibr6zou, za uc¢elem analyzovat predispozici

k rakoviné plic a stfev u pacientil s cystickou fibrézou.

Diléi kroky predchazejici tuto analyzu byly:

Izolace RNA z bunéénych linii NuLi-1 a CUFi-1 a organoid z pacientii CF
Zjisténi ptitomnosti RNA za ti¢elem nasledujicich procest s vyuzitim horizontalni
agarova elektroforéza

Stanoveni ¢istoty RNA s naslednym provedenim reverzni transkriptasy
Stanoveni exprese geni GAPDH, APC, CDH1, NF-kB a CBY 1 pro bunécné linie

NuLi-1 a CUFi-1 i pro organoidy pomoci polymerazové fetézové reakce
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10 Material a metody
10.1 Pouzité pristroje

10.1.1 Pouzité pristroje

Allegra X-30R centrifuga

Centrifuga 5418

Centrifuga 5430

CFX Connect Real time systém

Digestof

Dark Reader Transilluminator DR-45M
DS-11+ Spektrofotometr

Horizontalni elektroforéza (multiSUB choice)
Lab Dancer S040

MiniStar whiteline

Napédjeci zdroj PowerPac
Stolni mixér Tefal PerfectMix+ BL811D38&

Stolni centrifuga

Techgene FTGene2D Thermal cycler

10.2 Material a chemikalie

10.2.1 Material

Bunééné linie NuLi-1 a CuFI-1
Erlenmayerova baiika

Homogenizator Potter-Elvehjem
Kadinka

Mikrozkumavky Ependorf
Mikropipeta

Odmérny valec

Organoidy

PCR mikrodesti¢ka

Pinzeta

Pipety 10 uL, 100 uL s filtrem (Maximum recovery)

Beckman Coulter

Eppendorf, CZ a SK
Eppendorf, CZ a SK
Bio-RAD, USA

Labox, Jirny

Akribis Scientific supplies, UK
DeNovix, US

Schoeller Pharma, Ceska republika
VWR, Korea

VWR, Korea

Biorad, USA

Tefal, Francie
Labnet, Korea
Techne, UK

ATCC®, USA
P-LAB, Ceska republika
P-LAB, Ceska republika
P-LAB, Ceska republika
Thermo Scientific, USA
Steinberg, Némecko
P-LAB, Ceska republika
Nemocnice Motol, Ceska republika
BioTech, Ceska republika
P-LAB, Ceska republika
Baria, Ceska republika



Research® plus pipety
Stojanky na zkumavky

Tésnici uzaviraci vicka pro PCR desticku

Zkumavka centrifugacni se Sroubovacim vickem

10.2.2 Chemikalie

Akrylamid, bis-akrylamid

Chloroform

EDTA

Ethanol

FastStart essential DNA Probes master

High Capacity cDNA reverse transcription Kit
Isopropylalkohol

Kyselina Borita

Master mix, x2 SYBR

PrimePCR GAPDH

PrimePCR CBY1

PrimePCR APC

PrimePCR NFKB2

PrimePCR CDHI1

SYBR™ Green I RNA Gel Stain

Tri reagent
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water
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Eppendorf, CZ a SK
Schoeller, Ceska republika

P-LAB, Ceska republika
P-LAB, Ceska republika

Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR

Lach-Ner, Ceska republika
Lach-Ner, CR

Roche, Austria

Thermo Scientific, USA
Lach-Ner, CR

Lach-Ner, Ceska republika
Top-BIO, Ceské republika
Bio-RAD, USA
Bio-RAD, USA
Bio-RAD, USA

Bio-RAD, USA

Bio-RAD, USA

Thermo Scientific

Zymo Research, USA
P-LAB, Ceska republika

Thermo Scientific,



10.3 Metody

10.3.1 Kultivace bunéénych linii s modulatory

V ramci experimentu byly inkubovany bunécné linie NuLi a Cufi. Buiikky s oznacenim
NuLi ptedstavuji izolované bunky z plic od zdravého jedince. Buiikky CuFi ptedstavuji bunky
izolované z plic pacienta s cystickou fibrosou.

Prvni mikrotitraéni desti¢ka obsahujici z poloviny bunééné linie NulLi a z poloviny
bunécné linie CuFi byla inkubovana s danymi modulatory (Ivakaftor, Tezacaftor, Elexacaftor)
po dobu 24 hodin. Do jedné jamky bylo naneseno 0,5 ml média (BEGM). Byla piidana urcita
koncentrace modulétoru (1 uM Ivakaftor, 2 uM Elexacaftor, 3 uM Tezacaftor). Na jednu jamku
bylo nasazeno 500 tis bun¢k. Totéz bylo provedeno pro druhou mikrotitra¢niho desti¢ku, ktera
vSak byla inkubovéna s danymi moduldtory po dobu 72 hodin. Ob& desticky obsahovaly

kontrolu, kde modulator pipetovan nebyl.

Kultivace byla provedena na katedie Biochemie UK Mgr. Radkem Indrou, Ph.D.

10.3.2 Izolace RNA

Nez zacneme pracovat predchladime si centrifugu na 4 °C. Celd izolace probiha
v digestofi. Pracovni plocha je vydezinfikovdna ethanolem nebo RNAasa away. Pracovni

prostor a nastroje jsou vysviceny UV zafenim. Pracujeme v rukavicich.

Postup:

Ptipravime si dvé sady mikrozkumavek Ependorf podle mnoZzstvi vzorkl, které si
popiSeme. Vzorky z mrazdku vlozime na suchy led. Ke vzorklim je pfidan 1ml triazolu a jsou
opét vloZeny na led, aby nedoSlo k degradaci RNA. Nechame 5 minut stit. Ke vzorkiim
nasledné pfidame 200 pl chloroformu. Promichame pomoci pipety. Vzorky nechame stat 4 min
pii laboratorni teplot¢ a nasledné¢ dame centrifugovat (15 000 rpm, 15 min, 4 °C). Po
centrifugaci se vytvoii 3 faze — vodni faze obsahujici RNA, interfaze, kde jsou vysrazené
proteiny a spodni organicka faze. Pokud by se faze zbarvena rizove objevila nahote, RNA je
prilis t€zka a nachazi se v dolni fazi. V tomto piipad¢ je potieba ptidat vice triazolu, aby se ¢ira
faze nachazela nahote. Horni fazi odebereme do druhé sady mikrozkumavek. Ke vzorkiim
pridame stejné mnozstvi izopropanolu jako je faze (v poméru 1:1). Vzorky vlozim do mrazéku
-20 °C (ptes noc).

Druhy den opét predchladime centrifugu na 4°C. Vzorky vytdhnu z mrazdku a ddm na
centrifugu (12 000 rpm, 30 min, 4 °C). Na dn€ mikrozkumavky se vytvoii peleta. Pipetou
odsajeme veskerou organickou fazi a nechame pouze peletu. K peleté pridame 1 ml 70 %

ethanolu, aby doslo ke zvyraznéni pelety. Vzorky ddme centrifugovat (12 000 rpm, 10 min, 4
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°C). Pipetou odebereme ethanol. Mikrozkumavky nechame oteviené, aby se peleta vysusSila.

Nakonec ptidame 20 ul RNA free water.

10.3.3 Stanoveni koncentrace a €istoty RNA

Byly pfipraveny vzorky k pfistroji (DS-11" Spektrofotometr). Stanoveni Cistoty a
koncentrace bylo ur¢eno pomoci programu Nanodrop200. Koncentrace RNA ve vzorku musi
byt <1000 ng/ul. Pokud je koncentrace vyssi, je potfeba vzorek natedit. Nejprve byl proméien
blank — vzorek pouze RNA free water. Nasledovalo stanoveni Cistoty a koncentrace RNA.
Pipetou bylo naneso 1 pl vzorku na spektrofotometr. Cilem stanoveni je proméfeni absorbance
pii vinové délce 260 nm, které odpovida absorpnimu maximu nukleovych kyselin a pti vinoveé
délce 280 nm, kde nejvice absorbuji proteiny. VInova délka 320 nm slouzi jako pozadi. Cistota
se meii — 260/280 a 260/230. Hodnoty 260/230 pro ,,Cistou* nukleovou kyselinu jsou casto
vys$$inez ptislusné hodnoty 260/280. Ocekavané hodnoty 260/230 se bézn¢ pohybuji v rozmezi
2,0-2,2. Pokud je pomér vyrazné¢ niz§i nez ocCekdvany, mize to znamenat piitomnost
nezadoucich organickych sloucenin (Trizol, fenol, Guanidin HCL a guanidinthiokyanat), které
absorbuji pii1 vinové délce 230 nm. Pomér vlnovych délek 260/280 nam poméaha urcit, zda je
RNA kontaminovana bilkovinami. Hodnota ¢istoty by se méla pohybovat v rozmezi 1,8-2. Je-

1i hodnota pod 1,8 miize byt vzorek kontaminovan bilkovinami nebo fenoly.

10.3.4 Horizontalni elektroforéza RNA na agarosovém gelu
Princip

Elektroforérza na agarosovém gelu je béznéd pouzivana technika v molekularni biologii
pro separaci nukleovych kyselin, jako je DNA nebo RNA, na zaklad¢€ jejich velikosti. Tato
metoda je zdkladem pro Sirokou Skélu aplikaci, v€etné analyzy DNA fragmentli, genotypovani
a ovefovani vysledkti PCR.

Tento proces vyuziva elektrického pole k pohybu negativné nabitych molekul (napf.
DNA) skrze gel (obrazek 14), ktery plisobi jako sito, jez zpomaluje vétsi fragmenty vice nez
mensi. Agorosovy gel je pfipraveny z polysacharidu agardzy, ktery poskytuje stabilni a snadno
manipulovatelny materidl pro separaci. Po elektroforéze je mozné fragmenty vizualizovat

pomoci barviv, jako je ethidium bromid nebo SYBR Green, pod UV svétlem (Green 2012).
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Zdroj energie

Nadoba pro
horizontalni

elektroforézu
Pufr

Obrazek ¢. 14 — Technické usporadani aparatury pro horizontalni elektroforézu. Zdroj
energie poskytuje energii v podminkach konstantniho proudu ¢i napéti. Pufr nese proud,

ustanovuje pH a urcuje vysledny naboj rozpusténé latky. Agarovy gel slouzi jako nosic.

O
. | |
Katoda Anoda
l\/zorek napipetovan do jamky
Pipeta —
o Vzorek | °
l Elektroforéza
| |
[EE—
[ ] | Vzorek se ‘ ® _—
zatina pohybovat Vrchni éast gelu
(=—=1—1=]
Pokracujici =
elektroforéza

o

|
o | Separované | ®

fragmenty

Obrazek ¢. 15 —Mechanismus horizontalni elektroforézy (Priyashantha a Umashankar 2021)
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Roztok:

1. Pufr 5x TBE: 44 mM Tris, 445 mM kyselina borita, 10 mM EDTA, pH 8-8,3
2. Syber green II (40 ml H20 + 10 ml TBE + x miktrolitru barviva)

Postup:

Nadobi bylo omyto 10 % peroxidem vodikem a zabaleno do alobalu. Néasledovalo
6hodinové suseni pii teploté 180 °C. Ze zasobniho roztoku 5x TBE byl ptipraven 0,5x TBE.
Ten byl nésledné vyuzit na ptipravu 40 ml 1 % agarosového gelu. Smés byla vlozena do
mikrovinné trouby, kde byla zahfivana, dokud se agardsa zcela nerozpustila. Nasledné byla
smés chlazena pod proudem studené vody a poté nalita na ptipravenou formu. Byly vlozeny
hiebeny dle potieby a gel byl ponechan 30 minut, aby ztuhl. Po uplynuti ¢asu, byly hiebeny
odebrany a gel byl vlozen do aparatury na elektroforézu. Cela aparatura byla vyplnéna 0,5x
TBE pufrem do vyse rysky.

Vzorky byly pfipraveny nasledovné — 3 ul ze zasobniho roztoku + 3 ul (x2) gel loading
dye. Do jamek bylo pipetovano 6 ul markeru a vzorky o objemu 6 ul. Cely aparat byl ptipojen
ke zdroji napéti. Elektroforéza probihala po dobu 45 minut pti napéti 110 V. Gel byl vlozen do
barvici 1azn€ obsahujici barvivo syber green II. Gel s barvici lazni byl vlozen na tfepacku po

dobu 30 minut. Nasledn¢ byl vizualizovan v temné komoie pomoci Dark readeru.

10.3.5 Syntéza cDNA - reverzni transkripce
Princip

Reverzni transkriptasa se ucastni tvorby komplementarniho DNA (cDNA) z RNA
templatu. Reverzni transkriptasa (RT) vyuziva RNA templat a primer komplementarni k RNA
k syntéze prvniho vlakna cDNA, které¢ lze pouzit pfimo jako templat pro polymerazovou
fetézovou reakci (PCR). Kombinace reverzni transkripce a PCR (RT-PCR) umoziiuje detekovat
RNA s nizkou koncentraci ve vzorku a produkci odpovidajici cDNA, ¢imz usnadnuje klonovani

gentl s nizkym poctem kopii (Ng 2015).

Roztok:

MiX na jeden vzorek — 4,2 pl RNasa free H20, 2 pl 10x RT buffer, 2 pl 10x RT random
primers, 0,8 25x ANTP Mix (100 mM), 1 ul Rnasa inhibitor. Je potfeba zajistit, aby v kazdém
vzorku bylo 1pg RNA. Nutné vypocitat kolik je to pl. Celkovy objem vzorku byl 10 pl. V=10
ul —V RNA (1pg). Objem vzorku doplnit RNA free vodou.
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Postup:

Pied pouzitim flow boxu cely, pracovni plochu vydezinfikujeme ethanolem. Vlozime
vSechny pottebné pomiicky a nechdme vysvitit UV zafenim. Pfipravime si suchy a normalni
led do polystyrenovych krabicek. Doptedu si pfipravime MIX podle mnozstvi vzorka (+ aspont
2 vzorky rezerva).

Vzorky RNA vlozime na suchy led. Pfipravime si vzorky s celkovym objemem 10 pl
obsahujici RNA a kontrolu bez RNA 10 pl H20 a vloZime na led. Promichame poklepem,
vlozime na 1 minutu na mikrocentrifugu a vlozime na led. Ke kazdému vzorku ptidame 10 pl
MIXu. VSechny zamichame pipetou, vlozime na mikrocentrifugu a vlozime na led. Z kazdého
vzorku 1 z kontroly odebreme 2 ul do 200 pl mikrozkumavky a dame na led. Slouzi jako
negativni kontrola. Do vzorkll pipetujeme 1 pl reverzni transkriptasy. Opét promichame
poklepem, vlozime na mikrocentrifugu a dame na led. VSechny vzorky, véetné negativnich
kontrol pfemistime do thermocykleru. Prvni cyklus 25 °C 10 min, druhy cyklus 37 °C 120 min,
treti cyklus 85 °C 5 min (tabulka 1) a ¢tvrty cyklus 4 °, ktery vSak neni pro transkripci dilezity
a je mozné ho kdykoliv ukoncit. Posledni krok slouzi pouze k uchovani vzorka v chladu.

Vytvoiené produkty uchovavame v mrazéaku pii teploté -80 °C.

10 min Nasednuti nahodnych primera 25°C
120 min Prodlouzeni fetézce cDNA 37°C
5 min Inaktivace reverzni transkriptasy 85 °C

Tabulka 1. — Reakéni podminky pro reverzni transkripci

10.3.6 Polymerazova retézova reakce
Princip:

PCR (polymerazova fetézova reakce) zajist'uje amplifikaci specifického fragmentu DNA.
Dilezité je pritomnost templatové DNA, nukleotidi a DNA polymerazy, ktera zajistuje
spojovani jednotlivych nukleotidi. DNA polymeréaza se vdZe na primer a dochéazi k amplifikaci
prislusné DNA.

Cykly amplifikace probihaji v termocykleru, kde dochazi ke snizovani ¢i zvySovani
teploty v pfesnych krocich. V prvnim kroku se roztok zahfeje na bod tani dvou
komplementarnich fetézci DNA (kolem 95 °C), ¢imz dojde k odd€leni fetézcl a vytvoii se
jedno vldknova DNA, tzv. denaturace (Obrazek 16). V druhém kroku teplota klesne na 50-
60 °C, aby doslo ke specifickému navazani primert, tzv. hybridizace. Tato faze je u PCR velmi
kriticka. Pfi nizky teploté, nasedd komplementéarni primer jen z ¢asti a vytvoii se nespecificky
produkt. Pti vyssi teploté budou primery malo hybridizovat a produktu se vytvori malo. V tfetim

kroku se teplota opét zvysuje na 65-75 °C a to umoznuje DNA polymerase ptikladat nukleotidy
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na 3 -konec primeru a syntetizovat novy komplementérni fet€zec s templatem. Pro probéhnuti
cyklu se mnozstvi DNA zdvojnasobi (Garibyan a Avashia 2013, Zhang 2019).

Vyhodnoceni vysledkti polymerazové fetézové reakce zavisi na pouzité metodé. U
konven¢ni PCR jsou amplifikované fragmenty DNA analyzovany pomoci elektroforézy na
agar6zovém gelu, kde je velikost fragmenti urena srovnanim s molekularni hmotnostni
znackou. U kvantitativni PCR je prib¢h reakce sledovan v realném cCase diky fluorescencnim
barvivim nebo sonddm. Hlavnim parametrem hodnoceni je tzv. prahovy cyklus (Ct), ktery
oznacuje bod, kdy fluorescence piesahne detekéni limit. Ct hodnota je imérnd ptivodni
koncentraci cilové DNA ve vzorku, coz umoznuje kvantifikaci (Kubista 2006).

SYBR Green (CyberGreen) je fluorescencni barvivo ¢asto pouzivané v qPCR. Vaze se
nespecificky na dvoufetézcovou DNA a po navazani zvySuje fluorescenci, coz umoziuje
monitorovat amplifikaci DNA béhem kazdého cyklu (Kubista 2006).

'
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Obratek €. 16 — Polymerazova retézova reakce (Garibyan a Avashia 2013)
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Roztok:
Na 1 vzorek bylo potieba:

- 10 pl master mixu — FastStart Essnetial DNA Probes Master
- 4 ul H20 — FastStart Essnetial DNA Probes Master H20
- 1 pl primeru — (GAPDH/CDH1/CBY 1/APC/NFKB2)

Postup:

V prvni fad¢é byly vzorky cDNA a negativni kontroly (neobsahuji RNA) 10x zifedény
RNase free vodou. Vzorky byly ptipraveny smichdnim 8 pul cDNA a 72 pl H20. Jejich kontroly
byly smichdny z 2 ul roztoku s 18 ul H20. Byl pfipraven ,,premix*.

Do jamky mikrotitracni desticky byly pipetovany vzorky. K 15 pl premixu bylo pfidano
5 ul vzorku cDNA a jako slepy vzorek byla misto cDNA pouzita Rnase free voda. Vzorky byly
pipentovany v dupletech. Nasledné& byla mikrotitra¢ni desti¢ka zalepena folii, aby nedoslo ke
kontaminaci. Byla provedena centrifugace 30 sekund pti 300 rpm. Desticka byla vloZena do
Real-time PCR cycleru (tabulka 2), kde byla proméfena fluorescence. K vyhodnoceni vysledki
byl pouZit program RotorGenes.

Program Teplota Cas Pocet cykli

1 95 10 minut

2 95 15 sekund 50 cykla
3 60 60 sekund

Tabulka ¢. 2 — Reakéni podminky PCR
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Na experiment byly ziskdny také organoidy ztlustého stfeva pacientll trpici
onemocnénim cystické fibrésy (tabulka 3). Organoidy byly podrobeny pokustim jako izolace

RNA s néslednou syntézou cNDA a nakonec byla provedena polymerasova fetézova reakce.

Pacient 1 2789+5G >A/3659delC
Pacient 2 G542X/1.000del
Pacient 3 DI1152H

Pacient 4 N1303K

Pacient 5 G542X/L000del
Pacient 6 2789+5G A/3659delC
Pacient 7 G542X/E1104K
Pacient 8 F508del

Pacient 9 G542X/L000del
Pacient 10 F508del

Tabulka ¢. 3 — Mutace u pacienti, jejichZ organoidy byly pouzity pro stanoveni genové

exprese.
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11. Vysledky

11.1 Horizontalni elektroforéza RNA na agarosovém gelu

Pomoci metody horizontalni elektroforézy byl ziskan gel, ktery byl vlozen do barvici
lazné obsahujici barvivo syber green II. Nasledné byl gel vizualizovan v temné komote pomoci
Dark readeru. Priklad této elektroforézy je zobrazen na obrazku (obrazek 17).

Popis metody a danych vzorkd lze nalézt na strané¢ 46, kde je pfesné popsané, jaké

mnozstvi bylo pipetovano.

Obrazek ¢. 17 — Ovéreni fragmentii RNA pomoci horizontalni elektroforézy

Prvni drdha obsahuje M: standard o znamych molekulovych hmotnostech jednotlivych prouzkii.
Drahy 2-8 obsahuje vzorky obsahujici RNA.

Ptitomnost jasnych prouzki ve dvou fadach ve vSech vzorcich potvrzuje dobrou kvalitu
izolované RNA. To znamend, Ze RNA byla spravné extrahovana a neni vyrazn¢ degradovana.
Dané vzorky byly vyuzity pro dalSi analyzy, pro reverzni transkripci (RT) a nasledné
kvantitativni PCR (qPCR).

11.2 Stanoveni ¢istoty RNA
Hodnoty ¢istoty RNA, vyjadiené pomeéry 230/260 a 260/280, se u vSech analyzovanych

vzorkll pohybovaly pfiblizn€ kolem hodnoty 2, coZ odpovid4 pozadovanym standardim pro
Cistotu RNA.
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11.3 Exprese vybranych proteint izolovanych z bunéénych
linii
Stanoveni exprese jednotlivych gent probihalo prostiednictvim metody PCR (viz
10.3.6.). Bunéné linie s oznacenim NuLi-1 pfedstavuji izolované bunky z plic od zdravého
jedince. Buiiky CuFi-1 ptedstavuji buiiky izolované z plic pacienta s cystickou fibrozou. Cést

bunéénych linii bylo inkubovano s modulatory po dobu 24 hodin a ¢ast po dobu 72 hodin. Ob¢

bunééné linie byly inkubovany po dobu 24 1 72 hodin i bez pfitomnosti modulatori.
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0.0 - —= I
T T | K E T | K
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~20.0 Bunécné linie

Obrazek ¢. 18 — Relativni genova exprese NFkB pro bunécné linie inkubované
s modulatory 24 hodin. Osa y relativni exprese vztazena k referencnimu genu GAPDH. Osa x
reprezentuje bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1 inkubovany s danymi modulatory (E — elexakaftor,
T — tezakaftor, I — ivakaftor, K — bez modulatoru). Ciselné hodnoty pfedstavuji nasobky zmény

exprese. Vysledna data predstavuji priméry a smérodatné odchylky ze Sesti méfeni.

V ramci exprese genu NFkB v bunécné linii NuLi-1 pozorujeme nizkou expresi tohoto
genu (obrazek 18). V pfitomnosti modulatorti elexakaftoru a tezakaftoru dochazi k zvySeni
exprese, pricemz nejvyssi exprese je v pritomnosti tezakafotru. Tieti testovany modulator nema
na hladinu exprese genu NFkB v bunikach NuLi-1 vliv. V pfipad¢ bunécné linie CuFi-1 je
exprese dané¢ho genu bez pfitomnosti modulatort opét velmi nizkd, dokonce niz$i nez v
bunécné linii NuLi-1. V pfitomnosti modulatord je pozorovana vyssi exprese. V pfitomnosti
ivakaftoru se exprese shoduje s expresi genu v bunécné linii NuLi-1. Elexakaftor a tezakaftor
vykazuji podstatné vyssi expresi, i kdyz v ptipadé elexakaftoru je vysoka exprese spojena s

vyraznou variabilitou.
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Obrazek ¢. 19 — Relativni genova exprese CDHI1 pro bunécné linie inkubovany
s modulatory 24 hodin. Osa y relativni exprese vztazena k referen¢nimu genu GAPDH. Osa x
reprezentuje bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1 inkubovany s danymi modulatory (E — elexakaftor,
T — tezakaftor, I — ivakaftor, K — bez modulatoru). Vysledna data pfedstavuji primeéry a

smérodatné odchylky ze Sesti méteni.

V bunécné linie NuLi-1 byla zjisténa nizkd exprese genu CDHI1 (obrazek 19). Pfidanim
modulatord, konkrétné elexakaftoru a tezakaftoru, vedlo k nartstu exprese, piicemz nejvyssi
hodnoty byly zaznamenany v pfitomnosti tezakaftoru. Tteti moduldtor mél na hladinu exprese
genu CDH1 v bunééné linii NuLi-1 méné vyznamny vliv. U buné¢né linie CuFi-1 byla exprese
tohoto genu bez pfitomnosti modulatora nizkd, avsak vyssi nez u linie NuLi-1. Absence exprese
muze indikovat minimalni nebo zcela potlacenou aktivitu genu CDH1. Pii aplikaci modulatori
bylo pozorovano zvyseni exprese; ivakaftor vykazoval vyssi u¢inek na buniky NuLi-1 nez na
CuFi-1. Modulatory elexakaftor a tezakaftor vykazovaly podstatné zvysSeni exprese u linie

CuFi-1, pficemz tezakaftor mél nejvyraznéjsi efekt.
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Obrazek ¢. 20 — Relativni genova exprese CBY1 pro bunécné linie inkubovany
s modulatory 24 hodin. Osa y relativni exprese vztazena k referen¢nimu genu GAPDH. Osa
x reprezentuje bunécéné linie NuLi-1 a CuFi-1 inkubovany s danymi moduldtory (E —
elexakaftor, T — tezakaftor, I — ivakaftor, K — bez modulatoru). Vysledna data pfedstavuji

primé&ry a smérodatné odchylky ze Sesti méteni.

V bunécné linie NuLi-1 byla zaznamendna nizka exprese genu CBY1 (obrazek 20),
pficemz vyrazné vyssi exprese byla pozorovana po aplikaci modulatoru tezakaftoru. Na rozdil
od n¢j modulatory elexakaftor a ivakaftor mély mén€ vyznamny vliv na hladinu exprese tohoto
genu v NuLi-1. Ob¢ testované bun&tné linie vykazovaly nizkou expresi genu CBY1 v
neptitomnosti modulatorti. U bunééné linie CuFi-1 vedlo pouziti modulatori — elexakaftor a
tezakafotr k vyrazné vySs$i expresi, pficemz nejvétsi ucinek mél tezakaftor, zatimco ivakaftor

nemél na hladinu exprese pozoruhodny vliv.
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Obrazek €. 21 — Relativni genova exprese APC pro bunééné linie inkubovany s moduliatory
24 hodin. Osa y relativni exprese vztazena k referenénimu genu GAPDH. Osa x reprezentuje
bunééné linie NuLi-1 a CuFi-1 inkubovany s danymi modulatory (E — elexakaftor, T —
tezakaftor, I — ivakaftor, K — bez modulatoru). Vysledna data predstavuji priméry a smerodatné

odchylky ze Sesti méfeni.

V ramci exprese genu APC v bunééné linii NuLi-1 pozorujeme vyssi expresi tohoto
genu (obrazek 21). V pfitomnosti modulatorti elexakaftoru a tezakaftoru dochézi ke zvySeni
exprese, pricemz nejvyssi exprese je v pritomnosti tezakafotru. V pfitomnosti modulatoru
ivakaftoru je exprese genu v bunécné linii NuLi-1 nizsi. V ptipad¢ exprese daného genu bez
pfitomnosti modulatoru je exprese u obou bunécnych linii t¢méf nulova. V bunééné linii CuFi-
1 vykazuji modulatory elexakaftor a tezakaftor podstatné vySsi expresi nez v pritomnosti
modulatoru ivakaftoru. Exprese u bunééné linie CuFi-1 v pfitomnosti modulatoru tezakaftor je

vys8i nez u ostatnich modulatort, avSak nizsi nez u bunécéné linie NuLi-1.

55



1.20

1.00
0.80
(0]
3
=4 0.60
x
(0]
S 0.40 0.p7 035
IS
9 019
I - i B
0.04
0.004 0.00 - 0.01
0.00 .
E T [ K E T [ K
-0.20 CuFi-1 NuLi-1

Bunécné linie

Obrazek ¢. 22 — Relativni genova exprese NFKB pro bunéc¢né linie inkubovany
s modulatory 72 hodin. Osa y relativni exprese vztazena k referencnimu genu GAPDH. Osa x
reprezentuje bunécéné linie NuLi-1 a CuFi-1 inkubovany s danymi modulatory (E — elexakaftor,
T — tezakaftor, I — ivakaftor, K — bez modulétoru). Ciselné hodnoty predstavuji nisobky zmény

exprese. Vysledna data predstavuji priméry a smérodatné odchylky ze Sesti méfeni.

V bunééné linii CuFi-1 byla zaznamendna vyS$$i exprese genu NFkB (obrazek 22).
Exprese genu v pfitomnosti modulatorti tezakaftor a ivakaftor je vyS$$i nez v pfitomnosti
elexakaftoru, kde byla exprese velmi nizka. Bez pfitomnosti modulatori byla exprese genu u
obou bunécnych linii témét nulova. U bunééné linie NuLi-1 pozorujeme niZ$i expresi genu
NFkB oproti bunééné linii CuFi-1. Exprese genu v pfitomnosti elexakaftoru je u bunécné linie
CuFi-1 nulovd, zatimco u modulatorti tezakaftor a ivakafotru je pozorovana exprese vyssi.
Modulatory tezakaftor a ivakaftor dosahuji u obou bunéénych linii expresi genu NFkB témét

totoznou.
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Obrazek ¢. 23 — Relativni genova exprese CDH1 pro bunécné linie inkubovany
s modulatory 72 hodin. Osa x reprezentuje bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1 inkubovany
s danymi modulatory (E — elexakaftor, T — tezakaftor, I — ivakaftor, K — bez modulatoru).
Vysledna data predstavuji priméry a smérodatné odchylky ze Sesti méfeni.

V ramci exprese genu CDHI v bunétné linii NuLi-1 v pfitomnosti modulétorti
pozorujeme vyssi expresi tohoto genu (obrazek 23). Vyssi exprese byla zaznamenana v bunécné
linii CuFi-1 v pfitomnosti moduldtoru ivakaftoru. VSechny tfi modulatory vykazuji v bunécné
linii NuLi-1 vy$§i expresi daného genu neZ v linii CuFi-1. Bez pfitomnosti modulator byla
exprese genu nulovd, oproti bunécné linii CuFi-1, kde je exprese genu dokonce vySsi nez
v bunééné linii NuLi-1 v pfitomnosti modulator. V bunééné linii CuFi-1 v pfitomnosti

ivakaftor je exprese genu opé€t vyssi nez v ptitomnosti elexakaftoru ¢i tezakaftoru.
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Obrazek ¢. 24 — Relativni genova exprese CBY1 pro bunécné linie inkubovany
s modulatory 72 hodin. Osa x reprezentuje bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1 inkubovany
s danymi modulétory (E — elexakaftor, T — tezakaftor, I — ivakaftor, K — bez modulatoru).

Vysledné data predstavuji priméry a smérodatné odchylky ze Sesti méfeni.

Vy$si exprese genu CBY1 byla zaznamenana u bunééné linii CuFi-1 (obrazek 24). V
ptitomnosti vSech tfi modulatorii elexakaftoru, tezakaftoru a ivakaftor dochdzi ke zvySeni
exprese, pricemz nejvyssi exprese je v pritomnosti tezakafotru. V ptipad€ bun&cné linie CuFi-
1 je exprese daného genu bez ptitomnosti modulatorii nulova. V bunéénych linii NuLi-1 bez
pfitomnosti modulatori vykazuje nejvysSi expresi vramci dané bunééné linii a
srovnatelnou expresi s bunéénymi liniemi CuFi-1 v pfitomnosti moduldtoru tezakaftor. U
bunécné linii NuLi-1 v pfitomnosti modulatori tezakaftor a ivakaftor je pozorovana vyssi
exprese. V pfitomnosti moduldtorii elexakaftor zaznamenavame expresi genu v bunééné linii

NuLi-1 nulovou.

58



1.00
(0]
n
o 0.80
o
x
(0]
S o060 0};3
Z
8
2 |
o 0.40

0.40

0.20

0.05
— 0.00 0.00
0.00
E T | K E T | K

CuFi-1 Lo NuLi-1
Bunécné linie

Obrazek €. 25 — Relativni genova exprese APC pro bunééné linie inkubovany s modulatory
72 hodin. Osa x reprezentuje bunééné linie NuLi-1 a CuFi-1 inkubovéany s danymi modulatory
(E — elexakaftor, T — tezakaftor, I — ivakaftor, K — bez modulatoru). Vysledna data predstavuji

priméry a smérodatné odchylky ze Sesti méteni.

V ramci exprese genu APC v bunécné linii NuLi-1 pozorujeme vyS$$i expresi bez
ptitomnosti modulator (obrazek 25). Exprese genu je vyssi nez v ptitomnosti modulatort a
vy$sinez v bunéénych linii CuFi-1. V pfitomnosti modulatort tezakaftoru a ivakaftor je exprese
vyssi, pfiCemZ nejvysSi exprese je v piitomnosti ivakaftor. Tteti testovany modulator
elexakaftor nema na hladinu exprese genu APC v buiikdch NuLi-1 vliv. V pfipad¢ bunééné linie
CuFi-1 je exprese dané¢ho genu bez pfitomnosti modulatorti nulova. V bunééné linii CuFi-1 v
pfitomnosti modulatord je pozorovana vyssi exprese. V pfitomnosti tezakaftor je zaznamenéana
vys$§i exprese nez u modulatoru ivakaftoru. V pfitomnosti elexakaftoru pozorujeme nizkou

expresi dané¢ho genu.
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11.4 Exprese vybranych proteint izolovanych z organoidii

Stanoveni exprese jednotlivych gent probihalo prostiednictvim metody PCR (viz
10.3.6.). Vzorky — organoidy byly izolované od pacientl trpici cystickou fibrozou. Kazdy
pacient ma urcitou mutaci CFTR genu (viz tabulka 3). Vzorek 9 nebyl zahrnut do grafu, protoze
smérodatna odchylka namétené hodnoty byla pfili§ vysoka, coz zpochybnuje spolehlivost
vysledku. Vzorek 10 nebyl interpretovan, protoze nebyla zaznamenana exprese referen¢niho

genu, coz znemoziuje spolehlivou normalizaci a nasledné vyhodnoceni.
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Obréazek ¢. 26 — Relativni genova exprese NFkB mezi jednotlivymi pacienty trpici
cystickou fibrézou. Osa y relativni exprese vztazena k referen¢nimu genu GAPDH. Osa x
reprezentuje pacienty (oznacené &isly 1-8). Ciselné hodnoty piedstavuji nasobky zmény

exprese. Vysledna data predstavuji priméry a smérodatné odchylky ze dvou méfeni.

Nejvyssi exprese byla zaznamenana u pacienta 8 (hodnota 3,80) (obrazek 26), coz
naznacuje vyznamnou aktivaci genu NfKB ve srovndni s ostatnimi pacienty. Hodnota je
spoj ena s velkou variabilitou v disledku chybové usecky. Ostatni pacienti Vykazovali relativné
expresi Vykazuje pacient 5, s hodnotou 0,48, coz by mohlo 1nd1k0vat snizenou aktivitu nebo
regulaci genu v jeho piipadé. Smérodatna odchylka je znatelné€ vétsi nez u ostatnich pacientt,
coz znamena, Ze u pacienta § existuje vyssi rozptyl naméfenych hodnot exprese. Tato variabilita
mohla byt zptsobena technickymi vlivy béhem méfeni (izolace RNA, reverzni transkripce,
qPCR).
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Obrazek ¢. 27 — Relativni genova exprese CDH1 mezi jednotlivymi pacienty trpici
cystickou fibrozou. Vyslednad data pfedstavuji priméry a smérodatné odchylky ze dvou

meéfeni.

Nejvyssi exprese byla zaznamenana u pacienta 5 (2,11) (obrazek 27), néasledovana
pacienty 7 (1,85), 6 (1,59), 3 (1,53) a 1 (1,24). Pacient 4 vykazuje vyrazn¢ nizsi expresi (0,56),
zatimco u pacienta 8 byla exprese témét nulova (0,03), coz mlize naznacovat minimalni nebo
zcela potlacenou expresi genu CDHI. Variabilita v expresi je zobrazena chybovymi tiseckami,
které indikuji smérodatnou odchylku méteni; u vétSiny pacienti je variabilita nizkd, coz svédci
o konzistenci méfeni. Vyrazné rozdily v expresi genu CDH1 mezi pacienty mohou byt
dasledkem rozdilného biologického stavu, napiiklad zmén v adhezi bun¢k, coz je klicova

funkce tohoto genu.
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Obrazek ¢. 28 — Relativni genova exprese CBY1 mezi jednotlivymi pacienty trpici
cystickou fibrézou. Vyslednd data predstavuji priméry a smérodatné odchylky ze dvou
méfeni.

Nejvyssi exprese byla zaznamenana u pacienta 1 (2,60) (obrazek 28), avSak s vyraznou
variabilitou, jak ukazuji rozsdhlé chybové tsecky. Pacient 3 vykazuje zvySenou expresi (1,79),
nasledovan pacienty 7 (1,03), 5 (1,00) a8 (0,50). Vyrazn¢ nizké hodnoty exprese byly
zaznamenany u pacientll 4 a 6 (shodné 0,26). Variabilita méfeni je relativné mald u vétSiny
pacientl s vyjimkou pacienta 1, kde odchylky naznacuji moznou biologickou nebo technickou
heterogenitu. Rozdily v expresi genu CBY 1 mezi pacienty mohou odraZet variace v regulaci

tohoto genu, ktery je zapojen do signalnich drah a kontroly buné¢éné polarity.

62



8.00

7.00

6.00

5.00

4.00

3.00

Relativni exprese

2.00 1.64

1.00 04 0p9
0.22 ﬁ
0.06 0.01 0.00
0.00 I

-1.00

Oznaceni pacient(

Obrazek €. 29 — Relativni genova exprese APC mezi jednotlivymi pacienty trpici cystickou

fibrézou. Vysledna data predstavuji priméry a smérodatné odchylky ze dvou méteni.

Nejvyssi  exprese byla zaznamendna u pacienta 1 (3,11) (obrazek 29).
Pacient 7 vykazuje zvySenou expresi (1,54), nasledovan pacienty 2 (0,84), 6 (0,69) a 5 (0,22).
Vyrazn¢ nizké hodnoty exprese byly zaznamenéany u pacientd 3 a 4. U pacienta 8§ byla exprese

nulova, coz miiZe nazna¢ovat minimalni nebo zcela potlacenou expresi genu APC.
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12 Diskuze

V ramci diplomové préace byla studovéna genova exprese gentl v bunéénych linii NuLi-1
a CuFi-1, kde byly pozorovany rozdily nejen v jednotlivych genech, ale zaroven pozorujeme
zmény genové exprese mezi ¢asy 24 hodin a 72 hodin. Vliv na zménu genové exprese mohou
mit pfitomné modulatory. U jednotlivych pacientl s riznymi mutacemi cftr také pozorujeme
zmény v genové expresi riznych gent.

Pii porovnani exprese genu NFkB mezi bunéénymi liniemi NuLi-1 a CuFi-1 pozorujeme
minimdlni rozdily bez pfitomnosti modulatori. Draha NF-kB je dulezita, protoze reguluje
imunitni odpovéd’, zdnétlivé procesy a bunécné preziti, coz ma kli¢ovy vyznam pro ochranu
proti infekcim a rakovinnému bujeni. Pisobeni moduldtor na builkky dochdzi ke zvySeni
exprese genu oproti kontrole. Vy$s$i nartist exprese vlivem moduldtori bylo zaznamenéano
v buiikdch CuFi-1. Pfi porovnani pozorujeme vys$si expresi genu NFkB v bunécné linii CuFi-
1 v pfitomnosti modulatort elexakaftor a tezakaftor (obrazek 18), oproti nizké expresi
v bunééné linii CuFi-1 v pritomnosti modulatoru ivakaftor a bez pfitomnosti modulatoru a ve
vSech testovanych moduldtorech u bunééné linie NuLi-1. To naznacuje rozdilnou odpovéd
téchto bunéénych linii na jednotlivé modulatory.

Bunécné linie CuFi-1 reaguji vyssi expresi v pritomnosti elexakaftoru a tezakaftoru, coz
muze byt uzite¢né v podminkach, kde je potifebna aktivace imunitni odpovédi nebo zanétlivych
procesu. Piilis vysoka exprese genu NFkB mtiZze byt nebezpecnd, protoze narusuje rovnovahu
mezi zanétem, bunénym rustem a apoptdézou. Tato nerovnovaha ptispiva k chronickym
zanétlivym onemocnénim, autoimunitnim reakcim, rakoving a tkanovému poskozeni. Regulace
exprese NFkB je proto klicova pro udrzeni bunécné homeostazy a prevenci patologickych
stavlii. Naopak v pfitomnosti modulatoru ivakaftoru a bez pfitomnosti modulatoru u bunécné
linii CuFi-1 vedou k nizsi expresi, coz by mohlo byt vyhodné tam, kde je potfeba tlumit zané¢t.
Na druhou stranu snizena exprese NF-kB muze vést ke zhorSeni imunitnich reakci, takze télo
je zraniteln€j$i vici infekcim a potencialné se snizuje schopnost opravovat poskozeni tkani.
Bunécna linie NuLi-1 vykazuje nizsi expresi NFkB napfi¢ vSemi modulatory (elexakaftor,
tezakaftor, ivakaftor) ¢i bez pfitomnosti modulatoru. Builky NuLi-1 mohou pfirozené
produkovat mén¢é NFkB, coz by mohlo byt zptisobeno odlisnou regulacni siti v téchto bunkach
ve srovnani s CuFi-1 (Liu 2017, Yamamoto and Gaynor 2001, Xia 2014 ).

CBY1 reguluje vyvoj a diferenciaci bunék, zejména v kontextu signdlnich drah, jako je
Wnt, a jeji mutace jsou spojeny s riznymi vyvojovymi poruchami. Pfi porovnani exprese
genu CBY 1 mezi bunénymi liniemi NuLi-1 a CuFi-1, byly zjiStény pouze malé rozdily v
nepiitomnosti modulatorti. Aplikace modulatort vedla ke zvySeni exprese tohoto genu ve
srovnani s kontrolnimi buiikami. V bunéénych linii CuFi-1 pozorujeme vyssi expresi CBY1

oproti bunééné linii NuLi-1. Zarovenn u obou linii zaznamendvame zvysSeni exprese
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v pfitomnosti modulétoril, zatimco bez ptitomnosti modulatorti pozorujeme expresi snizenou,
téméf nulovou.

Modulatory elexakaftor a tezakaftor mohou podporovat vyssi expresi genu CBY1
(obrazek 19), coz naznacuje jejich potencialni schopnost zvySovat regulaci Wnt/beta-katenin
signalizace. To miiZe byt prosp&$né pro normalizaci signalizace nebo ochranu bunék pied
malignimi zménami. Deregulace drahy Wnt pfispiva k iniciaci a progresi lidskych onemocnéni
vcéetné rakoviny. Naopak modulétor ivakaftor a bez ptitomnosti modulatoru, které vedou k nizsi
expresi genu CBY1 u CuFi-1 i NuLi-1 bunék. To potlacuje Wnt/beta-katenin signalizaci, coz
muze zpltisobovat nedostatecnou regulaci bunécného riistu a polarizace (Jung 2006, Gao 2014,
Takemaru 2003).

Modulatory elexakaftor a tezakaftor 1épe podporuji expresi CBY 1 ve stresovaném nebo
patologickém prosttedi CuFi-1 bunék (napt. zdnétlivém nebo s posSkozenou signalizaci). NuLi-
1 bunky, které maji pravdépodobné 1épe regulované zékladni drahy, mohou byt méné citlivé na
modulatory elexakaftor a tezakaftor a mohou dokonce negativné reagovat na modulatory

ivakaftor a bez ptfitomnosti modulatoru.

CDHLI je dilezita pro udrZzovani bunééné adheze a tkanové integrity. Pfi analyze exprese
genu CDHI mezi bunéénymi liniemi NuLi-1 a CuFi-1 byly zji§tény minimalni rozdily, které
nebyly ovlivnény pfitomnosti modulatori. Po aplikaci modulatorG na bunky doslo k
signifikantnimu zvySeni exprese tohoto genu ve srovnani s kontrolnimi vzorky. Nejvyraznéjsi
narust exprese byl pozorovan v bunikach CuFi-1, které¢ vykazaly silngj$i reakci na modulatory.
V bunécné linii CuFi-1 je exprese genu CDHI1 vyrazné vys$s$i nez u linie NuLi-1. U obou
bunéénych linii dochazi ke zvySeni exprese v pfitomnosti modulatorii, zatimco v jejich
nepfitomnosti je exprese snizena, pfiblizné¢ na nulovou hladinu.

U bunécnych linii CuFi-1 s modulatory elexakaftor a tezakaftor je vyssi exprese genu
CDHI (obrazek 20), ktera pozitivné zlepSuje bunécnou stabilitu a adhezivni vlastnosti. To mize
znamenat, ze modulatory elexakaftor a tezakaftor podporuji ochranu bunék pied ztratou
epitelidlni integrity. Nizsi exprese genu CDH1 u CuFi-1 v pfitomnosti modulatord ivakaftoru a
bez ptfitomnosti modulatoru a u NuLi-1 v pfitomnosti moduléatora elexakaftor, tezakaftor,
ivakaftor a bez pfitomnosti modulatoru miize spustit epitelidlné-mezenchymalni tranzici, coz
vede k bunééné migraci, invazi a potencialné k malignimu chovani bun¢k (Meigs 2002, Yang
2020). I kdyz NuLi-1 linie reprezentuji normalni epitelidlni bunky, snizena exprese CDHI
naznacuje, ze modulatory (zejména ivakaftor a bez pfitomnosti modulatoru) mohou negativné

ovlivnit jejich stabilitu.

APC je klicova pro regulaci bunécného cyklu a stabilitu genomu, a jeji mutace jsou
spojeny s rakovinou. Pii porovnani exprese genu APC mezi bunéénymi liniemi NuLi-1 a CuFi-
1 byly zjistény pouze minimalni rozdily v nepfitomnosti modulatorti. Po aplikaci modulatora

doslo k zvyseni exprese genu ve vSech vzorcich ve srovnani s kontrolnimi bunikami. Pfi
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porovnani bunéénych linii je patrné vyssi exprese v ve srovndni s linii CuFi-1. Pfitomnost
modulatort vede ke zvySeni exprese, zatimco bez jejich pfitomnosti je exprese vyrazné niZsi.

Vyssi exprese APC (obrazek 21) u NuLi-1 bun¢k v pfitomnosti modulatort elexakaftor a
tezakaftor predstavuje pozitivni vliv na stabilitu bun¢k a ochranu ptfed nddorovymi zménami,
zatimco sniZena exprese APC u CuFi-1 a NuLi-1 bun¢k v pfitomnosti modulatort ivakaftoru a
bez ptitomnosti modulatoru, miiZze znamenat negativni dopad na bunécnou stabilitu a zvySeni
prosttedi (napf. v dusledku cystickd fibroza), mlze tento efekt zhorSovat
jejich proliferaci nebo invazivitu, coz by mohlo vést kzvySené riziku rakovinnych
transformaci. U NuLi bunék, které ptedstavuji normalni epitelidlni bunky, by snizena exprese
APC mohla narusit normalni regulacni mechanismy a vyvolat abnormality v buné¢né funkci
(Lesko 2015, Peifer 1993, Powell 2010,Roose 1999).

Pti porovnani exprese genu NFkB mezi bunéénymi liniemi inkubovanymi po dobu 24 a
72 hodin lze pozorovat, Ze exprese roste u linii CuFi-1 v pfitomnosti moduldtoru ivakaftor a
v bunéénych linii NuLi-1 v pfitomnosti tezakaftor a ivakaftor, zatimco klesé u linii CuFi-1
v pfitomnosti modulétorti elexakaftoru, tezakaftoru a bez pfitomnosti modulatoru a bunécné
linie NuLi-1 v pfitomnosti modulatoru elexakaftoru a bez ptitomnosti modulatoru. U
genu CBY1 byl zaznamendn s ¢asem narast exprese u linii CuFi-1 v pfitomnosti vSech ti
modulatord a v bunéénych linii NuLi-1 v pfitomnosti modulatoru tezakaftoru, ivakaftoru a bez
pfitomnosti modulatoru, naopak pokles exprese byl pozorovan u linii CuFi-1 bez pfitomnosti
modulédtoru a linii NuLi-1 v pfitomnosti modulatoru elexakaftor. Exprese genu CDHI se v
prabéhu Casu zvysuje u linii CuFi-1 v pfitomnosti ivakaftoru a bez ptitomnosti modulatoru a
linif NuLi-1 v pfitomnosti elexakaftor a ivakaftor, zatimco snizuje u linii CuFi-1 v pfitomnosti
elexakaftoru a tezakaftoru a linii NuLi-1 v pfitomnosti modulatoru tezakaftoru. V piipadée
genu APC bylo patrné, Ze exprese roste u linii CuFi-1 v pfitomnosti modulatoru tezakaftoru a
ivakaftoru a linii NuLi-1 v pfitomnosti modulatoru ivakaftoru a bez pfitomnosti modulatoru,
zatimco pokles byl zaznamenén u linii CuFi-1 v pfitomnosti elexakaftoru a bez pifitomnosti a
linii NuLi-1 v pfitomnosti elexakaftoru a tezakaftoru.

Modulator Ivakaftor zjevné podporuje zvyseni exprese genii v nékterych bunécnych
liniich, coz maze byt ptiznivé, pokud cilen¢ aktivuje supresorové nebo regulacni geny (napf.
APC, CDH1). Zvyseni exprese genu NFkB vlivem modulédtoru Ivakaftoru miize naznacovat
zlepSenou schopnost buiiky reagovat na stresové nebo zanétlivé podnéty, avSak nadmérna
aktivace NFkB muize vést k patologickym staviim, jako je zanét nebo zvySené riziko proliferace
nadorovych bunék.

Modulator tezakaftor (NuLi-1, CuFi-1) mé4 smiseny efekt, protoze u neékterych gent a
linii podporuje rist exprese (napiiklad NFkB a CBY1 u NuLi-1 v pfitomnosti modulatoru
tezakaftoru), ale v jinych ptipadech dochazi k poklesu (napt. CDH1 a APC u NuLiT). Jeho
ucinek je tedy zavisly na kontextu a typu genu. Modulator elexacaftor (CuFi-1, NuLi-1)
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vykazuje pfevazné pokles exprese, napiiklad u genii NFkB, CBY1, CDHI1 i APC v liniich
NuLi-1 a CuFi-1 v pfitomnosti moduldtoru elexakaftoru. To naznacuje, Ze modulator
elexacaftor nemé vyrazny stimulaéni vliv na sledované geny. Kontrola (CuFi-1, NuLi-1)
vykazuje vétSinou pokles exprese gentl, s vyjimkou genu CBY 1, kde u NuLi-1 doSlo k nértstu.

Tento modulator tedy nema konzistentni pozitivni vliv.

Rozdily v expresi genl mezi jednotlivymi pacienty mohou byt zplsobeny riiznymi
faktory, které souviseji s typem mutace genu CFTR, jejim vlivem na funkci CFTR proteinu,
naslednym ovlivnénim intracelulérnich signalnich drah a mikroprostfedim organoidi. Mutace
CFTR ovliviiuji spravné slozeni, transport a funkci CFTR proteinu riznou mérou.

Pacient 8 s mutaci F508del, ktera je spojena s uplnou ztratou funkéniho CFTR proteinu,
vykazuje nejvyssi expresi NF-kB (obrazek 26). Mutace F508del zptisobuje selhani transportu
chloridovych ionti a dysfunkci iontové homeostazy. To vede k hromadéni hlenu v epitelu,
kolonizaci patogeny a nekontrolovatelné aktivaci NF-«kB, cozZ se projevi zvySenou expresi.

Pacienti 1-7 s ostatnimi mutacemi vykazuji sttedni uroven exprese NF-«kB, pticemz jejich
hodnoty se pohybuji okolo 1. Mutace jako 2789+5G>A a D1152H ponechavaji urcity stupen
funk¢nosti CFTR proteinu. I kdyZ to neni dostate¢né k uplné regulaci zanétu, zanétliva aktivace
NF-«B je méné€ intenzivni nezZ u pacienta 8. Heterozygotni mutace jako G542X/L000del nebo
zanétlivou aktivaci. Mutace jako D1152H a N1303K jsou spojeny s ¢asteCnou ztratou funkce
CFTR, coz zajistuje mirngjs$i dopad na aktivaci NF-kB ve srovnani s Uplnou ztratou proteinu
(Fanen 2014).

Pacienti 5, 6 a 7 (obrazek 27) s mutacemi jako G542X/L000del, 2789+5G>A/3659delC
a G542X/E1104K vykazuji zvySenou expresi CDHI (okolo 2). U téchto pacientti mohou buiiky
zvySovat expresi CDHI jako odpovéd na ¢éastecné naruseni CFTR funkce. ZvySeni CDHI1
muze byt strategii k udrzeni epitelové integrity v piitomnosti Castecné funkéniho CFTR
proteinu. Pacienti s témito mutacemi mohou mit nizsi aktivaci zdnétlivych drah ve srovnéni s
pacienty s t€Z§imi mutacemi, coz podporuje zvySenou expresi CDH1 (Fanen 2014, Meigs 2002,
Yang 2020).

Pacienti 1, 2 a 3 s mutacemi jako 2789+5G>A/3659delC,
G542X/L000del a D1152H vykazuji stfedni expresi CDH1 (okolo 1,5). Tyto mutace zajiStuji
urcity stupen funkcénosti CFTR proteinu, coZ podporuje udrzeni relativné stabilni struktury
epitelu a stfedni expresi CDH1. Pacient 4 s mutaci N1303K vykazuje nizkou expresi CDHI1.
N1303K je mutace v ATP doméné& CFTR, ktera vyrazné naruSuje funkci proteinu. To miiZe vést
k naruSeni iontové homeostazy a epitelové integrity, coZ snizuje expresi E-kadherinu. Nizka
exprese CDH1 miiZe byt také disledkem poklesu bunééné adheze a naruseni integrity epitelu
v organoidu (Fanen 2014, Meigs 2002, Yang 2020).
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Pacient 8 s mutaci F508del, kterd zptsobuje Uplnou ztratu funkéniho CFTR proteinu,
vykazuje téméf nulovou expresi CDHI1. Ztrata CFTR proteinu vede k naruSeni iontové
homeostazy a zvySeni zanétlivého stavu, coz vyrazné potlacuje expresi CDH1 (Fanen 2014,
Middleton 2019, Meigs 2002, Yang 2020).

Pacienti 1 a 3 (obrdzek 28) s mutacemi 2789+5G>A/3659delC a D1152H vykazuji
zvySenou expresi CBY1 (okolo 2). Mutace 2789+5G>A a DI1152H jsou relativné mirné a
ponechavaji urcitou zbytkovou funkci CFTR. To miize vést k menSimu naruseni epitelové
polarity a integrity, coz podporuje zvySenou expresi CBY 1 jako kompenza¢niho mechanismu.
CBY 1 hraje roli pii stabilizaci epitelové polarity a inhibici nadmérné aktivace Wnt/[-catenin
drahy. ZvySena exprese miize byt snahou kompenzovat mirnou destabilizaci epitelu a zamezit
dal$imu naruseni homeostazy (Fanen 2014).

Pacienti 1, 5 a 7 s mutacemi G542X/L000del, N1303K a G542X/E1104K vykazuji
sttedni expresi CBY'1 (okolo 1). Kombinace mutaci jako G542X/L.000del ponechava castecnou
funkénost CFTR, coz zpiisobuje mirné naruSeni epitelové polarity. Tato uroven dysfunkce se
odrazi ve stfedni expresi CBY 1. Pacienti 4 a 6 s mutacemi N1303K, 2789+5G>A/3659delC,
a G542X/E1104K vykazuji nizkou expresi CBY1 (okolo 0,5). Mutace N1303K a kombinace
G542X/E1104K jsou spojeny s vétsim funkcnim deficitem CFTR, coz miize vést k destabilizaci
epitelu a sniZzeni exprese genli zapojenych do udrzovani polarity. Nizkd exprese CBY 1 miize
byt disledkem aktivace zanétlivych drah a oxidacniho stresu, které negativné ovliviluji
transkripci genti dilezitych pro bunécnou polaritu (Fanen 2014, Jung 2006, Gao 2014,
Takemaru).

Pacient 8 s mutaci F508del vykazuje pravdépodobné jesté nizsi expresi CBY1 (téméf
nulovou), coz odpovida extrémnimu naruseni CFTR funkci. Ztrata CFTR zpiisobuje zhorSenou
iontovou homeostazu, coz vede k destabilizaci epitelu a minimalni expresi genil spojenych

s polaritou (Fanen 2014).

Pacient 8 s mutaci F508del vede k nulové funkci CFTR a je spojena s absenci exprese
APC. Absence CFTR proteinu miZe narusSit signalizaci Wnt/beta-katenin, kterd je ¢astené
regulovana APC, coZ mliZe vysvétlovat jeho uplnou absenci. U pacienti 1, 2, 6, 7 (rizné mutace
s castetné zachovanou funkci CFTR) pozorujeme zvySenou exprese APC jako adaptivni
odpovéd’ bunck na ¢aste¢né narusenou funkci CFTR (Fanen 2014, Lesko 2015, Peifer 1993,
Powell 2010, Roose 1999).

Zvysena exprese APC muze byt také diisledkem zanétlivé odpovedi v organoidech. CFTR
je klicovy pro regulaci zanétu (napt. pres NF-«B drahu). Mutace, které zcela inaktivuji CFTR
(napt. G542X v homozygotnim stavu), mohou vést k silné aktivaci zanétlivych drah, coz mtze

inhibovat APC, jak je patrné u pacientt 3, 4 a 5. Nizko funkéni nebo nefunkéni CFTR (napf.
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D1152H, N1303K, homozygotni G542X) mulZe zpusobit silngjsi zanétlivou odpovéd’, ktera

snizuje expresi APC prostfednictvim cytokiny indukovanych zmén (Fanen 2014).
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13 Zaveér

Hlavnim zdmérem v této diplomové praci bylo porovnat expresi jednotlivych genti v
epitelidlnich bunikach plic (bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1) a organoidech, za ucelem
analyzovat predispozice rakoviny. Byly pozorovany rozdily v expresi genit v bunéénych linii
v pfitomnosti moduldtorti ¢i bez pfitomnosti modulatoru. Rozdily jsme se pokusili vysvétlit
prostiednictvim relativni genové exprese pomoci qPCR.

Ziskané vysledky ukazuji, ze modulatory vyrazné ovliviuji expresi klicovych gena, coz
se 1isi nejen mezi bunénymi liniemi CuFi a NuLi, ale 1 mezi jednotlivymi geny. Modulatory
elexakaftor a tezakaftor u bun¢k CuFi stimulovaly zvySenou expresi NF-kB, coz naznacuje
jejich schopnost aktivovat zanétlivé drahy, zatimco moduldtor ivakaftor a bez pfitomnosti
modulatoru mély spiSe supresivni vliv. Naopak u bun¢k NuLi byla exprese NF-«kB niz§i napfic¢
vSemi modulatory, coz mize byt disledkem jejich odlisné regulacni sit€. Podobné modulatory
elexakaftor a tezakaftor vedly k vyssi expresi gentt CBY1 a CDHI1 u CuFi bun¢k, zatimco

modulator ivakaftor a bez piitomnosti modulatoru mély spise negativni efekt.

Rozdily v expresi gent, jako jsou CBY 1, CDH1 a APC, ukazuji na dileZitost modulatort
pro regulaci epitelové polarity, bunéné adheze a stability. ZvySend exprese APC u NuLi
bun¢k s modulatory elexakaftor a tezakaftor podtrhuje jejich pozitivni roli v ochrané pred
malignimi zménami, zatimco sniZzend exprese APC a dalSich genli u CuFi s modulatory
ivakaftor a bez pfitomnosti modulatori muize zhorSovat patologické procesy. Tato zjiSténi
zdliraznuji, Ze GCinnost modulatori zavisi na typu bunéfné linie, pficemZ modulatory
elexakaftor a tezakaftor maji v mnoha ptipadech vétsi terapeuticky potencial.

Analyza rozdili v expresi genti mezi pacienty s riznymi mutacemi CFTR ukézala, ze
zavaznost dopadu na genovou expresi uzce souvisi s mirou ztraty funkce CFTR
proteinu. Pacienti s mutaci F508del, ktera zcela eliminuje funkci CFTR, vykazuji nejvyssi
aktivaci zanétlivych drah (NF-xB) a vyrazny pokles exprese genl spojenych s epitelovou
polaritou (CBY1), adhezi (CDH1) a regulaci Wnt/B-catenin drahy (APC). Pacienti s ¢astecné
funkénim CFTR (napf. mutace D1152H nebo 2789+5G>A) vykazuji mirng€j$i zanétlivou
aktivaci a adaptivni zvySeni exprese genit CBY1 a APC.

Vysledky rovnéz zdiiraznuji rozdily v odpovédi bun€k na rizné mutace, pricemz mutace
s rezidualni funkci CFTR umoznuji lepsi regulaci zanétlivych a epitelovych drah. T¢z$i mutace,
jako homozygotni G542X nebo N1303K, vedou k vy$$i zanétlivé zaté€zia vyrazng&jSimu
naruSeni epitelové stability, zatimco mirn¢j8i mutace vykazuji stabilnéj$i expresni
profil. Zac