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ABSTRAKT

Cysticka fibroza je autozomalné recesivni onemocnéni, které je zpisobeno mutacemi

v CFTR genu. Cilem prace je shrnuti zjisténych skutecnosti z oblasti 1é¢by cystické fibrozy
CFTR modulatory.

V prvni ¢asti prace je popsano samotné onemocnéni, jeho historie a ptiznaky. Rovnéz
jsou zde uvedeny piiiny onemocnéni, a to formou popisu CFTR genu a mutaci, které¢ vedou
k onemocnéni cystickou fibrozou. V praci je rovnéz popsana funkce CFTR proteinu. Dale

se prace vénuje symptomatické 16Cb¢ a zmiituje genovou terapii.

Druha cast prace shrnuje aktualni poznatky o 1é¢beé CFTR modulatory. Rozd¢€luje
tyto slouceniny dopéti skupin na CFTR potenciatory, korektory, amplifikatory, stabilizatory
a read-through agents. V posledni ¢asti prace je nastinén pohled do budoucna vzhledem

k modulatorovym terapiim, které jsou jesté ve vyvoji.

Klic¢ova slova: cysticka fibroza, CFTR gen, CFTR protein, CFTR modulatory



ABSTRACT

Cystic fibrosis is an autozomal recessive disease caused by mutations in the CFTR
gene. The aim of this work is conclusion of the recent knowledge from the usage of CFTR

modulators in the treatment of cystic fibrosis.

The first part of this bachelor thesis is dedicated to the disease itself, its history and
symptoms. In the form of description of the CFTR gene and its mutations which lead to the
cystic fibrosis disease, the causes of the disease are described. Function of CFTR protein is

also mentioned.

The second part of this thesis is focused on conclusion of the current knowledge of

the CFTR modulators treatment. In the last chapter of the work, possible future changes and

ways of treating patients with CFTR modulators therapy are considered.

Key words: cystic fibrosis, CFTR gene, CFTR protein, CFTR modulators
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SEZNAM ZKRATEK

CF
CFTR
ECFS
CFF
ASL
PCL
ENaC
GIT
ABC
MSD
NBD
PKA
PKC
PTC
HTS
FDA
FEVI

CYP3A
lum/iva
tez/iva
ela/tez/iva

PPQC

cysticka fibroza

“cystic fibrosis transmembrane conductance regulator*
“European Cystic Fibrosis Society*

“Cystic Fibrosis Foundation*

“airway surface liquid“

“periciliary liquid layer*

“epithelial Na* channel*

gastrointestinalni trakt

“ATP Binding Casette*

“Membrane Spanning Domain*

“Nucleotide Binding Domain*

proteinkinaza a

proteinkinaza c

“Premature Termination Codon*

“High Throughput Screening*

“Food and Drug Administration*

objem vydechnuty s nejvétsim usilim za prvni sekundu po
maximalnim nadechu

cytochrom P450 (rodina 3, podrodina A)
kombinovana terapie lumacaftor/ivacaftor
kombinovana terapie tezacaftor/ivacaftor
kombinovana terapie elaxacaftor/tezacaftor/ivacaftor

“peripheral protein quality control*



1. Uvod

Cysticka fibroza je autozomalné recesivni dédicné onemocnéni, které je zptisobeno
mutaci v CFTR genu. Nésledkem mutace tohoto genu dochazi k poskozeni CFTR proteinu,
ktery funguje v organismu jako kanal transportujici chloridové ionty. Naruseni transportu
chloridovych iontl zptisobuje vznik hustého hlenu v organovych soustavach pacientti a vede

k jejich postupnému poskozeni.

Moderni terapie CFTR moduldtory I€¢i pfi¢inu onemocnéni cystickou fibrozou.
Umoziiuje napravu chyb v syntéze CFTR proteinu u postizenych jedincii. Aktudlné je
uzivano nebo vyvijeno velké mnozstvi ucinnych latek. Mezi CFTR modulatory fadime
korektory, potenciatory, amplifikatory, read-through agents a stabilizatory. V soucasné dob¢
se tato forma terapie dostavd do poptedi diky nejnovéjsi kombinaci modulatord pod
obchodnim nazvem Trikafta, kterd je velmi uspéSnd. Problémem modulatorové je velké
mnozstvi mutaci CFTR genu, které se mohou u pacientli vyskytovat. Z toho diivodu je nutné
nalezeni vhodnych modulatorti pro rizné druhy téchto mutaci, coz je slozité. Nevyhodou
terapie je jeji vysoka finan¢ni nakladnost a nutnost uzivat CFTR modulétory po celou dobu

zivota.

V uvodni casti se predkladana prace popisu historie onemocnéni, informuje o
nadnérodnich organizacich, které se problematice cystické fibrozy vénuji. Daéle jsou
zminény projevy tohoto komplexniho onemocnéni, ptfevazné v dychaci soustavé a
gastrointestinalnim traktu. V téchto organovych soustavéach je onemocnéni nejvice patrné a

pro pacienty spojené s nejveétsim rizikem.

v

V predkladané praci jsou uvedeny pfi¢iny onemocnéni. Pfevdzné se jednd o
problémy zptsobené zahusténim hlenu, ktery se vyskytuje na vnitinim povrchu organovych
soustav. K zahusténi hlenu dochazi prave vlivem Spatné funkce CFTR proteinu. Jeho popis
a popis jeho funkce je uveden spolu s popisem CFTR genu. Prace dale uvadi vypis

jednotlivych mutaci CFTR genu. Roz¢lenuje tyto mutace do jednotlivych tfid.

Symptomatické 1écba je dalsi dulezité téma k nastinéni problematiky onemocnéni
cystickou fibrézou. Jsou uvedeny rizné druhy lécby pro dané orgdnové soustavy, které jsou

nejvice zasazeny cystickou fibrozou.

Predkladana prace se zmifiuje o genové terapii, ktera vSak aktudln€¢ nema na trhu

aktivni 1écbu ke klinickému vyuziti. Rovnéz se vSak tfadi do modernich terapii cystické



fibrozy. Tato prace si v§ak predevsim klade za cil zmapovat terapi CFTR modulatory, jejichz
vyvoj v aktudlni dob¢ velmi pokrocil diky kombinovani riznych druhti téchto sloucenin a
objevu novych potencidlnich sloucenin s riznym mechanismem. V praci jsou CFTR
modulatory rozdé€leny do péti skupin a jsou popsany nejnadéjnéjsi latky pro dalsi zkoumani
¢i vyuziti v 16Cbé.

Posledni ¢ast prace se zamefuje na budoucnost moduldtorovych terapii, stanovuje
cile pro zlepSeni terapie a zmiituje CFTR modulatory, které jsou aktudlné testovany. Rovnéz
zminuje jejich potencialni vyuziti v 1&€bé cystické fibrozy u pacientll s ur€itym typem

mutaci. Zaroven je zvazovana financ¢ni stranka celé 1éCby.



2. Cil prace

Cilem ptedkladané bakalarské prace je aktudlni reSerSe poznatkli z vyvoje CFTR
modulatori jako moZnosti moderni terapie cystické fibrézy. Cilem je popsat aktudlné
vyuzivané nebo vyvijené CFTR modulatorové terapie a nastinit moznosti dalsitho vyvoje

tohoto sméru terapie.
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3. Prehled literatury

3.1 Cysticka fibroza

Cysticka fibroza (dale jen CF) je autozomalné recesivni dédicné onemocnéni
kavkazské populace, tedy lidi evropského pivodu. CF vyznamné ovliviiuje délku zivota
a jeho kvalitu. Pro pacienty nemocné touto chorobou je nutnosti celozivotni kazdodenni
lécba. CF postihuje transport chloridovych iontii v buitkach epitelu. To ma za nasledek
nepiiznivou zménu ve funkci mnoha soustav, jako je napiiklad dychaci, endokrinni,

gastrointestinalni a reproduk¢ni soustava [1,2].

Toto pro organizmus negativni ovliviiovani transportu chloridovych iontl je
zapfi¢inéno mutacemi CFTR genu (z anglického “cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), ktery kéduje CFTR protein. Tento membranovy protein reguluje
pohyb iontti a vody skrz bunécnou sténu epitelu [3]. V soucasné dobé je znamo zhruba 2000
riznych typd mutaci tohoto genu, pficemz nejcastéji se vyskytujici mutaci je F508del [1,4].
Je to mutace charakteristickd deleci tii pard bazi v CFTR genu, coz vede k absenci
fenylalaninového zbytku v pozici 508, ktery se u zdravych jedincti bézné v aminokyselinové

sekvenci vyskytuje [2].

Ptes to, ze se jedna o monogenni onemocnéni, jde o velice zdvaznou nemoc, a to
pravé z divodu zminéného vysokého poctu mutaci. Tento fakt totiz znesnadiiuje vyvoj
jednotné 1é€by, kterd by pomohla vSem pacientim s CF. V soucasné dobé je CF nemoci
léCitelnou, ale nevylécitelnou. Kvili komplexnim vlivim mutaci CFTR genu na funkci
organovych soustav je nadmiru dilezitd symptomaticka 1é¢ba dle individuédlnich postiZeni
nemocnych. Zarovein se moderni terapie zamétuje na moznost kauzalni 1é€by. Jde jak o 1écbu
genovou, ktera probihd zasahem do lidského genomu, tak o 1é¢bu pomoci tzv. CFTR

modulatort, jez koriguji CFTR protein a potencuji naruseny transport chloridovych ionti.

Diky pokrokiim v diagnostice této nemoci jsme v dnesni dobé schopni odhalit toto

onemocnéni jiz v ramci novorozeneckého screeningu a tim predejit fatdlnim dopadim

pozdniho zapoceti Iécby [5,6].
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3.1.1 Cysticka fibroza v datech

Roc¢né dochézi k diagnostikovani CF u piiblizn€ jednoho ditéte z 3000 narozenych
[4]. Cetnost pacientll arozmanitosti projevii CF si vynutily vznik organizaci, jez
shromazd’uji dulezita statisticka data o pacientech s timto onemocnénim. Data shromazd’uji
v registrech CF pacientl a kazdoro¢né vydavaji shrnujici zpravy, které maji za cil
poskytnout kvalitni pehled informaci o pacientech s CF pro védecké tcely, porovnat vyskyt
CF v riznych statech nebo definovat skupiny pacientii vhodnych pro dany typ 1é¢ebného
postupu [7].

Vyznamnou organizaci je evropska “European Cystic Fibrosis Society* (dale ECFS),
ktera spojuje evropské i mezinarodni védecké ¢i klinické odborniky na problematiku CF.
Sbira data z piislusSnych organizaci na tUrovni jednotlivych statii. Porada pravidelné
konference, béhem kterych se prezentuji napt. pokroky v 1é€bé a nové poznatky o méné
Castych, ale i Casto se vyskytujicich mutacich. Tato organizace rovnéz vydava casopis
“Journal of Cystic Fibrosis®“. V neposledni fadé¢ pak ECFS napomadhd zakladani
celonarodnich organizaci ve statech, které¢ jeSté nejsou soucasti této globalni sité. Dalsi
dtlezitou organizaci je napt. americkd “Cystic Fibrosis Foundation (dale jen CFF), jejiz
ginnost je obdobna ECFS. Cesky registr pacientl je spravovan ,,Centrem cystické fibrozy

Fakultni nemocnice v Motole* [8,9].

V rozséhlych registrech zminéné organizace shromazd'uji informace napt. o doposud
objevenych mutacich v genu zptsobujicim CF. Tyto informace dopliiuji statistikou ¢etnosti
vyskytu v dané populaci. Zaméfuji se rovnéz na problematiku a vyskyt mikroorganismi
v dychaci soustavé pacientt s CF, na ¢etnost vyskytu jednotlivych druhli a pfiznaky jimi
zpuisobené. V registrech také nalezneme spirometrickd data pacientli, vyvoj zdravotniho
stavu u pacienti s transplantaci plic a pocet pacientii, u kterych byl tento zdkrok proveden.
Rovnéz zde nalezneme statistiku doby doziti a pfi¢in amrti. V soucasné dobé¢ jsou dle
sesbiranych dat dominantni pfi¢inou smrti respiracni ¢i kardiorespiracni potize. Dalsi
dtlezitou polozkou jsou informace o aktudln¢ dostupnych lécich a jejich mozném vyuziti

pro urcité skupiny pacientt [10,11].

Za zminku stoji zejména statistika primérmého véku doziti pacienti s CF. Ten, jak

se ukazuje, postupné stale nartstd. Primérny vék umrti nezavisle na pohlavi dosahuje az 40
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let stafi pacienta. Tento trend je pravdépodobné zpisoben neustalym zlepSovanim lécebnych
technologii. Uved’'me pro srovnani, ze napt. roniky narozené na pocatku devadesatych let
mély primémy vek doziti kolem 30. roku Zivota. Za pozitivni 1ze povazovat fakt, ze do 10

let zivota umirad jen minimum pacientt s diagnézou CF [10,11].

Ve své vyrocni zpraveé shrnujici data ze svého registru pacientt za rok 2017 CFF
rovnéz poukazuje na neustdle narGstajici pocet pacientli CF, ktefi nové podstupuji 1écbu
CFTR modulatory. Specidlné poukazuje na Ik Ivacaftor, ktery byl roku 2012 schvéalen
k 1é¢b¢ pacienti starSich Sesti let, u kterych se potvrdila pfitomnost mutace G551D. Roku
2017 byla jiz tato forma terapie schvalena pro pacienty, kteii dovrsili druhy rok zivota, a

byla rozsifena o pfitomnost dalsich variant mutaci [11].

Dulezity projekt vznikl spolupraci ECFS a “EuroCareCF*, které spustily roku 2008
tzv. “ECFS-Clinical Trial Network®, coz je sit umoznujici pfistup do databazi 43 center,

které se zabyvaji CF [12].

3.1.2 Historie onemocnéni

Historie onemocnéni je pomérné rozséhle prozkouména. Prvni zaznamy o pfiznacich
charakteristick¢ého slaného potu déti, které brzy umiraly [13]. Nemoc byla v této dob¢
spojovana s ¢arodéjnictvim. Z poloviny 17. stoleti mdme dokumentovany piipady malych
déti, u kterych se pravdépodobné CF projevila. Postupem casu se objevilo vice zdznamti o

pacientech, nicméné nemoc jako takova komplexné popsana nebyla [14].

Roku 1938 Andersenova ve své studii poprvé popsala CF jako cystickou fibrozu
pankreatu [15]. Po ukonceni 2. svétové valky se informace o vyskytu nemoci $ifily pomérné
pomalu. VétSina déti, které se narodily s CF, se doZivala zhruba jednoho roku. V USA se o
hlubsi prozkoumani nemoci zaslouzil Paul di Sant” Agnese. Podafilo se mu zobecnit pojeti
nemoci. Dokézal, ze cysticka fibrdza pankreatu je mnohem obecnégj$i onemocnéni a nemusi
vzdy souviset se Spatnou ¢innosti pankreatu, ale mize ovliviiovat prakticky vSechny sekre¢ni
exokrinni Zlazy. Zaroven se zabyval studiem potu déti trpicich touto nemoci, a zjistil, ze
obsahuje vice soli nez pot déti zdravych. Tim potvrdil spolehlivost “potniho testu® pro

diagnostiku CF [13,16]. Potvrzeni “potniho testu pro diagnostiku CF bylo klicové a tato

metoda je vyuzivana dodnes.
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Dalsimi dulezitymi kroky v definovani nemoci bylo objeveni snizené propustnosti
bunéénych membran pro chloridové ionty Quintonem v roce 1983 [17] a objeveni CFTR

genu Keremovou a spol. roku 1989 [2].

Se stale nartstajicim poctem ziskanych védomosti ohledné nemoci dochazelo
k postupnému zakladani specializovanych organizaci, které se zaméfovaly na pomoc
nemocnym pfi 1é¢be, védeckovyzkumny rozvoj v oblasti CF, na souhrn dat z danych mist ¢i
byla jiz zminéna ,,Cystic Fibrosis Foundation*zalozena v USA roku 1955. Deset let po jejim
zalozeni doslo v Pafizi ke vzniku ‘“Mezindrodni spolecnosti pro cystickou fibrézu
(mukoviscidozu)“ (z anglického International Cystic Fibrosis (Mucoviscidosis)
Association), kterd byla pozdé&ji nahrazena organizaci “Cystic Fibrosis Worldwide®. Ta
spojuje 67 zemi svéta pomoci lokalnich menSich organizaci. Usiluje o to, aby byla
nemocnym CF dopfana kvalitni péce, a pomahd organizacim v ¢lenskych zemich

pti ziskavani podpory od vlady [13,18].

V Ceské republice se do roku 1960 diagnostikovala CF na zakladé $patné Ginnosti
pankreatu. Vyrazngj$i zlepSeni pfineslo obdobi 90. let, kdy doslo k zakladani center pro
lécbu CF, objevily se adekvatniléky a zacaly se provadét transplantace plic. Roku 1992 byl
zalozen Klub nemocnych cystickou fibrozou, ktery spolupracuje s “Cystic Fibrosis
Worldwide* a podnika riizné podptrné Cinnosti v oblasti 1é€by a Sifeni informaci o CF
[13,19]. Od 1. fijna 2009 je na izemi Ceské republiky provadén celoplodny novorozenecky
screening k véasnému odhaleni onemocnéni CF. Zavedeni této diagnostické metody bylo

ovéfeno v zahrani€i a setkalo se s uspéchy 1 na tizemi CR [20,21].

3.1.3 Projevy onemocnéni

Jak jiz bylo zminéno, CF je onemocnéni velice komplexni. Postihuje mnoho
organovych soustav, jejichz ¢innost je spojena s CFTR proteinem, konkrétné s jeho funkci
pfenosu iontl a vody pies membranu bunék epitelu. U pacientll je vSak projev onemocnéni

velmi variabilni v zavislosti na typu mutace v CFTR genu [1].

Pro nemoc je charakteristickd tvorba viskdézniho sekretu v pankreatu, plicich a
dalsich organech nésledkem mutace v CFTR genu vedouci k jiz zminéné Spatné regulaci
pohybu ionti a vody skrz bunéénou membranu. Dochazi ke vstiebavani vody, dehydrataci

sekretu a tim padem ke zvySeni jeho viskozity. Takto zhustény sekret negativné ovliviiuje
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¢innost plic, zplsobuje jejich zanaSeni a nasledné usazovani bakterii a napomaha vzniku

zanétl. V pankreatu mize blokovat uvoliiovani dulezitych enzymu [3,22].

Dalsim charakteristickym znakem pro jedince s CF je jejich slany pot. Obsahuje vétsi
mnozstvi chloridovych a sodnych iontli nez u jedinct zdravych. Diky tomu je mozné nemoc
plosn¢ diagnostikovat pomoci zminéného “potniho testu. Zaroven diky této skutecnosti
hrozi pacientim nemocnym CF nebezpeci piilisné ztraty soli, zvlasté pak pii vysokych
teplotach nebo pii vysoké zatézi, kdy dochazi k vyraznéj$§imu poceni. Mnozstvi vypocené

tekutiny se vSak od zdravych jedinct nelisi [23,24].

3.1.3.1 Respiracni potiZe

Postizenim dychaci soustavy trpi vétSina nemocnych CF a, jak jiz bylo feceno, jedna
se o nejCastejsi pficinu umrti. U zdravych jedinct plice produkuji hlen, ktery slouzi
k ochran¢ pted vdechnutymi pfenaseci infekce nebo latek toxické povahy. Tato tekutina se
nazyva ASL (z anglického “airway surface liquid). Ma dvé vrstvy: periciliarni tekutinu
(PCL, z anglického “periciliary liquid layer®, a hlenovou vrstvu. Vrstva PCL na rozdil od
hlenové vrstvy neobsahuje muciny a je charakteristickd nizkou viskozitou. Vlastnosti
mucinli zavisi na pH, obsahu vody a soli. Zdravé plice jsou schopné tzv. ,,mukociliarni
clearance* — Cisténi plic pomoci téchto vrstev. Omezena funkce nebo nepiitomnost CFTR
zivot ohrozujicimu nebezpe¢i ze strany mikroorganizmu, které jsou pro zdravé jedince
prakticky neskodné. Mezi nejzavaznéjsi mikroorganizmy, které napadaji plice nemocnych
CF, patti Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Hoemophilus influenzae,

Stenothrophomonas maltophilia nebo Staphylococcus aureus. [13,25,26].

Pii infikovani plic vySe zminénymi bakteriemi se imunitni systém brani pomoci
velkého mnoZstvi neutrofilnich granulocytii. Jejich rozkladem se vSak uvoliuje velké
mnozstvi DNA, které jesté vice zahustuje hlen v plicich. Mimo jiné také produkuji velké
mnozstvi elastazy, kterd roklada elastin a jiné strukturni proteiny ve stén¢ dychacich cest.
To ma za nasledek snizovani ochrany pied infekcemi, ¢i pfed mechanickym poskozenim,
coz ovliviluje spravnou schopnost dychani [27,28]. Kaskadu d¢&ja probihajicich pfi samotné

patogenezi lze sledovat na obrazku 1 na stran¢ 17.
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Obrazek 1: Znazornéna kaskada d&jt pfi patogenezi v plicich u nemocnych CF
s nefunkénim CFTR proteinem. a — porusena tvorba CFTR proteinu; b — nefunkéni CFTR
protein, absorpce sodnych iontl; ¢ — zvySovani viskozity hlenu, d — zanét, zjizveni tkang,

e — bakterialni infekce. Pievzato a upraveno z [29].

Ve fazi 1.a na obrazku 1 sledujeme CFTR gen, uné¢hoz se vyskytuje mutace vedouci
k onemocnéni CF. Z genu je syntetizovan CFTR protein, ktery neni schopen nésledkem
mutace v CFTR genu pienaset chloridové ionty. Na obrazku 1.b dochézi k absorpci sodnych
iontll pomoci sodného kanalu ENaC (z anglického “epithelial Na* channel). Spolu se
sodnymi ionty je z ASL transportovana i voda, coz zvysuje viskozitu hlenu. Nasledkem toho
dochazi k poruSeni funkce mukocilidrni clearence a to vyusti v ziizeni az ucpani dychacich
cest (faze 1.c). Nasledné dochézi k bakterialni infekci a zdnétu, ktery vede k zjizveni tkané
(faze 1.d, 1.e). Tato faze se oznacCuje jako destruktivni cyklus. Tato kaskada dé&ja vede

k nenavratnému poskozeni plic, coz je stav fesitelny pouze transplantaci [29].

V prvnim roce zivota mize CF zpisobit obstrukéni respiratni onemocnéni
bronchiolitidu, kterd je zpisobovana virovou infekci s pfi¢inénim bakteridlnich patogent.
Velmi ¢astym ptiznakem CF spojenym s respiracni soustavou je chronicky kaSel, ktery je u
déticasto spojen s vykaslavanim hlenu. Dal$imi projevy jsou tachypnoe, duSnost ¢i cyanoza.

Velmi Casta je 1 bolest na hrudniku [13].

3.1.3.2 Potize spojené s gastrointestinalnim traktem

Potize s gastrointestinalnim traktem (dale jen GIT) spocivaji primarné v problémech
s pankreatem. V¢&tsina pacientll CF trpi poskozenim tohoto organu, coz je opét zplsobeno
prevazné Spatnou funkci¢i neptitomnosti CFTR proteinu a nasledné jiz popsanymi problémy

s hlenem vyluc¢ovanym buitkami epitelu. PoSkozeni funkce pankreatu mize u nemocnych
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CF vést az k nevratnému poskozeni samotného organu. Problematika pankreatu u pacientii

s CF je znadzorn€na na obrazku 2 na strané 18 [25].
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Obrazek 2 — Znazoméni obstrukce v pankreatickych vyvodech zptisobené nespravnou
funkci CFTR kandlu. Znazornéni nefunkéniho CFTR kanélu, jehoz disledkem neproudi
pres bunéénou sténu chloridové ionty. Nasledkem toho se zahust'uje oblast pankreatického
vyvodu a dochazi k ucpavani vyvodu. Nahromadéné proteiny nemohou opustit pankreas.

Ptevzato a upraveno z: [25].

Acinarni bunky v pankreatu produkuji velké mnozstvi proteinti, které je stejné pro
nemocné CF i zdravé jedince. U zdravych jedinct jsou proteiny rozpustény v malo viskdzni
tekutin€ a vyluCovany pankreatickymi vyvody. U nemocnych CF dochézi vlivem zhusténi
hlenu k pomalejSimu pratoku této tekutiny, coz vede ke vzniku obstrukei v pankreatickych

vyvodech, zpisobenymi velkou koncentraci neodplavenych proteinti [13,25].

V souvislosti s problémy s pankreatem u nemocnych CF se pacienti rozdéluji na
pankreaticky suficientni (15 % populace) a insuficientni (85% populace). Rozhodujicim
faktorem je schopnost jedince se vyvijet, udrzovat zdravi a travit potravu bez nutnosti
piijimani pankreatickych enzymu spolu se stravou. Pankreaticka insuficience je zpiisobena
nizkym pH v duodenu, které negativné ovliviiuje aktivitu travicich enzymii. Nasledkem této
skute¢nosti ma nemocny potize pfi trdveni potravy a s tim spojenym vyuZzivdnim energie

k fungovani organizmu. Variabilita CF se projevuje i v tomto piipadé. U vétSiny pacientll se
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pankreaticka insuficience projevuje jiz od prvniho roku zivota, nicméné néktefi se
pankreaticky insuficientnimi stavaji az pozdé&ji. Ur€itd skupina jedinct zstava pankreaticky
suficientnimi po celou dobu Zzivota. Pankreatickd insuficience je typickd pro jedince
s mutacemi CFTR genu tiid I, I1, IIT a VI. Pankreaticka suficience se po narozeni vyskytuje

prevazné u jedincti s mutacemi t¥id IV a V [30,31].

Dal$im zavaznym problémem GIT je nizké pH v duodenu. Takto nizké pH negativné
ovliviiuje aktivitu pankreatickych enzymu [31]. Tato skute¢nost ma za nasledek potize pro
nemocného z hlediska trdveni potravy a s tim spojenym vyuzivdnim energie k fungovani

organizmu.

Neschopnost §tépit sloZzky potravy se u pacientii nemocnych CF projevuje od nizkého
véku tzv. steratoreou, coz je produkce velkého mmnozstvi mastné stolice s vyraznym
zapachem. Pacienti rovnéz trpi nizkou koncentraci vitaminti rozpustnych v tucich. Deficit
mnozstvi vitaminti E ¢i A mize vést az k poSkozeni jater. Nasledkem popsanych problému
dochazi u pacientd vysSiho veéku k osteopordze. Mezi dalsi projevy vlivu CF na
gastrointenstindlni trakt jsou napft. fibrotizujici kolonopatie, pankreatitida nebo mekoniovy
ileus. Vyskyt téchto a dalSich problémi je jiz vSak velmi individudlni a zavisi na konkrétni
mutaci CFTR genu [13,31,32].

3.1.3.3 DalSi moZné potize

Dal$imi moznymi problémy jsou diabetes melitus, porucha ristu, poruchy kostniho
metabolismu, kardiovaskuldrni komplikace ¢i zminovana porucha reprodukéniho ustroji.
Vétsina muza trpi neplodnosti, plodnost Zen je snizena vyplnénim délozni dutiny viskéznim

hlenem, ktery zhorSuje priichod spermii. Otéhotnéni je nicméné mozné [13].

3.2 CFTR gen a CFTR protein
3.2.1 CFTR gen

CFTR gen byl objeven roku 1989 jako gen, jehoz mutace vedou k onemocnéni
cystickou fibrézou. Diky tomuto objevu bylo mozné rozklicovat jednotlivé mutace tohoto
genu a nasledné zvazit dal$i moznosti 1écebné terapie pro nékteré jedince s mutacemi
cetného vyskytu. Gen se nachéazi na dlouhém raménku chromozomu 7 a obsahuje 250 kb.
Transkripci tohoto genu se vytvaii mRNA o celkové délce 6,5 kb [33,34]. Diky specifickym

markerim véazanych k CFTR genu byla lokalizovana poloha tohoto genu jesté ptesnéji, a to
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v oblasti oznaCované 7q31.2 kde q zna¢i dlouhé raménko chromozomu [2]. Lokalizace

CFTR genu je znazornéna na obrazku 3 na strané 20.
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Obrazek 3: Lokalizace CFTR genu na chromozomu 7. Pievzato a upraveno z: [35].

V dnesni dobé je znamo cca 2000 riznych typti mutaci CFTR genu. Mezi nejcastéjsi
mutace patii F508del. Je zpiisobena deleci tfi nukleotid i kddujicich fenylalanin v pozici 508.
Tato mutace se vyskytuje zhruba ve dvou tfetinach CFTR alel. Ze zminénych 2000 mutaci
se 20 vyskytuje ve vyss8i Cetnosti nez 0,1% [10,36,37]. Dalsimi casto se vyskytujicimi
mutacemi CFTR genu jsou napt. G542X, G551D, W1282X a R117H s ¢etnosti vyskytu

v

v priméru nad 1%. Cetnost vyskytu nejbézné€jsi mutace F508del v registru pacientt ECFS
odpovida primémé 61% CFTR alel [10].

3.2.2 CFTR protein

Jak jiz bylo zminéno CFTR protein je kédovan CFTR genem a je tvofen 1480
aminokyselinami [38]. Patfi do rodiny ABC transportéri (z anglického “ATP Binding
Casette®). Je jedinym proteinem této tfidy, ktery funguje jako iontovy kandl, nicméné
otevirani a zavirani kandlu je fizeno interakci s ATP, coz je pro ABC transportéry typickeé
[39].

Funk¢ni struktura CFTR proteinu se skladéd z péti domén: ze dvou MSD (z

anglického “Membrane Spanning Domain®), dvou NBD (z anglického “Nucleotide Binding
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Domain®) a jedné regulacni domény (R domain), ktera je pro ABC transportéry atypicka.
Struktura proteinu je od N konce: MSDI1-NBD1-R-MSD2-NBD2 a je znazornéna na
obrazku 4 na stran¢ 21 [40].

MSD1 MSD2
Extracelilarni
prostor

L L L Tl i T L
Bunééna ARARAR
membrana  ||||(|(|(

Tiiacckidsiz: N NBD1 HBD2

PR ATP ) C ATP
ADP ADP

+ Pi f

P

+ Pi

Obrazek 4: Struktura CFTR proteinu. MSD1, MSD2 — domény ukotvujici protein
v membrané; NBD1, NBD2 — domény vazajici a hydrolyzujici ATP, R — regulaéni doména

aktivovana fosfatem (P); Pievzato a upraveno z: [40].

Z obrazku 4 na stran¢ 21 je patrmé, ze MSD1 a MSD2 (neboli TMD1 a TMD2) jsou
Casto tvofeny Sesti transmembranovymi helixy (TM1-TM6 a TM7-TM12 — na obrazku 4
zleva doprava). Tyto proteinové domény CFTR protein ukotvuji v membrané a vytvareji
kanal pro pohyb chloridovych iontdi. NBD1 a NBD2 jsou kompletné zanoteny
v intercelularnim prostoru a nachazi se na nich vazebna mista pro ATP. Na téchto doménach
probiha hydrolyza ATP na ADP a fosfat. Regulacni doména R se nachdzi mezi NBD1 a
NBD2. To, jestli je tato doména fosforylovana nebo nikoliv nasledné rozhoduje o otevieni

¢i zavieni CFTR kanalu [40,41].

Aktivace CFTR proteinu zavisi primarné na aktivité proteinkinazy ¢ (PKC). Doposud
neni znamo, zda ovliviiuje aktivitu proteinkinazy a (PKA) plisobenim piimo na CFTR
protein nebo fosforylaci néjakych vedlejSich proteind. PKA je enzym, ktery katalyzuje
fosforylaci R domény a jeji ¢innost je aktivovana druhym poslem cAMP. Z tohoto diivodu
byva CFTR protein oznaCovan jako cAMP-aktivovany kandl. Fosforylace R domény
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zabrafiuje této doméné blokovat otevieni kanalu a prichod iontt [41,42]. Mechanicky model

sterické blokace kanalu je znazornén na obrazku 5 na stran¢ 22.

otevieny zavieny
c1- Cl
- - cr Ccr
. ci d
Extracelularni
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Intracehldrni
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Obrazek 5: Schematické znazornéni otevieného a zavieného CFTR kanalu. Obrazek 5a —

otevieny kanal s fosforylovanou R doménou; obrazek 5b — zavieny kanél. Pfevzato a

upraveno z [13].

Jakmile je CFTR protein aktivovan, jeho otevieni ¢i zavieni z&visi na doménach
NBDI a NBD2, které jsou schopny vazat a hydrolyzovat molekuly ATP. Jediny CFTR
protein navaze jednu molekulu ATP na NBD1 doménu (na N konci fetézce). Navazani dalsi
molekuly ATP na NBD2 doménu (na C konci fetézce) umozni tvorbu heterodimeru z téchto
dvou domén, ¢imz dojde ke zméné¢ konformace. Kandl vSak zlstava zavieny, dokud
neprobéhne hydrolyza molekuly ATP navazané na NBD1 nebo NBD2. Tento d¢&j zplisobi
otevfeni iontového kandlu. Zavieni kanalu je poté zptisobeno hydrolyzou jedné molekuly
ATP na pfislusné¢ doméné doprovazené rozpadem heterodimeru, dojde k uvolnéni ADP a
nasledn€ je mozny navrat do stavu heterodimeru po navazani ATP. Bylo prokazano, ze
hydrolyza ATP mize probihat pro jedno otevieni kandlu pouze na jedné doméné [43,44].

Schéma popsaného d¢je je znazornéno na obrazku 6 na stran¢ 23.
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Obrazek 6: Schéma pritb¢hu otevieni CFTR kanalu diky vazné a hydrolytické aktivité
domén NBD1aNBD2. R doména je vynechdna. V pocatecni fazi se ATP vaze na NBDI.
Poté dochazi k vazbé ATP na NBD2. NBD domény se diky tomu spojuji a tvoii pfechodny
stav, ve kterém se kanal jesté neotevird. Nasledné se kanal otevie a tento relativné stabilni
stav je narusen hydrolyzou ATP na NBD2 domén¢, ktery nasledné vede k uzavieni kanalu.

Ptevzato a upraveno z [44].

Jak jiz bylo uvedeno, CFTR protein pisobi jako kandl slouZzici k pfenosu
chloridovych iontli a jeho porusend funkcnost (zpiisobena mutacemi v CFTR genu) muze
vést primarné k zvySovani viskozity hlenu v organech spojené s exkreci tekutin nasledkem

vyrazného odcerpavani molekul vody z extracelularniho prostoru do buiiky.

3.2.3 Tridy mutaci CFTR genu a jejich dopady na CFTR protein

Prvni rozttidéni mutaci CFTR genu do skupin provedli Welsh a Smith roku 1993,
kdy roziadili mutace do 4 skupin podle toho, jak ovliviiuji CFTR protein. Konkrétné se
jednalo o rozdéleni podle malé ¢i zZddné produkce proteinu piisluSnymi bunikami (prvni
tfida), chybné skladani funkéni struktury proteinu (druha tfida), porusené regulace aktivity
proteinu (tfeti tfida) a podle nedostate¢ného ¢i zadného pienosu iontil proteinem (Ctvrta
tfida) [45]. Déleni se postupem Casu rozsifilo na pét az Sest tfid. Roku 2016 De Boeckova a
Amaralovd rozdélily mutace CFTR genu do sedmi riznych tiid [46]. Toto dé&leni je
vyuzivdno dodnes jako nejpiehlednéjsi a je zndzornéno na obrazku 7 na strané 24.
Charakteristiky jednotlivych tfid mutaci CFTR genu jsou rozvedeny v nasledujicich
kapitolach.
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Obrazek 7: Rozd¢leni jednotlivych mutaci CFTR genu do sedmi tiid. Na obrazku jsou
znazornény bunky epitelu se schematickym znazornénim podstaty jednotlivych mutaci,
typickymi pro danou tfidu. Ttida I — protein nevznika; Ttida IT — protein neni dopraven na
membranu; Ttida III — protein je nefunk¢ni; Trida IV —snizena funk¢nost proteinu; Tiida
V — tvofti se mén¢ proteinu nez u zdravych jedincti; Trida VI — protein je méné stabilni;

Ttida VII — protein nevznika, protoze nevznikd mRNA. Pfevzato a upraveno z: [46].

3.2.3.1 Trida I

Tato tfida pokryva tzv. “nesmysiné* (z anglického “nonsense‘‘) mutace. Tyto mutace
vedou k tvorbé tzv. predCasnych terminacnich kodonii oznacovanych zkratkou PTC (z
anglického “Premature Termination Codon*) a tim padem ovliviiuji CFTR protein uz ve fazi
syntézy. Konkrétné jsou tyto mutace schopny ovliviiovat polocasy rozpadi mutované
mRNA. Tento jev je nazyvan nonsense-zprostfedkovany rozpad (z anglického “nonsense-
dedicated decay‘‘). Mutace mohou mit zaroven vliv i na posttranskripéni modifikaci mRNA.

Z tohoto diivodu je produkce CFTR proteinu bud’ velmi mald nebo viibec Zadna [47].

Nejcastéjsi mutace, které jsou fazeny do této tiidy, jsou G542X, T1282X nebo
W1282X. [46,47]

3.2.3.2 Trida I1

Do druhé tfidy mutaci CFTR genu se fadi mutace znemoznujici dopraveni CFTR
proteinu na membranu po jeho syntéze. Hlavni problematikou tohoto typu mutaci je
interakce nove syntetizovaného CFTR proteinu s kontrolnim systémem endoplazmatického
retikula (dale jen ER). Protein piichazi k ER a zminény kontrolni systém rozpozna vadu

v jeho fetézci nebo jeho chybnou prostorovou strukturu zpiisobenou mutaci v CFTR genu.
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Takto detekovany chybny CFTR protein poté neni pfenasen k dal$im upravam do
Golgiho aparatu, ale je déale zadrzovéan na ER nebo dochézi k jeho ptenosu do lyzozomu, kde

dochazi k jeho postupné degradaci [48].
Do této tfidy se fadi napt. mutace F508del, N1303K nebo A561E [46,48].

3.2.3.3 Trida III

Treti tiida mutaci CFTR genu je spojena s nefunkénosti CFTR proteinu jako kanalu,

ktery byl jiz syntetizovan a upraven v ER a Golgiho aparatu. Protein je tedy zanofen do

membrany, ale nasledkem mutace je negativné ovlivnén ptenos chloridovych ionti [39].

Déje se to nasledkem neschopnosti CFTR proteinu §té€pit ATP. Poskozené misto se
nachazi na doméné NBD1. Je zamezeno tvorbé heterodimeru mezi doménami NBD1 a
NBD2 a nedochézi tedy k vazbé¢ a St€peni ATP. Z tohoto divodu neni mozné ovliviiovat
otevirani CFTR kanalu a diky tomu nemuze byt uskute¢nén ptrenos chloridovych iontt pies

bunénou membranu [49].

Mezi mutace tieti tfidy fadime napt. G551D, S549R nebo G1349D [46].

3.2.3.4 Trida IV

Mutace CFTR genu fazené do ¢tvrté tfidy ovlivituji rovnéz funkci CFTR proteinu na
urovni pfenosu chloridovych iontd. Protein je u téchto mutaci GspéSné zanofen do
membrany. Domény NBD jsou schopny vazat a Stépit ATP. V tomto ptipadé CFTR mutaci
vSak dochézi ke snizeni propustnosti kanalu pro chloridové ionty, propousti podstatné mensi

mnozstvi, nez je tomu u zdravych jedincii a u této tiidy mutaci se také zkracuje doba otevieni

kanalu [46,49].
Mezi tyto mutace se fadi napt. R117H, R334W nebo R347P [47].

3.235Trida V

Cetnost vyskytu mutaci CFTR genu této tiidy je nizka. Tyto mutace vedouk syntéze
podstatné mensiho mnozstvi CFTR proteinu, nez je obvyklé u zdravého jedince.
Je to zplisobeno dysregulaci. RovnéZ mohou mutace této t¥idy negativné ovliviiovat
posttranslaéni modifikace mRNA. To ma za nasledek syntézu mensiho poctu funkénich
CFTR proteini. Pomér mnozstvi syntetizovaného funkéniho a poSkozeného CFTR proteinu

je variabilni a mezi pacienty CF se lisi [46,49]. K témto mutacim fadime napi. A455E [46].
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3.2.3.6 Trida VI

Do Sesté tfidy fadime takové mutace CFTR genu, které vedou k syntéze CFTR
proteinu, ktery se problematicky zanotuje do bunécné membrany. Jeho snizena stabilita je
zapii¢inéna chybéjicimi aminokyselinami na C-konci proteinu. Pocet chybéjicich
aminokyselin se pohybuje v rozmezi 70 az 98 aminokyselinovych zbytku. Tato ¢ast fetézce

CFTR proteinu se nepodili na samotném transportu chloridovych iontt, ale vlivem jeho

zkraceni se stava protein nestabilni a nemtize spravné vykonavat svou funkci [50].

Do této ttidy fadime napt. mutace rF508del (z anglického rescued Phe508del) nebo
Q1412X.[46,50]

3.2.3.7 Trida VII

Mutace sedmé tfidy jsou oznaCovany jako “unrescuable” mutace. Tento nazev
poukazuje na fakt, Ze neni mozné tyto mutace CFTR genu pozitivné ovlivnit prostfednictvim
1ékti nebo jinych farmakologickych prostfedkl. Do této ttidy patii mutace, které zpisobuji
velké delece. Radime sem napt. dele2,3(21kb). Podle Marsona by méla byt sedmé tiida
mutaci sloucena s prvni ttidou a vysledna tfida by méla byt rozdélena na podkategorie a a b,
protoze v obou piipadech nedochazi k syntéze CFTR proteinu. U mutaci sedmé ttidy vSak
nedochazi k transkripci CFTR genu domRNA, zatimco u mutaci tfidy I dochéazi k transktipci

CFTR genu do mRNA, nicmén¢ tato mRNA je poruSena a neni z ni mozné translaci tvofit
CFTR protein [46,51].

3.3 Symptomaticka lécba cystické fibrozy

V soucasnosti je CF léCena rliznymi zplsoby. Zékladnim typem lécby je lécba
symptomaticka. Uéelem symptomatické 1é¢by je ochrana pacientii pfed projevy onemocnéni
zpusobenymi mutacemi CFTR genu popsanymi v minulé kapitole, které vedouk problémim
v jednotlivych orgdnovych soustavach (viz kapitola 1.3). Symptomaticka 1é€ba ovSem nefesi
samotnou pri¢inu lécenych piiznaki CF a ztoho divodu nemlze vést k vyléceni
onemocnéni. Na samotnou pfi¢inu nemoci se zamefuje genova terapie a lécba tzv. CFTR
modulatory, kterym bude vénovana celd nésledujici kapitola. Symptomatickéd lécba, ale 1
lécba CFTR modulatory cili na snizeni dopadii onemocnéni CF a znamend pro pacienty
celozivotni 1éCeni. Na samotnou podstatu onemocnéni se zamefuje genova terapie, kterd ma

potencidl nemoc trvale vylécit [52].
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3.3.1 Symptomaticka lécba problémi spojenych s respira¢nimi potiZzemi
Hlavnim cilem symptomatické 1écby dychaci soustavy pacientli nemocnych CF je
zabranit nadmémné tvorbé viskézniho hlenu v dychacich cestach, ¢imz se predchazi
obstrukcim, potizim s dychanim ¢i samotnému poskozeni plic. Dale se 1écba zaméfuje na
ochranu pacientli pied infekcemi zpiisobenymi bakteriemi, které jsou pro né velmi

nebezpecné [53].

Mezi nejdilezitéjsi druhy symptomatické 1écby patii inhalace hypertonického

roztoku NaCl (3-7%), ktery fedi hlen v dychacich cestdch a mé baktericidni u€inky [5].

Jednou ze zakladnich metod Iécby CF (konkrétné¢ ucpavani dychacich cest) je
fyzioterapie, kterd s velkou pravdépodobnosti pfispiva ke zlepsujicim se progndézam u
pacientti s CF. Vyuzivda se mnoho riznych metod fyzického cviceni a rovnéz cviceni
dechového. Tato cvieni maji za cil vycisténi dychacich cest od nafedéného hlenu, ktery se

v dychaci soustavé vyskytuje po inhalaci roztoku NaCl [5,54].

Podstatnou roli v 1é¢bé respiracnich projevi CF hraji mukolytika. Za zminku stoji
dornaza alfa, lidskéa rekombinantni deoxyribonukle4dza. Bylo zd okumentovano, ze dornaza
alfa Stépi extracelularni DNA, ktera se hromadi v dychacich cestach nasledkem rozkladu
neutrofilti. Diky tomu snizuje viskozitu hlenu v dychacich cestach. Bylo rovnéz prokazano,
ze v€asné nasazeni dornazy alfa zlepsi funkci plic a zdroven zpomali pokles jejich funkénosti

[54]. Lék, ktery obsahuje tuto latku, se nazyva Pulmozym. Tento 1€k je uzivan inhala¢né
[56].

Dale je dulezité vcasné podani antibiotik, kterd zbavuji pacienty nemocné CF
nebezpecnych bakterii popsanych v kapitole 1.3.1. Problém v 1é¢eni antibiotiky spociva ve
vyskytu vice bakteridlnich kmenti najednou, coz je pro pacienty trpici CF charakteristické.
Lécba je ztoho dlivodu komplikovand a musi se zpravidla podévat silnd (agresivni)
Sirokospektra antibiotika jiz od zah4jeni terapie. Antibiotika se podéavaji oralné, intraven6zné
nebo inhalaci. Nutnd je vSak i prevence pied vystavenim nebezpecnym bakteriim, spocivajici
v dodrzovani dikladnych hygienickych pravidel. Soucasti prevence je i zamezeni styku
s ostatnimi nemocnymi CF, protoze, jak jiz bylo uvedeno, jsou druhy bakterii napadajici

dychaci cesty pacientli velice variabilni u kazdého jedince [5,55].
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3.3.2 Symptomaticka 1écba problému spojenych s gastrointestinalnim
traktem

Hlavni pilite symptomatické lécby probléml spojenych s gastrointestinalnim
traktem jsou adekvatni substituce pankreatickymi enzymy a vysokokalorickd strava
s vysokym obsahem proteini. Lécbou téchto symptomil se rovnéz zlepsSuje ¢innost dychaci

soustavy u pacienti nemocnych CF. Podpora vyzivy a substituce pankreatickymi enzymy

by mély vést k normalnimu traveni, ale zaroven ik ochran¢ funkce plic [57].

Enzymy jsou pottebné dodavat kvili jejich nedostatecné produkci nasledkem dé&j
popsanych v kapitole 1.3.2. Diky témto enzymim je moZny proces traveni potravy v GIT a
s nim spojené vstfebavani vitaminl rozpustnych v tucich (A, D, E, K). DileZitymi enzymy
v tomto procesu jsou lipadzy. Lécba spociva v dodavani davek téchto enzymi v fadu 10 000

jednotek lipazy na kilogram télesné vahy pacienta za den [58].

Jednim z nejcastéji uzivanych I€ka je tzv. Kreon. Tento 1€k obsahuje kombinaci tii

enzymi — konkrétné lipdzu, protedzu a amylazu. Jsou to enzymy zodpovédné za vstiebavani

tukd, proteinti a cukrii. Tento 1ék se uziva zpravidla oraln¢ béhem jidla [59].

3.4 Genova terapie v 1é¢bé cystické fibrozy

D¢lka zivota pacientl trpicich CF se neustdle prodluzuje, ale zékladni 1écebné
metody popsané v predchozich podkapitolach nevedou ani potencionalné k vyléeni nebo
prevenci onemocnéni. Od objeveni CFTR genu a konkretizovani pfislusnych mutaci se vSak
nabidla novd mozZnost 1é€by CF. Transport spravné fungujiciho CFTR genu do pfisluSnych
bunék, jejichz genetickd informace je defektni, se zatim jevi jako jedina mozna cesta, ktera
by v budoucnu mohla zajistit jednotnou léc¢bu pro pacienty s riznymi mutacemi. Genova
terapie tedy znamena velkou nadé&ji pro pacienty s neobvyklymi mutacemi, pro které nejsou

navrzeny CFTR modulatory (viz dale), a ktefi musi spoléhat na symptomatickou lécbu [60].

Prozatim neni schvalena zadna forma genové terapie k 1écbé CF. Mnoho variant je
vSak aktudlné ve vyvoji a probiha velky pocet klinickych studii. Implementace funkéniho
1 v tétooblasti se neustale délaji pokroky a mnohé vyzkumy ukazuji spise na to, Ze se nejedna
o slepou kolej v 1écbé CF. V soucasné dobé¢ se stupiiuje Gsili o zavedeni genové terapie pro

buniky plicniho epitelu, ktery stoji za potizemi s dychaci soustavou. Nasledné by byl stale
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problém naptiklad s GIT, ale pii tispéSné genové terapii cilici na dychaci soustavu by vyvoj

genove terapie pro GIT uz nemél trvat dlouho [61,62].

Téma genové terapie je velmi rozsahlé a pfesahuje ramec této bakalaiské prace.

3.5 CFTR modulatory

Na pocatku roku 2011 byla objevena a nasledné schvalena nova forma terapie CF,
ktera nezahrnovala pouze 1é€bu symptomatickou. Jednalo se o objev ivacaftoru (oznacenym
také VX-770) vydanym pod obchodnim ndzvem Kalydeco firmou Vertex Pharmaceuticals.

Tato molekula patii k CFTR modulatorim [63].

Lécbu CFTR modulédtory bylo mozné objevit diky detailnimu porozuméni funkci
CFTR kanalu.

Biologicky aktivni molekuly vhodné pro zminénou lécbu jsou identifikovany pomoci
testovani s vysokou propustnosti (dale HTS z anglického “High Throughput Screening®).
Jednd se o automaticky screening potencidlnich uU€innych latek ve fluorescenSnich
bunéénych testech, kdy je testovana funkce CFTR kandlu prostiednictvim membranovového
potencialu a méfenim koncentrace halogenidovych iontl. Screeningem prochdzi ptes milion
molekul. Cilem testovani je objeveni sloucenin, které¢ jsou schopny obnovit funkci CFTR
kanalu v testech in vitro. Takovych potencialnich molekul je jen n&kolik stovek a ty jsou
poté oznaceny jako hity. Néaslednymi testy se z hitii stavaji validované hity a poté tzv. leady.
Z milionu testovanych latek se do klinickych studii dostane zpravidla jedna az dvé molekuly
[64,65].

CFTR modulatory se d€li do péti hlavnich skupin podle mechanismu jejich Gc¢inku a
to na CFTR potenciatory, korektory, stabilizatory, amplifikatory a tzv. CFTR read -through
agents [65]. Potenciatory jsou prvni schvalené a dodnes vyuzivané molekuly v terapii CF.
Jsou to latky se schopnosti prodluzovat dobu otevieni CFTR kanélu a diky tomu zefektivnit
tok iont pfes CFTR kanal. Korektory jsou schopny stabilizovat strukturu CFTR proteinu a
dopravit ho na pfislusné misto v bunéénych membranach. Dalsi skupinou jsou stabilizatory,
které¢ upeviiuji stabilitu CFTR proteinu v plazmatick¢é membrané. Amplifikatory zvysuji
expresi syntetizovaného CFTR proteinu. Read-through agents jsou latky schopné napravit

chyby v syntéze CFTR proteinu u nemocnych CF [66].
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Na obrazku 8 na stran¢ 30 jsou znazornéna mozna mista zasahu CFTR modulatori
v syntéze samotného CFTR proteinu. RovnéZ jsou zde uvedena dal$i mozna mista jinych

terapeutickych metod vyuzitelnych k napraveni syntézy CFTR proteinu. Jednotlivym

skupinam modulatorii jsou vénovany nasledujici kapitoly.

Stabilita proteinu

v plazmaticke membrané Stabilizatory
NR NR
NR — NR R .
Produkce mRNA Produkce proteinu Maturace profeinu S -

IA

A
: . I'A Potenciatory
& NMD inhibitory
A

I
‘Alternativai "Read-through agents"
(,»nemodulitorové"
plistupy terapie) /

Pocet fuukénich
kandli

Primérnd doba
otevieni kandlu

Vodivost
kazdého kandlu

Amplifikatory, korekfory, potencidtory

Obrazek 8: Schematické znazornéni moznych mist zasahu CFTR modulatori a
,,nemodulatorovych* terapii pfi syntéze CFTR proteinu. Vysvétlivky: A —nefunkéni (z
anglického abrogated); I — porusené (z anglického impaired); N — normdlni; R — opravené
(z anglického rescued); NMD inhibitory (z anglického nonsense-mediated mRNA decay).

Ptevzato a upraveno z [67].

3.5.1 CFTR potenciatory

CFTR potencidtory jsou malé biologicky aktivni molekuly, které jsou schopné
v ptipad€ nemocnych CF zlepSovat tok chloridovych iontl pfes CFTR protein na bunéénych
membranach. Potencidtory plsobi pfimo na samotny iontovy kandl a jsou schopny

stimulovat jeho otevieni nebo prodluzovat dobu, kdy je kanal v otevieném stavu [66].
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Diky popsanym schopnostem jsou CFTR potenciatory schopny pozitivné ovliviiovat
nasledky mutaci CFTR genu II1. alIV. tiidy, které zabranuji propustnosti chloridovych iontti
pfes CFTR kanal z diivodu jeho neschopnosti §tépit ATP (I1I. tfida) nebo je CFTR kanal
v otevieném stavu mensi dobu, nez je tomu u zdravych jedinct (IV. Ttida). Mutace, jez se
vyskytuji v alelach CFTR genu u nemocnych CF nejcastéji, na které se potencialné da
pusobit lécivem typu CFTR potenciatoru, jsou R117H, G551D, R334W, S549R, R347P
[46,47].

Bylo zjisténo, Ze latky, které by mohly mit charakter CFTR potenciatord, by mély
byt bud’ upravené molekuly ATP nebo molekuly na podobné bazi nebo molekuly, které by
zvySovaly podil cAMP v intracelularnim prostoru. Problémem, se kterym se vSak latky
zlepSujici funkci CFTR kanalu mohou potykat, je jejich mnohdy nizka specifita. Plisobi sice
pozitivné na proces prenosu iontll pres zmiflovany protein v membran€, mohou vSak

negativné ovliviiovat jiné fyziologické procesy [67].

Mezi latky, které mély velky potencial v terapii CF, se fadi napt. fenylglycinova
molekula pod oznacenim PG-01, VRT-532 nebo Genistein, coz je izoflavon. Geninstein
inhibuje tyrosinkindzu, ¢imz zvySuje podil cAMP v intracelularnim prostoru. To vede ke
stimulu funkce CFTR kanalu. Klinickych testli se vSak tyto molekuly nedockaly, protoze

jejich predklinické testovaninepiineslo dostatecné diikazy o jejich ptinosu v 1écbé CF [67].

Prvni zavedenou terapii pro 1écbu CF byl zminovany potenciator ivacaftor. Tento Iék

byl schvélen organizaci FDA pro klinické vyuziti v lednu roku 2012 pro pacienty starsi 6 let
s vyskytem mutace CFTR genu G551D [68].

Ivacaftor byl primarné testovan na mutaci CFTR genu G551D, ktera se vyskytuje
z tfid 1T alV nejcastéji a jiz v prvotnich studiich bylo patmé zvyseni efektivity chloridového
transportu v epitelu bunck dychaci soustavy. Ve studiich testujicich bunky s nejcetné;si
mutaci CFTR genu F508del se prokazalo, ze nezlepSuje funkci CFTR proteinu. V piipadé
G551D mutaci vsak pfinesl tento 1€k pozitivni vysledky jako sniZeni koncentrace chlorida
v potu pacientli nebo zlepseni FEV | (objem vydechnuty s nejveétSim usilim za prvni sekundu
po maximdlnim nadechu) az o 10% nebo snizeni rizika plicni exacerbace o 55% [69].
Longitudialni studie rovnéz prokazaly vliv ivacaftoru na delSi dobu doziti pacient. Byl

zjistén nizsi vyskyt bakterie Pseudomonas aeruginosa nebo zlepSeni funkce pankreatu [70].
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Lék byl postupné schvalen pro pacienty star$i dvou let a rovnéz byl rozsifen seznam
mutaci CFTR genu, jejichz dopady lze 1éCit ivacaftorem. Byly to napt. mutace G178R,
S549N, S549R, G5518S, G1244E, S1251N, S1255P, G1349D [69].

Ivacaftor je mala molekula se souhrnnym chemickym vzorcem C24H28N20s.
Strukturni vzorec v provedeni 2D i 3D je znazornén na obrazku 9 na stran¢ 32. Molekula
ivacaftor obsahuje ve své struktuie dvé iminové skupiny, dvé ketonické skupiny a jednu
hydroxyskupinu. RovnéZ obsahuje tfi aromatické kruhy. Systematicky nazev ivacaftoru je

N-(2,4-di-terc-butyl-5-hydroxyfenyl)-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid [71].

Obrazek 9: Znazorméni strukturniho vzorce ucinné latky ivacaftor (obchodni nazev
Kalydeco) o souhrmném chemickém vzorci C24H2sN203. Casti obrazku: ¢ast a) — 2D
strukturni vzorec ivacaftoru s barevnym odliSenim funkénich skupin molekuly; ¢ast b) —
3D znéazornéni struktury ivacaftoru s totoznym barevnym odliSenim funk¢nich skupin

molekuly odpovidajicim casti a) obrazku 8. Pievzato a upraveno z [71].

Samotny mechanismus ucinku ivacaftoru na CFTR protein zatim nebyl kompletné
popsan. Pii detailnim zkoumani této latky a jejiho vlivu na otevirani CFTR kanalu vSak bylo
zjisténo, ze se tato latka vaze ptfimo k pfislusnému proteinu. To znamend, Ze pozitivné
ovliviluje mechanismus otevieni kandlu vazbou na samotny protein, nikoliv vazbou na

enzym kinazy ¢i fosfatazy. RovnézZ bylo zjisténo, ze je schopen otevirat CFTR kanal 1 bez
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pritomnosti jinak potfebného mnozstvi ATP (konkrétné v komplexu MgATP), coz ukazuje
na zvlastni mechanismus bez nutné vazby ATP a jeho nasledné hydrolyzy. Vysledky studie
s ivacaftorem ukazaly to, Ze tato latka upravuje spiSe strukturu CFTR kandlu a vaze se na
alosterické nez na katalytické misto na NBD. Vazba na alosterické misto CFTR proteinu

skytd vyhodu ve vétsi selektivité téchto latek [72].

V dalSich pokusech o objasnéni mechanismu ivacaftoru se ukazalo, Ze by se ivacaftor
mohl véazat na aminokyseliny CFTR proteinu na rozhrani domén NBD1 a NBD. Tento
predpoklad se opiral o nizkou vazebnou energii mezi témito aminokyselinami a ivacaftorem
[73]. Roku 2019 bylo za uziti elektronové kryomikroskopie prokazano, ze ivacaftor
interaguje na urovni rozhrani jednotek TMD v CFTR proteinu. Vzhledem ke slozitosti
samotného procesu otevirani kanalu se vSak predpokladd, Ze vazebna mista ivacaftoru se

mohou liSit v zavislosti na tom, v jaké konformaci se CFTR protein v dan€ chvili nachazi
[67].

Nejcastéji se ivacaftor uziva ve formé dvou 150 mg tablet podévanych dvakrat denné
jednou za dvandact hodin. Problém se objevuje u pacientd, ktefi trpi vaznéjsim poskozenim

jater, protoZze je v nich ivacaftor metabolizovan. Tito rizikovi pacienti musi mit upravené

davkovani tohoto Iéku [1,74].

Nevyhodou terapie CFTR modulatory je vysoka cena této 1éCby, ktera je zpiisobena
naklady na vyvoj samotného I€ku. Cena terapie se pohybuje kolem 297 tisic dolarti rocné,
pficemz je nutné, aby pacient uzival 1éky po celou dobu zivota. Aktudlné je 1écba v urcitych
zemich plné hrazena pojistovnou nebo existuje moznost spoluti¢asti nebo u novéjsich terapii
CFTR modulatory existuji programy plné thrady pro pacienty od samotného vyrobce Vertex
Pharmaceuticals [1]. V Ceské republice je 1ék Kalydeco plné hrazen pojistovnami pro
pacienty od 6 let v€ku a s télesnou hmostnosti nad 25 kg, ktefi maji v CFTR genu mutaci

G551D a splituji urcité podminky spojené s funkci plic a prevenci jejich poskozeni [75].

Mezi potenciatory, které byly také testovany, se fadi i analogy ATP ovlivilujici
otevirani CFTR kandlu svou vazbou na vazebna mista ATP CFTR. Mezi nejprozkoumané;si
analogy ATP patii N°-(2-fenylethyl)-ATP nebo 2'-deoxy-ATP, jejichz vzorce jsou
znazornény na obrdzcich 9 a 10 na stran¢ 34. Dalsi skupinu tvofi slouceniny, které pusobi
na rozhrani TMD, aby stabilizovaly otevienou konformaci CFTR kanalu. Sem se fadi

zminény ivacaftor. NPPB (5-nitro-2-(3-fenylpropylamino)benzoat) je sloucenina, ktera
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potencuje otevirani CFTR kandlu zatim nezjisténym mechanismem. Jeji chemicka struktura

je na obrazku 11 na stran¢ 34 [76].
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Obrazek 9: Chemicka struktura 2'-deoxy-ATP. Pfevzato a upraveno z [77].
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Obrazek 10: Chemicka struktura N°-(2-fenylethyl)-ATP. Pfevzato a upraveno z [77].

Obrazek 11: Chemicka struktura NPPB. Ptevzato a upraveno z [76].

Kromé firmy Vertex Pharmaceuticals, jejiz produkty jsou jiz na trhu, vyviji CFTR
modulatory 1 dalsi farmaceutické firmy. V klinickych studiich byly testovany dvé slibné

molekuly GLPG1837 a GLPG2451 od firmy Galapagos. Ob& tyto molekuly mély

v dosavadnich testech stejné nebo i lepsi vysledky nez ivacaftor [78,79].

Zminéné analogy ATP v kombinaci s GLPG1837 funguji v synergii a vykazuji lepsi
vysledky, nez kdyZ jsou testovany samostatné. AvSak kombinovana terapie GLPG1837

s ivacaftorem ma zhruba stejny t¢inek na CFTR protein jako samotny ivacaftor. Z toho lze
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vyvodit, ze tyto molekuly pravdépodobné plisobi na stejné misto CFTR proteinu a maji
podobny mechanismus u¢inku [76]. Strukturni vzorce GLPG1837 a GLPG2451 jsou

znézornény na obrazku 12 na strané 35.

Dalsim subjektem zabyvajicim se vyvojem potencidtori je firma Novartis, kterd ma
v klinickych testech sviij potenciator QBW251. Tato sloucenina pozitivné ovliviiuje funkci
CFTR kandlu v kombinaci s korektorem lumacaftorem (viz nize) u pacientl s alespon
jednou mutaci tfidy 111 nebo IV v alespoil jedné z alel a u nékterych homozygotli s mutaci
F508del. Firma Concert spustila klinické testovani slouceniny CTP-656. Byla vyvinuta
modifikaci ivacaftoru deuteriem. Deuterium nahrazuje vodik ve vazbach s uhlikem, cozZ je

vyhodné z hlediska pomalejSiho metabolismu této latky. Pokud by se touto latkou ivacaftor

podafilo nahradit, nebylo by nutné uzivat 1€k tak casto [79].

GLPGI1837 GLPG2451

Obrazek 12: Chemické strukturni vzorce potenciatort GLPG1837 a GLPG2451 od firmy

Galapagos. Pievzato a upraveno z [78].

3.5.2 CFTR korektory

CFTR korektory jsou malé molekuly, které umoznuji CFTR proteinu u pacientii
s mutaci F508del opustit ER bez toho, aby byla vétSina Spatné slozenych proteinti zachycena
kontrolnimi mechanismy bunky. Nésledkem toho se zvySuje mnozstvi dopraveného CFTR
proteinu na plazmatickou membranu, coz vede ke zlepSeni bunééné vymeény chloridovych
iontd. CFTR korektory mohou piisobit jako farmakologické chaperony, kdy mohou
interagovat piimo s F508del-CFTR a usnadiovat jeho skladani a bunécné tpravy. Rovnéz
mohou fungovat jako tzv. regulatory proteostaze, kdy by mély byt schopny upravit bunécny
proces kontroly kvality a rozpoznavani F508del-CFTR proteinu. Farmakologické chaperony

maji sice velky potencial diky své vysoké specifité. Prozatim vSak regulatory proteostaze
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vykazuji vétsi potencial k lécbé CF, protoze vykazuji pozitivni vysledky v kombinaci

s jinymi modulatory [80].

CFTR korektory jsou diky popsanym vlastnostem vhodné k 1écbé pacientd s
mutacemi CFTR genu tfidy 1. Nésledky téchto mutaci spocivaji v problémech ve skladani
CFTR proteinu do finalni struktury a v nizké stabilité proteinu. Z tohoto diivodu je na ER
protein zadrzen kontrolnim systémem. Diky tomu maji pacienti s t€émito mutacemi
vyznamng redukované mnozstvim CFTR proteinu dopraveného na plazmatickou membranu
oproti zdravym jedincim. Do této tfidy spada naptf. mutace CFTR genu s nejcastéjSim

vyskytem v alelach nemocnych CF F508del, mutace N1303K nebo A561E [46].

Tyto latky mohou byt dale rozdé€leny do tii zékladnich ttid podle jejich mechanismu
pusobeni. Prvni tfida zahrnuje CFTR korektory, které ptisobi pfednostné na korekci
primarniho konformac¢niho defektu na rozhrani NBD1-TMDI1/TMD?2. Korektory, které
napravuji nasledné chyby ve stabilité a slozeni NBD2 domény na rozhranich s ostatnimi
doménami CFTR proteinu spadaji do druhé tfidy. Treti tfidu tvoii korektory, které piimo
pusobi na NBD1 tak, Ze tuto doménu stabilizuji [81].

Prvni schvalenou latkou ke klinickému vyuziti ze tfidy korektori byla latka
lumacaftor vyvinuta firmou Vertex Pharmaceuticals. Jednéd se o korektor prvni generace.

Jiné oznaceni tohoto korektoru je VX-809 se souhrnnym vzorcem C24H18F2N205[82]. Jeho

strukturni vzorec je uveden na obrazku 13 na stran¢ 36.

Obrazek 13: Strukturni vzorec lumacaftoru o souhrnném chemickém vzorci C24H138F2N205

s barevnym odlisenim funk¢nich skupin molekuly. Pievzato a upraveno z [82].

Testovani samotného lumacaftoru na F508del-CFTR protein bylo z hlediska zlepSeni

funkce kandlu neuspésné. Jeho efektivita byla prokdzana az pii jeho uziti v kombinaci
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s potenciatorem ivacaftorem. Tento objev byl zdsadnim krokem ke kombinovanym terapiim
[80]. Stejné jako u ivacaftoru a obecné u potencidtord neni piesny mechanismus pusobeni
korektord, potazmo lumacaftoru zcela objasnén. Lumacaftor se vSak fadi do prvni vyse
zminéné tiidy korektort. Mél by interagovat s aminokyselinami proteinu na rozhrani NBD1-
TMD1/TMD2, pii¢emz stabilizuje slozenou strukturu proteinu [81]. Pravé na doméné¢ NBD1
byla totiz zjiSténa chybé&jici aminokyselina nasledkem mutace CFTR genu F508del [83].

Kombinace lumacaftoru a ivacaftoru byla schvalena roku 2015 americkou organizaci
FDA pro 1éc¢bu pacientt starSich dvanacti let s vyskytem mutace CFTR v genu F508del.
Terapie byla uvedena na trh firmou Vertex Pharmaceuticals pod nazvem Orkambi. Roku
2016 byla tato terapie schvalena pro lécbu déti ve véku Sesti az jedenacti let se dvéma
kopiemi mutace CFTR genu F508del [84]. Klinickymi testy bylo prokézano, Zze Orkambi
piinasi pozitivni vysledky u homozygotnich jedincti s mutaci F508del. U heterozygotnich

nebyl pfinos prokéazan [85].

Obecné schematické naznaceni synergické spoluprace CFTR modulatorit ze dvou

riznych tfid je zndzornén na obrazku 14 na strané 37.

(2) 4 CFTR
' l I/ ™

Obrazek 14: Schematické naznac¢eni mechanismu fungovani dvojkombinace CFTR
modulatort ze tfidy korektorti a potenciatorti. Bod 1) Plisobeni korektoru usnadiiuje
skladéani a ptepravu CFTR proteinu k plazmatické membran€. Bod 2) Plisobeni
potenciatoru napomaha otevieni CFTR kanalu a prodluzuje délku tohoto stavu.
Vysvétlivky: ER — endoplazmatické retikulum; nukleus — bunééné jadro; Golgi — Golgiho
aparat, CFTR — CFTR kanal. Pfevzato a upraveno z [86].
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Tato kombinovana terapie vSak pfinesla jen zlomek ocekévaného zlepseni ve funkci
F508del-CFTR proteinu. Bylo zjisténo, ze piitomnost ivacaftoru negativné ovliviiuje
mechanismus ptiisobeni lumacaftoru pii skladani a stabilizaci proteinu. Z tohoto divodubyla
stale velka cast proteinii zachycena kontrolnim systémem ER. I kdyz doslo ke zvyseni
mnozstvi CFTR proteinu v plazmatické membran¢, nevedla tato terapie k dostate¢nému

obnoveni vymény chloridovych ionti. Pacientim tato terapie pomohla jen z Casti.

K podobnym vysledktim se védcidobrali i u jinych mutaci II. tfidy, napt. R170G [73].

Popsand problematika byla alesponn castetné¢ redukovana snizenim mnozstvi
ivacaftoru podavanym pacientim [87]. Problémem kombinované terapie je i to, Ze
lumacaftor pravdépodobné indukuje cytochrom P450 3A4, ktery katalyzuje pfeménu

ivacaftoru a tim snizuje jeho koncentraci [88].

Posun pfinesla latka tezacaftor, coz je CFTR korektor druhé generace od firmy
Vertex Pharmaceuticals. Struktura této latky je velmi podobné lumacaftoru, pficemz se
zaroven predpoklada i velmi podobny mechanismus ucinku. Na rozdil od ivacaftoru vSak
neni induktorem cytochromu P450 3A4. Pii samostatném testovani tezacaftoru studie
potvrdily zlepSeni ve funkci CFTR kanalu, ¢imz se rovnéz lisi od lumacaftoru, ktery
v samostatné lécbe vysledky nepiinesl. V kombinované terapii s ivacaftorem byly pak
vysledky jesté ptizniveéjsi [89].

Jiné oznaCeni tezacaftoru je VX-661 a v kombinované terapii s ivacaftorem byl
uvedenna trh pod jménem Symdeko. Tato terapie byla schvalena americkou organizaci FDA
roku 2018 k 1é€bé pacientii starSich dvanactilet trpicich CF, kteti nesou alespon v jedné alele

CFTR genu mutaci F508del [90,91]. Na rozdil od Orkambi méla totiz tato terapie pozitivni

vliv 1 na heterozygotni pacienty s touto mutaci [92].

Tezacaftor je mald molekula o souhrnném chemickém vzorci C26H27F3N20s. Jeji

strukturni vzorec je zndzornén na obrazku 15 na strané 39 [90].
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Znéazornéni strukturniho vzorce ucinné latky tezacaftor (VX-661) o souhrnném chemickém
vzorci C26H27F3N206 s barevnym odliSenim funkénich skupin molekuly. Prevzato a

upraveno z [90].

Firma Vertex Pharmaceuticals zacala testovat tzv. korektory dalsi generace (z angl.
next-generation correctors) v kombinaci s ivacaftorem a korektorem druhé generace
tezacaftorem, ktery byl upfednostnén pfed lumacaftorem vzhledem k mensimu negativnimu

ovliviiovani plisobeni ivacaftoru [85].

Do pozdéjsich fazi testovani se dostaly korektory dalsi generace napft. elaxacaftor
(VX-445), VX-152 a VX-659 vzdy v kombinaci s tezacaftorem a ivacaftorem. Maji jinou
strukturu a piisobi jinym mechanismem nez ptedchozi dvé generace korektorti. [84]. VazZi se
na ruznd mista CFTR proteinu a tim stabilizuji jinou ¢ast tohoto proteinu. Do
nejpokrocilejSich fazi studii se dostaly VX-659 a VX-445. VX-659 ma podobnou strukturu
a mechanismus jako elaxacaftor na rozdil od korektorii pfedchozich generaci. Z tohoto

divodu byly tyto latky testovany se starSimi korektory [93].

Ze zminovanych testovanych korektori mé¢l nejlepsi vysledky v klinickych studiich
pravé elaxacaftor. Jeho souhrnny chemicky vzorec je C26H34F3N704S a jeji struktura je
znazornéna na obrazku 16 na stran€ 40 [94]. Podavanitrojkombinace VX-445s tezacaftorem
a ivacaftorem k 1écbé CF byla schvalena FDA 21. fijna 2019 pro pacienty starsi 12 let diky
skvélym vysledktim této kombinované modulatorové terapie. Na trh byla uvedena pod
obchodnim nazvem Trikafta. Dal§im pozitivem je i okruh pacient, na které je mozné tuto
terapii aplikovat. Podle vysledkl studii totiz pozitivné ovlivituje ¢innost CFTR proteinu u

pacientli, ktefi maji alesponn v jedné alele mutaci F508del, coz odpovidd zhruba 90 %
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nemocnych CF [95,96]. U téchto pacientii bylo sledovano zlepseni FEV1 az o 13,8 % a

snizeni chloridovych iontli v potu nemocnych dosahovalo az o 51,4 mmol/l [85,97].

Obrazek 16: Znazornéni strukturniho vzorce ucinné latky elaxacaftor (VX-445) o
souhrnném chemickém vzorci C26H34F3N704S s barevnym odliSenim funkénich skupin

molekuly. Pfevzato a upraveno z [94].

Kromé zminovanych latek od Vertex Pharmaceuticals jsou aktudlné ve vyvoji i latky
jingch firem & védeckych laboratofi. Zadna znich vSak nebyla zatim schvalena ke

klinickému pouziti pti lé¢eni CF [70].

Za zminku stoji korektory od firmy Galapagos, kterd vyvinula korektory GLPG2222
a GLPG2851, pficemz molekula GLPG2222 ma strukturu podobnou tezacaftoru a
lumacaftoru, nicméné z dosavadnich testll vyplyvda, Zze by mohla byt uc¢innéj$i nez tyto

slouCeniny, zvlasté potom u homozygotnich pacienti s mutaci CFTR genu F508del [98].

Flatley Discovery Lab zkoumala molekulu FDL169, jejiz ti¢innost by mohla byt
stejnd jako u tezacaftoru. Pfedpokladé se, Ze mechanismus ucinku této latky by mél byt
shodny s tezacaftorem, protoze v kombinované terapii s touto slouceninou vykazovala stejné
vysledky jako pii samostatném podani. V kombinaci s ivacaftorem méla FDL169 lepsi

vysledky, nez Orkambi [67].

Testuji se 1 korektory treti generace napt. firma Proteostasis Therapeutics testuje
molekulu PTI-801 v trojkombinaci s Orkambi a amplifikdtorem PTI-428. Potencidtor této
firmy PTI-808 v kombinaci s korektorem PTI-801 a amplifikdtorem PTI-428 ma zatim ve
studiich dobré vysledky a vykazuje obnoveni funkce CFTR kandlu téméf k normalu. Dalsi

generaci korektort testuje 1 firma Galapagos. Pfidani slou¢eniny GLPG2737k VX-809 a
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VX-770 zvySuje jejich u¢innost. Rovnéz se ukazuje, ze jejich potenciator GLPG1837
v kombinaci s korektory prvni generace GLPG2222 nebo GLPG2851 a korektory dalsi
generace GLPG2737 nebo GLPG3221 vykazuje lepsi vysledky nez Orkambi [98].

Byly objeveny nové molekuly 4172, 6258 a 3151 stabilizujici specifické defekty
v F508del-CFTR proteinu na rozhranich domén NBD1, NBD2 a TMD. Jsou to latky, které

synergicky miii na specifickd mista poSkozeného proteinu [98].

3.5.3 CFTR amplifikatory

CFTR amplifikatory jsou modulatory s potencidlem 1écby CF. Jsou schopny
selektivné zvySovat expresi a funkci CFTR proteinu. Cili na neefektivni biosyntézu CFTR
proteinu. Amplifikatory se svym mechanismem lisi od korektori a potenciatora [99]. Prti
studiu téchto molekul bylo zjiSténo, Ze jde o malé molekuly, které kotranslaéné zvysuji
stabilitu CFTR mRNA, ¢imz by mély zvySovat biosyntézu CFTR proteinu k normalnim
hodnotam [100].

Jsou to latky, které by mély byt vyuZitelné v terapiich pacientit CF, jejichz
onemocnéni je zpusobeno mutaci CFTR genu z V. tfidy. Do této tfidy spadaji napf.
3849+10kbC>T, 2789+5G>A a A455E. Amplifikatory zlepSuji expresi CFTR proteinu,
¢imZ zaroven zvysuji mnoZstvi CFTR proteinu v ER a nasledné na plazmatické membrané.

Mohou byt pouzity v kombinovanych terapiich s korektory a potenciatory [67,98].

Prvnim amplifikdtorem zkoumanym v klinickych studiich je nesolicaftor, jinym
nazvem PTI-428 (Proteostasis Therapeutics) [67]. Vysledky studiis touto latkou ukézaly, ze
pii vyuziti v terapii s lumacaftorem a ivacaftorem se mize ucinek téchto dvou modulatorti
az zdvojnasobovat. Rovnéz bylo zjisténo, ze je tento amplifikator schopny navySovat
mnozstvi CFTR mRNA (mechanismus zatim jeS$té¢ neni zndmy). Diky tomu navysuje
mnozstvi CFTR proteinu, ktery je dale moZzné zaméfit jinymi modulatory uzitymi v ko-
terapii [100].

PTI-428 v kombinaci s tezacaftorem a lumacaftorem piinasi piiznivé vysledky i u

pacientli s CF s mén¢ Castymi mutacemi CFTR genu (napi. AI1234 R1239-CFTR) [98].

3.5.4 CFTR stabilizatory

CFTR stabilizatory jsou chemicka individua, ktera cili na CFTR proteiny v buiikéch

nemocnych CF, které jsou funk¢ni a zanofené do plazmatické membrany, ale maji oproti
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CFTR proteintim u zdravych jedincti redukovany polocas zivotnosti. Bylo zjisténo, ze CFTR
proteiny, které jsou piivodné defektni a vyhnou se diky ptisobeni korektorti kontrolnimu
mechanismu ER, byvaji rozpoznany jako defektni po ukotveni v plazmatické membrané
bunky. Tento d¢& vyrazné limituje lécbu CF korektory a potenciatory. Ukazalo se, Ze
mechanismus, ktery tyto CFTR proteiny odstrafuje, zajistuji dva chaperony, které se
oznaCuji PPQC (z anglického peripherial protein quality control), protoze slouzi jako
kontrola proteind na periferni oblasti buniky. Stabilizatory jsou latky, které stabilizuji CFTR
protein v plazmatické membran€ a zamezuji rozpoznani defektniho proteinu PPQC 1 jeho
naslednému odstranéni a degradaci, ¢imz prodluzuji Zivotnost proteinu v membrané

[67,101].

Tyto molekuly jsou schopny opravit vnitini nestabilitu proteinu a bud’ navysit dobu,
po kterou je CFTR protein ukotvenv plazmatické membrané, nebo sniZit degradacimnoZstvi
CFTR proteinu z plazmatické membrany. Problémy s redukovanou dobou Zivotnosti
proteinu v plazmatické membrané se vyskytuji vlivem mutaci CFTR genu tiidy VI a tiidy 11
po zéachran¢ proteinit CFTR korektory a potencidtory. Do této skupiny se fadi i nejcetnéjsi
mutace F508del [98].

PPQC odstranuji nespravné slozené proteiny z plazmatické membrany ptes
mechanismus fizeny proteazomem E3 ubiquitin ligdza CHIP (z anglického carboxyl
terminus of Hsc70 interacting protein), pfi¢emz dochazi k proteolytické reakci porusujici

peptidové vazby [102].

Bylo zjisténo, ze az 50 % CFTR proteini je vazano na aktinova filamenta. Tato vazba
umoziuje interakci C konce CFTR proteinu s kofaktorem regulace vymény Na*/H* iontt
NHERF-1. Pfes protein ezrin kotvi NHERF-1 na zaklad¢ této interakce CFTR protein do
plazmatické membrany. NejvyznaméjSimi regulatory, které ovliviiuji aktinovy cytoskelet
jsou malé GTPazy z Rho rodiny. Do této skupiny se fadi Racl nebo RhoA. Pravé tato
skupina GTPaz a protein ezrin reguluji ukotveni proteini v plazmatické membrané. Bylo
prokazéano, ze navySeni mnozstvi Racl zvySuje mnozstvi CFTR proteinu v plazmatické
membran¢ a prodluzuje jeho zivotnost. Fyziologickym aktivatorem Racl je rastovy faktor
hepatocytt a je tedy prospésny v kotveni CFTR proteinu, coz je proces, jehoz medidtorem
je Racl. Potencidlnim vyvojem v 1écbé CFTR stabilizatory je takova kombinace
modulatort, kterd zajisti korekci ve skladani proteinu na ER, zlepsi aktivitu proteinu a zajisti

jeho ukotveni v plazmatické membrané. Ristovy faktor hepatocytll vykazuje zajimavé

41



vysledky a ma potencial stat se soucasti téchto modulatorovych kombinovanych terapii
[103].

Dalsi latkou, u které se prokazala schopnost dopravovat a ukotvovat CFTR protein
na plazmatickou membranu, byl vazoaktivni stievni peptid. U této molekuly byla rovnéz

pozorovana schopnost zvysit interakci CFTR proteinu s proteinem NHERF1 [104].

Protein EPACI by mohl byt dalSim stabilizatorem CFTR proteinu. Jednd se o
vyménny faktor guaninového nukleotidu piimo aktivovany cyklickym AMP (cAMP).
Fosforylace protein kindzy A aktivovand cAMP reguluje otevirani CFTR proteinu. Bylo
prokazano, ze v lidskych buiikéch plicniho epitelu signalizace cAMP pies EPACI snizuje
endocytdézu CFTR kanalu a tim stabilizuje tento protein v plazmatické membrané. EPACI a
CFTR interaguji pies zminovany NHERF1. Interakce je zptisobena aktivaci EPACI, po niz

dochazi k translokaci tohoto proteinu do plazmatické membrany a vazbé na NHERF1 [105].

Endogenni signalizacni molekula S-nitrosoglutathion a ji podobné slouceniny
schopné S-nitrosylace napomahaji maturaci F508del-CFTR proteinu, zvySuji jeho expresi a
zlepsuji jeho funkci. Zatimco vysoké koncentrace S-nitrosoglutathionu inhibuji transkripci
a posiluji degradaci CFTR, niz$i posiluji jeho expresi a maturaci. Bylo zjisténo, ze S-
nitrosoglutathion plisobi na Hop, coZ je homodimer, ktery spojuje Hsp70 a Hsp90, coz jsou
hlavni regulatory v piepravé CFTR proteinu na plazmatickou membranu. Konkrétné je S-
nitrosoglutathion schopen inhibovat expresi Hop a tim snizovat jeho interakci s CFTR
proteinem. Maturace defektniho proteinu poté probéhne alternativni cestou bez interakce
s Hop a neni tedy zachycen kontrolnim mechanismem bunky. Vliv adekvatni koncentrace
S-nitrosoglutathionu vykazuje lepsi GcCinky v synergii s CFTR korektory a potencidtory
[106].

U nemocnych CF je koncentrace S-nitrosoglutathionu v buitkach nizs§i nez u
zdravych jedinct. ZvySeni mnozstvi této slouceniny bylo cilem vyzkumi. Cavosonstat je
CFTR stabilizator, ktery funguje jako inhibitor enzymu S-nitrosoglutathion reduktazy a tim
navySuje mnozstvi S-nitrosoglutathionu v bunce. Diky tomu dochazi k maturaci proteinu a
jeho stabilizaci na plazmatické membrané. Mechanismus této latky je komplementarni
k mechanismim CFTR korektorti a potenciatorti [107]. Tato latka je aktualné v II. fazi

testovani v kombinované terapii s tez/iva [98].
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3.5.5 CFTRread-through agents

Read-through agents jsou latky, které maji potencial v 1écbé nemocnych CF
s vyskytem mutaci CFTR genu, jejichZ nasledkem je v CFTR mRNA pfedcasny terminacni
kodon (PTC). Ten zpisobuje predcasné ukonceni translace a vznikda nekompletni CFTR
protein. PTC mutaci ma v CFTR genu zhruba 10 % nemocnych s CF. Nejcastéji se
vyskytujici mutace jsou G542X a W1282X. Read-through agents jsou latky schopné

indukovat pteklenuti PTC pfi ¢teni mRNA na ribosomu. Tento mechanismus umoziuje

zatfazeni jiné aminokyseliny a dokonceni translace [67].

Nejlépe prozkoumanymi latkami patficimi k CFTR read-through agents jsou
aminoglykosidy. Déle byly zkoumany dalsi molekuly jako napt. PTC124, RTC13, RTC14
nebo escin. Posledni zmiiovana sloucenina také navySuje pocet CFTR transkriptii. Stejny
efekt mél inhibitor NMD (nonsense-mediated mRNA decay), coz je pretranslacni proces
zabrafiujici produkci zkracenych proteinti vinou piitomnosti PTC [108]. Uginnost
aminoglykosidi byla potvrzena na transgennich mysich, kde tyto latky potlac¢ily STOP
kodonové mutace [109]. Bylo vSak zjiSténo, ze terapie aminoglykosidy je velmi agresivni a
vedlejsi Ucinky této varianty lécby jsou nepfijatelné pro 1é¢eni CF. Konkrétné se to tyka
napf. geneticinu nebo gentamicinu [110]. V posledni dobé se zacaly vyvijet chemicky
modifikované aminoglykosidy pro lécbu CF. Hlavnim divodem bylo nalezeni slou¢eniny
podobného charakteru bez dlouhodobych vedlejSich ucinki. Podobné pozitivni vysledky
jako zminované aminoglykosidy bez tak zavaznych vedlejSich G¢inki ukézal chemicky
modifikovany aminoglykosid NB54. Dalsi vyvinutou latkou latkou byla (S)-11. Stejné jako
NB54 nema tak agresivni vlastnosti, ale nepodatilo se dosahnout takové efektivity jako napf.

u geneticinu [111,112].

Synteticky aminoglykosid NB124 pfinesl pozitivni vysledky u mutaci G542X,
R1162XaW1282X PTC mutaci CFTR genu. V kombinaci s ivacaftorem byla jeho efektivita
jesteé podpotrena. Vysledky této kombinované terapie byly lepsi nez u gentamicinu. Zaroven
nebyly zjistény zdvazné vedlejsi ucinky [113]. Dalsi latkou, ktera se vykazuje jako t¢innéjsi

nez gentamicin je napt. ELX-02 [114].

Vzhledem k podobnému ucinku NMD inhibitorG a modifikovanych aminoglykosidi
se nabizi asociace téchto latek pii 1écbé CF. Amlexanox a escin jsou dvé¢ latky, které jsou

testovany. Problémem nahrazeni PTC jinou aminokyselinou ale maze byt Spatné slozeni
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proteinu. Proto by mély byt read-through agents kombinovany v terapiich s korektory a

potenciatory [67].

3.6 Vyhlidky do budoucna

Jednozna¢nym cilem terapie CFTR modulatory je nalezeni takové kombinace téchto
malych molekul, ktera by dokazala kompletné obnovit ¢innost CFTR kanalu v buiikach
plicniho epitelu u pacientti trpicich CF. To vSak zatim neni mozné. Dilezitym cilem tedy je,
aby se funkce CFTR kandlu alesponl pfiblizila zdravym jedinciim a co nejvice se zmirnily
dopady na vSechny organové soustavy nemocnych jedincll, zejména na soustavu dychaci,
jejiz selhavani byva nejcastéjsi pricinou umrti.

CFTR modulatory byly uvedeny na trh teprve v roce 2012. Predstavuje to prelomovy
bod u 1é€by CF. Od té doby byly zaznamenany velké pokroky, zvlasté velky tspéch slavi
posledni trojkombinace CFTR moduléatort Trikafta. Tato terapie slibuje velky potencial v
cileni na pacienty s CF, ktefi maji alesponn v jedné alele mutaci F508del, coz odpovida
zhruba 90 % nemocnych CF. Z tohoto diivodu byla terapie velmi rychle schvalena FDA ke

klinickému vyuziti [95].

Pravé do Trikafty je aktudlné vkladana nejvétsi nadéje, protoZze je mozné ji pouzit
pro velké mnozstvi pacientii. Dosavadni vysledky vykazuji ohromny uspéch oproti
pfedchozim dudlnim terapiim. Aktudlné¢ je v USA Trikafta predepisovana vhodnym
pacientim. Evropa na schvaleni stale cekd, nicmén¢ Vertex Pharmaceuticals projevil zdjem
zasobovat evropsky trh a ocekdva se brzké schvaleni evropskou lékovou organizaci EMA

(European Medicines Agency) [115].

Pozorovana zlepSeni u pacienti s CF v FEV1 a sniZeni koncentrace chloridovych

iontli v potu jedincii v reakci na doposud schvalené modulatorové terapie jsou uvedeny

v tabulce 1 na strané 46.
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Tabulka 1: Zjisténé zmény v FEV 1 a sniZzeni koncentrace chloridovych iontl v potu jedinct
v reakci na doposud schvalené modulatorové terapie u takovych pacient, u nichz se

vyskytuji mutace CFTR genu, na které¢ dané modulatory ptisobi [69,93,97,116,117,118]

Terapie CFTR modulatory ZlepSeni FEV, SniZeni ¢ (CI') v potu
Kalydeco 10-12 % 40-50 mmol/l
Orkambi 3-4 % 6,5 mmol/l

Symdeko 6-7 % 9,5 mmol/l

Trikafta 13-14 % 30-40 mmol/l

Uspésnost Trikafty v 16¢bé pacienti trpicich CF jednozna¢né ukazala dalsi cestu a
moznosti kombinovani novych CFTR modulatori s modulatory ptedchozich generaci.
Nevyhodou 1é¢by CF CFTR modulatory jsou vSak jednoznac¢né finan¢ni ndklady. Jenom
vyvoj jednotlivych 1é¢iv predstavuje astronomické ¢astky a ceny terapii na pacienta se
pohybuji v kazdém ptipadé kolem 300 tisic dolarti rocné. K ulehceni situace pacientim
Vertex Pharmaceuticals Casto otevird programy pro pacienty, kdy maji 1ék dostupny zdarma
nebo se finanéné spolupodili. Rovnéz by léky mély byt proplaceny pojistovnami. V Ceské
republice je pojistovnami hrazen pouze ¢k Kalydeco, SUKL zaregistroval i 1ék Orkambi a
o hrazeni tohoto 1éku se aktualné jedna [75,119]. Cesta k Trikafté v Ceské republice tak
miiZze byt jesté pomérné dlouha.

Disledkem vysoké ceny terapii jsou velké néklady na vyvoj a testovani téchto lékii.
Vsechny zavedené CFTR modulatorové terapie cili na nejcastéji se vyskytujici mutace.
Aktudlné nejsou piilis testovany zavedené ani nové potencidlni CFTR modulatory na mutace
CFTR genu s mensi Cetnosti vyskytu. Tento trend se pravdépodobné nebude v nejblizsi
budoucnosti vyrazngji ménit z hlediska toho, Ze finan¢ni navratnost za vyvoj léku pro
vzacnou mutaci by nebyla dostate¢na. V tomto ohledu jsou farmaceutické firmy limitovany
[69]. Zakladnu léCenych pacientii vS8ak miize vyrazn€ rozsifit Trikafta, ktera pomaha
pacientim s riznymi druhy mutaci CFTR genu. Staci, kdyZ maji alesponi v jedné alele
mutaci F508del [96]. Zbylych cca 10 % pacient vSak musi spoléhat na symptomatickou
lécbu, pokrok v genové terapii nebo v objevu ucinnéjSich modulatort pro jejich vzacnéjsi

mutaci.
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Dalsi problém piedstavuji dlouhodobé vedlejsi Gcinky CFTR moduldtort na
pacienty, které lze hrubé odhadovat u monoterapie ivacaftorem nebo teoreticky u
kombinované terapie ivacaftorem s lumacaftorem. U zbylych dvou terapii, které byly
zavedeny roku 2019, nelze s jistotou tvrdit, zda budou mit vliv na prodlouzeni délky doziti

¢i zlepseni funkce CFTR kandlu v dlouhodobém hledisku.

Ptinos v 1é€b¢ pacientl s nejcastéjsi mutaci F508del by mohla pfinést i zminovana

trojkombinace CFTR modulator od firmy Galapagos, kterd ma podobny charakter jako
Trikafta.

Pokrok pro tyto pacienty slibuji dalsi kategorie modulatori, které jsou aktualné ve
vyvoji. Konkrétné vhodné CFTR read-through agents by mohly pomoci v Ié€bé vétSing
pacientli s PTC mutacemi CFTR genu. Cesta k této terapii vSak bude zfejmé dlouhd, protoze
aktualné jsou tyto modulatory v raném vyvoji a v budoucnu bude potieba nalézt spravnou

kombinaci téchto individui s vhodnymi korektory a potenciatory.

Stejny problém se objevuje i u amplifikatora ¢i stabilizatorl, nicméné vSechny tyto
tfi nové typy CFTR modulatori se prozatim pouzivaji v kombinaci se zndmymi a

proveéfenymi korektory a potenciatory.

Diulezitym krokem pro pozitivni budoucnost lécby by mohlo byt kompletni
zmapovani vazebnych mist jednotlivych modulatori na CFTR protein a jejich pfesné
popsany mechanismus ucinku. Nedostatecné informace o piisobeni modulatort stale limituji

vyzkumy novych nebo i aktualné testovanych latek.

Pro 1écbu co nejvétsiho poctu lidi z populace nemocnych CF do budoucna je
podstatna optimalizace davkovani. Jde o nalezeni takového I¢ku, ktery by pomaleji podléhal
premeéné a mohl tak v téle piisobit déle. Lécba by poté nemusela byt tak nakladna a zaroven

by se tim usnadnil Zivot pacientiim, ktefi by mohli 1€k uzivat napt. pouze jednou denné.

Lécba CFTR modulatory je zatim ve velmi raném obdobi, nicméné za nékolik let
doséhla zajimavych vysledkii. Zhruba 20 CFTR modulatorii je aktudlné zafazeno do

klinického testovania postupné se budou pfidavat dalsi [70].

V tabulce 2 na strané 48 je vycet tfid mutaci CFTR genu a pfislusnych
modulatorovych terapii, které se hodi k 1éceni jejich disledkti v CF. V tabulce lze vidét, ze

témét pro vSechny tfidy mutaci byly navrzeny modulatorové terapie a je pravdépodobné jen
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otazka Casu, kdy doposud neschvalené tfidy CFTR modulatord budou schvaleny pro 1é¢bu

v kombinaci s doposud schvalenymi a vyuzivanymi potenciatory a korektory. V tabulce 3

na stran€ 48 jsou uvedeny CFTR modulétory a pfislusné slouceniny, které jsou ¢i byly

testovany.

Tabulka 2: Tridy mutaci CFTR genu s pfisluSnymi CFTR modulatory vhodnymi k 1écbé
jejich dopadii [46,98].

Trida mutace Terapie modulatory

I Read-through agents, NMD inhibitory

I1 Korektory, Korektory a potenciadtory, potencionalné s
amplifikatory a stabilizatory

11 Potenciatory

v Potenciatory

A" Amplifik4tory, NMD inhibitory

VI Stabilizatory

VII -

Tabulka 3: Tridy CFTR modulatort s ptislusnymi ptiklady sloucenin [98].

Trida CFTR | Priklad sloucenin (faze testovani)

modulatori

Read-through | Geneticin (pfedklinickd), Gentamicin (neuspésna piedklinickd), NB124

agents (klinicka)

Potenciatory ATP analogy (ptedklinickd), IBMX (preklinicka), PTI-808 (klinicka), ,
Geninstein (neuspésna predklinickd), ivacaftor (na trhu), GLPG1837 a
GLPG2451 (klinicka)

Korektory Curcumin (ptedklinickd), GLPG222 (klinicka), GLPG28511 (klinickd),
GLPG2737 (klinickd), GLPG3221 (klinickd), lumacaftor (na trhu),
tezacaftor (na trhu), elaxacaftor (na trhu)

Amplifikatory | PTI-428 (klinicka)

Stabilizatory Cavosonstat (klinickd), rastovy faktor hepatocytii (predklinickd),
vazoaktivni intestinalni peptid (predklinicka)
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V budoucnu se pravdépodobné dostane hned né¢kolik CFTR modulatori do 1é¢by CF.
Velky potencial ma rozvinuti 1é¢by pomoci terapie Trikafta o amplifikatory a stabilizatory,

kdy by mohlo dojit k témét uplnému napraveni funkce CFTR kanélu.

Ukézalo se, ze kombinovani CFTR moduldtord je spradvnym postupem a
potencionalni kombinace ¢i jednotlivé tfidy modulatord by mohly napomoci k 1écbé CF

vétSiny pacientd.
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