Genetika cystické fibrozy

Lidské telo je tvotreno miliony bunck. Kazda buiika obsahuje ve svém jadru molekuly
kyseliny deoxyribonukleové (tj. DNA), které tvoii jednotlivé geny. Geny funguji jako sada
instrukci, které kontroluji riist, vyvoj a funkci naSeho tcla. Jsou odpovédné za naSe
charakteristické znaky, jako je barva oci, krevni skupina nebo vySka, ale i1 rizna onemocnéni.
Podle soucasnych poznatki se odhaduje, ze kazdy cloveék nese az 40 tisic gentl, které
ovliviiuji jeho organismus. Geny se nachazeji na vlaknitych strukturach, tzv. chromozémech.
Kazdé bunécné jadro obsahuje 23 parG chromozémd, z kazdého paru je jeden chromozom
puvodem od matky a jeden od otce. Proto dédime také dvé kopie od vétSiny gent, jednu kopii
od kazdého z rodict. To je divod, pro¢ mame podobné vlastnosti jako nasi rodi¢e. Dédicné
zmény v DNA, které narusuji normalni funkci gent, se oznacuji jako mutace a jsou pficinou
cystické fibrozy a mnoha jinych dédi¢nych onemocnéni.

Pro¢ se narodi dité s cystickou fibrozou
Miminko s cystickou fibrozou se miize narodit pouze v pripadé, Ze oba jeho rodice jsou nosici
mutovaného genu CFTR.

Cystickd fibroza je jedno znejcastéjSich dédi¢nych onemocnéni. Vzhledem k typu
dédi¢nosti (tzv. autozomalné recesivni, AR) vznikd toto onemocnéni jen v ptipadé€, Ze oba
geny pro cystickou fibrézu (geny CFTR) nesou mutaci, kterd je vyfadi z jejich normalni
funkce. Zdravy gen CFTR produkuje specifickou bilkovinu (protein), ktera se podili na
transportu soli pies bunécnou sténu, predevsim v dychacich cestach, vyvodech slinivky bfisni
a potnich zlazach.

Rodi¢e pacienta s cystickou fibrézou maji jen jeden mutovany gen CFTR.
Onemocnéni CF u nich nevznikd, protoze druhy, zdravy gen vyvazi svou aktivitou funkci
mutovaného genu. VSichni lidé, ktefi maji jen jeden mutovany gen CFTR, jsou zdravymi
nosici mutace genu pro CF (tzv. heterozygoty ).

Podle soucasnych vyzkumu je ptiblizné kazdy 26. jedinec u nas nosi¢em mutace genu
pro CF. Je proto relativné vysokd pravdépodobnost, ze se nosici mutace setkaji v manzelstvi
(kazdé 676. manzelstvi). V tomto piipad€ jsou déti téchto partnerit ohroZeny 25 procentnim
rizikem CF, z 50 procent mohou byt zdravymi nosici a z 25 procent nezdédi ani jednu mutaci
od svych rodici.

Obrazek znazoriiuje vSechny moznosti preneseni CF genu — tedy rizika v kazdém
tehotenstvi pro par, kde jsou oba nosici defektniho CFTR genu.

Kazdé roding, v niz se narodilo dité s cystickou fibrozou, je nutné zajistit genetické
poradenstvi a molekuldrné genetické vysetfeni genu CFTR. VSichni pokrevni piibuzni
pacienta s CF se mohou nechat vySetfit, zda jsou zdravymi nosi¢i mutace v genu CFTR.
Ulohou genetického poradenstvi je vysvétleni dané problematiky pro konkrétni rodinu
s vyskytem CF, soucéasti je také moZnost prenatdlniho vySetfeni, event. preimplantacni
diagnostiky cystické fibrozy



Molekularné - genetické vySetreni

Provadi se testovanim DNA obvykle ziskané z_ krve, z casti placenty nebo jinych bunék
lidského tela. DNA je mozno uchovdvat ve zmrazeném stavu k dalSimu vySetrovani po mnoho
let.

Dosud bylo na celém svété objeveno vice nez 1500 riznych mutaci v genu pro
cystickou fibrozou. Z tohoto obrovského mnozstvi se ale pouze 20 mutaci vyskytuje pomérné
bézn¢. Zastoupeni mutaci se lisi u rtiznych populaci, proto je dulezit¢ znat ptivod rodiny.
Nejcastejsi mutaci v CFTR genu je F508del (¢ti delta F508), ktera se vyskytuje asi u 71%
pacientt v Ceské republice._

Nalez dvou CF mutaci potvrzuje u pacienta diagndzu cystické fibrézy. Rlizné mutace
zpusobuji rozdilné postizeni CFTR proteinu, které se mtze odrazit i na zdvaznosti klinickych
obtizi u pacienta. V praxi to znamen4, ze pokud je nalezena alespon jedna mirna mutace, da se
pfedpokladat i mirnéj$i pribéh onemocnéni. Je ale dilezité zminit, Ze nejen CF mutace jsou
zodpovédné za pribéh nemoci. Urcitou roli zde hraji dal$i genetické faktory nazyvané
genetické modifikatory, které jsou v soucasnosti zkoumany.

Hledani mutace u pacienta s CF spoc¢iva v postupném vylucovani nejcastéjsich mutaci,
které se vyskytuji v dané populaci. Pokud je toto kaskadové vySetieni netispéSné, zaméfuje se
testovani na méné¢ casté nebo neznamé mutace. To je dostupné na specializovanych
pracovistich.

Vysetfeni CF mutaci u rodic¢t je dulezité jak k potvrzeni genetického vysledku u
jejich nemocného ditéte, tak zejména pro jejich budouci t€hotenstvi, ve kterém lze spolehlivé
provést vysSetieni plodu v casném téhotenstvi. Déle je vyhodou pro vySetfeni ptibuznych, ktefi
také mohou byt nosi¢i mutace CF genu a v budoucnosti budou planovat rodicovstvi. Tak lze
ptedejit narozeni ditéte s CF v Sirsi rodiné.

Riziko nosi¢stvi mutace genu CFTR vyznamné stoupd, pokud se cystickd fibroza
v piibuzenstvu jiz vyskytla. Z téchto divodi doporucujeme proto u vSech pokrevnich
pribuznych pacienta s CF vySetfit mutace genu CFTR. Pfi zjiSténi nosicstvi mutace
doporucujeme také vysSetieni partnera.

V tabulce jsou uvedeny pravdépodobnosti byt nosi¢em CF genu, pokud jste danym
pokrevnym piibuznym pacienta s CF:

Bratr nebo sestra 2:3
Teta nebo stryc 1:2
Bratranec  nebo 1:4
sestienice

Testovani CF nosiéstvi se zamétuje na nejbeznéjsi mutace a proto zachyti vétsinu, ale
ne vSechny CF nosic¢e. Negativni vysledek (tedy zadnd vySetfend mutace nebyla nalezena)
nemusi byt absolutné definitivni, i kdyz riziko nosi¢stvi se vyznamné snizi.

Novorozenecky screening cystické fibrozy

Protoze v¢asna diagndza je u CF obtizna, novorozenecky screening cystické fibrozy je
v soucasnosti vyznamnym trendem v fad¢ evropskych zemi a USA. Nabyva na vyznamu v
ramci odstranéni nerovnomeérnosti véku pii diagnoéze, a tak i v péci o déti s CF. Standardné se
provadi vySetfenim kapky krve odebrané z paticky novorozence zpravidla v porodnici, ze
které se testuji 1 dal§i vrozend onemocnéni. Pomoci novorozeneckého screeningu se zachyti
déti s CF do 2 mésict veku, kdy jesté vétsSina z nich nema rozvinuté piiznaky onemocnéni. _



Prenatdlni diagnostika CF

Prenatalni diagnostika cystické fibrozy spociva v molekularné - genetickém vySetfeni
genu CFTR u plodu v ¢asné fazi t¢hotenstvi. Prakticky to znamena, ze Zena podstoupi ve 12. -
13. tydnu tehotenstvi odbér bun€k z ¢asti placenty, tzv. choriovych klkii, nebo v 16. - 17.
tydnu tehotenstvi amniocentézu, coz je odbér malého mnozstvi plodové vody obsahujici
buiiky plodu. Jedna se o dvé€ riizna vySetieni, jejichz spoleénym cilem je ziskat buiiky plodu
pro dal$i laboratorni zpracovani. Tyto odbéry provadi zkuseny gynekolog pod kontrolou
ultrazvuku. Riziko moZznych komplikaci je minimalni, v zdsad¢ neptekracuje jedno procento.

Ze ziskaného materidlu je izolovana DNA plodu a nasledné vysetien gen pro cystickou
fibrozu. Toto vySetfeni odhali, zda se vyviji plod s cystickou fibrozou, nebo zdravy jedinec,
ktery nezdédil ani jednu mutaci, nebo zdravy nosi¢ mutace. Definitivni vysledky tohoto
vysetieni mizeme rodi¢im sdélit zhruba do tii tydni po odbéru. Soucasti vysetieni plodové
vody nebo choriovych klki je také vySetfeni chromozému plodu vcéetné pohlavi a v ptipadé
amniocentézy i hladiny enzymu v plodové vodé (podrobné viz planované rodicovstvi u CF
pacientt ad 3).

V ptipadég, Ze se prokdze vyvoj nemocného ditéte, maji rodice moznost svobodného
rozhodnuti zda t¢hotenstvi prerusit a to vzdy po podrobném informovani Iékafem - genetikem.
V souladu se zdkony Ceské republiky je ukonéeni téhotenstvi z genetickych diivodti mozné
provést do konce 24. tydne téhotenstvi.

Vysetieni genu CFTR u plodu je nabizeno v§em rodindm s 25procentnim rizikem CF.

V ptipadé, Ze je v rodiné zndma pouze jedna mutace, lze vyuzit nepifimou prenatalni
diagnostiku a doplnit ji ultrazvukovym vysetfenim plodu, event. biochemickym vysetfenim
plodové vody.._

Pokud je sourozenec nebo jiny pokrevni piibuzny CF pacienta zdravym nosicem
mutace genu CFTR, doporucujeme vySetfeni genu CFTR také u jeho partnera. Po vylouceni
nejcastéjSich mutact je riziko narozeni ditéte s cystickou fibrozou u téchto partnertt mensi nez
0,1 procenta. V téchto ptipadech je vhodné provést podrobné ultrazvukové vysetieni plodu se
zamefenim na sttevni prichodnost v obdobi 18. — 20. tydne té¢hotenstvi.

Specializované genetické poradenstvi je ur¢eno vSem rodindm, kde se CF vyskytla, a
to v idealnim ptipad¢ pred planovanym rodicovstvim nebo na zacatku gravidity.

Planované rodi¢ovstvi u nemocnych s CF a jejich partneri

Soucasna uroven péce vede k zlepSeni stavu a kvality zZivota pacienti s CF, coz jim
umoznuje pfimétené vzdélani, zaméstnani, zaclenéni do spolecnosti a také manZzelstvi a v fadé
ptipadl i planované rodicovstvi. .

Pfi planovaném rodicovstvi u pacientl s cystickou fibrézou je prenatilni péce
rozdélena do tii rovin:

1) Péce o pacienta samotného z hlediska interniho, komplexni 1écba CF vedena
pfislusSnymi odborniky, a pokud je pacientkou s CF zena také feSeni gynekologicko-
porodnické problematiky.

2) Péce o fertilitu (plodnost) paru. U muZe to znamena vySetfeni poctu a kvality
spermii (tzv. spermiogram). Je totiz prokazano, ze vice nez 90 procent muzii s CF ma uzavér
chamovodl, coz zplsobuje jejich neplodnost. U zeny s CF zavisi schopnost ot€hotnét
viceméné na jejim celkovém zdravotnim stavu. Ptfedev§im pro muze s CF a prokazanou
neplodnosti do této péce patii 1 asistovand reprodukce (tedy IVF, tzn. in vitro fertilizace,
neboli mimotélniho oplodnéni), a to predevSim v piipad€, ze par neni schopen otéhotnét
spontann¢. Soucasné metody asistované reprodukce umoziuji ziskat spermie piimo z varlete.



Ty jsou pak injikovany do vaji¢ek ziskanych od partnerky (metoda ICSI). Pokud by tato
metoda byla neusp€snd, mohou se partneii rozhodnout pro oplodnéni vajicka spermiemi
darce, u kterého byl vySetten gen pro cystickou fibrozu.

3) Prenatalni diagnostika cystické fibrozy. Nejprve je potieba vyloucit maximalni
mnozstvi mutaci genu CFTR u zdravého partnera a tim u n¢j minimalizovat zbytkové riziko
nosi¢stvi mutace v genu CFTR. Pokud nenalezneme zadnou z vysetfovanych mutaci, je riziko
postizeni plodu CF u tohoto paru ptiblizné 4,5x vyssi nez bézné populacni riziko. Vzhledem
k tomu, Ze nemiizeme u zdravého partnera absolutné vyloucit nékterou z méné ¢astych mutaci
genu CFTR, nabizime paru provedeni amniocentézy. To ndm umozni vySetfit gen CFTR u
plodu. Vzhledem k tomu, ze jeden zrodict je pacient s CF, plod od néj vzdy zdédi jednu
mutaci genu CFTR. To znamend, ze narozené dit¢ bude vzdy minimalné zdravym nosi¢em
mutace. Pokud by vSak byl zdravy rodi¢ nosi¢em nam neznamé mutace genu CFTR (coz
nemizeme soucasnymi metodami 100_procentné vyloucit), mohl by plod tuto mutaci zdédit a
v tom piipadé by se jiz jednalo o plod s CF. K minimalizaci tohoto rizika vySetfujeme
v plodové vod¢€ jeste tzv. stfevni mikrovilarni enzymy. Jde pfedevS§im o enzym GMT
(gamaglutamyltransferazu), jehoz hladina v plodové vod¢ pii postizeni plodu CF vyznamné
klesa. Tento enzym totiz odrazi miru prichodnosti stfev u plodu, ktera je pti CF porusena
v disledku prenatalniho postizeni slinivky bfisni. Dal§im doporu¢enym vysetienim je v 18. -
20. tydnu te€hotenstvi ultrazvukové vysetfeni plodu zamétfené na stfevni prichodnost. Dalsi
péce o téhotenstvi je jiz obdobna jako u ostatnich téhotenstvich.

V ptipad¢, ze partner pacienta s CF je prokazany zdravy nosi¢ jedné mutace genu
CFTR, je riziko postizeni plodu cystickou fibrézou 50 procent. V 50 procentech se narodi
zdravy nosi¢ mutace v genu CFTR. V tomto pfipad¢ op€t nabizime rodicim amniocentézu,
abychom piimo vysetfili plod a zjistili, zda zdédil jednu nebo dvé mutace genu CFTR. Pokud
toto vySetfeni prokaze vyvoj dité¢te s CF, mohou se rodice eventudlné rozhodnout pro
ukonceni t¢hotenstvi.

Preimplantacni diagnostika cystické fibrozy

Preimplantacni geneticka diagnostika (PGD) je nejnovéjsi metodou ¢asné prevence
CF, tézkych vrozenych vyvojovych vad a jinych vrozenych onemocnéni. Lidské embryo,
které vznika fertilizaci in vitro (tzv. IVF, oplodnéni ve zkumavce), je ve stafi n¢kolika dni
tvofeno Sesti az osmi buiikami. V tomto stadiu je moZzné odebrat jednu az dvé€ buiiky embrya a
vysettit gen CFTR. Do dé€lohy jsou pak pfenesena pouze zdrava embrya bez mutaci nebo
pfenaSeci jedné mutace v genu CFTR. Vzhledem k tomu, Ze touto metodou je mozné piedejit
ptipadnému ukonceni téhotenstvi pro postizeni plodu CF, tak jako je tomu u prenatilni
diagnostiky, ptedstavuje PGD CF z hlediska psychologického a etického vyznamny pokrok,
pfestoze je metodicky a finanéné velmi naro¢na. Tato metoda je jiz v Ceské republice
dostupna.

Prestoze se neustdle zlepSuji molekuldrné genetické techniky pro vySetfeni mutaci
genu CFTR, stile je pfitomno nezanedbatelné riziko technického selhani metody (falesné
pozitivity ¢i negativity) pfi pouziti nékolika bunek pro izolaci DNA. Z tohoto divodu by se
méla PGD CF provadeét jen na pracovisti s kvalitnim molekularné genetickym zdzemim.

Genova terapie
Vzhledem k zavaznosti choroby a velkému mnozstvi nemocnych déti s CF je

celosvétoveé usili soustfedéno na zajisténi co nejdokonalejsi 1écby CF. Ta by méla zbavit
nemocné jejich ptiznakli napravou porusené funkce genu CFTR v bunkéch. Praktické vyuziti



modernich experimentalnich poznatkii genové terapie vSak dosud nardzi na fadu zdvaznych a
nedofesenych problému. V soucasné dob¢ se pracuje na zpiisobech prenosu opraveného genu
CFTR do buiky.

Podstatné je to, Ze genovou terapii bude mozno provadét jen u pacientd, jejichz organy
nejsou dosud nezvratné poskozeny. Proto je zapotiebi, aby byly co nejpiesnéji dodrzovany
soucasné 1éCebné postupy a doporuceni odbornych l€kait. Vyznamné se tim zvysi Sance, ze
se pacienti s CF dockaji genové terapie v co nejlep$im zdravotnim stavu.

Jaky vyznam ma geneticky test ?

1. Pro pacienta s CF:

Zjisténi mutaci CF genu patii spolu se zvySenou koncentraci chloridi v potu k zdkladnim
kriteriim pfesné diagnozy CF. U nemocnych s hrani¢ni nebo dokonce normalni koncentraci
chloridii v potu mize zjisténi dvou mutaci rozhodnout o stanoveni diagnézy. Piitomnost
neékterych “mirnych” mutaci (napt. R117H, 3849+10kb C-T) muze i predpovédét mirny
priabéh onemocnéni! Nejcastéji se pfimo urci obé mutace, v nékterém piipad€ ale zlstavaji
jedna, vyjimecné obé mutace neznamé.

2. Pro rodice pacienta:

Vysetieni mutaci CFTR genu u obou rodict je dilezité k potvrzeni vysledku molekularné
genetického testu u jejich nemocného ditéte, ale ptedevSim pro jejich dal§i planované
téhotenstvi.

3. Pro sourozence a pokrevni pribuzné pacienta:

Piibuzni pacienta s CF maji vyznamné zvySené riziko nosic¢stvi mutace CF genu. Znalost
nosicstvi mutace je vSak dilezitd predevSim pred planovanim téhotenstvi, kdy doporucujeme
vySetreni partnera prokdzaného nosice na alespon nejéastéjsi mutace CFTR genu.

4. Pro jedince, v jejichz rodinach se CF dosud nevyskytla:

Jde predevsim o partnery jiz prokdazanych nosicu mutace genu pro CF.
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