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Ladies and gentlemen,
I wish to welcome our honorable guests, especially:
*Representative of Health Minister
* Member of Europarliament Mr. Bogustaw Sonik,
* Member of Polish parliament Mr. Ireneusz Ras
*Hosts of our conference, the Chairman of WieliczRa salt
mine, Chairman of Town Council
*The invited guests: prof. Julian Zielenski,
prof. Carla Colombo, Karleen de Rijcke,
Ivo Kacaba, Hugues Gauchez,
prof. Wojciech Cichy, dr Dorota Sands
* Al of you, who devoted your time to come to
the conference: EURO CARE CF,
CF EUROPE, CHIESSI, ROCHE,
NOVARILS, SECURA NOVA,
PFIZER, SOLVAY, MILUPA.

First of all I would like to thank, our partners from Slovakia, Czech Republic and Hungary,
especially Mrs. Katarina Stépankovd who was the initiator of this conference, without her sacrifice
and hard work we wouldn't be able to realize this enterprise. Last year in Bariska Bystrzyca she
proposed organization of a conference about our “salty children” in the birthplace of the European
salt mining in WieliczRa so the people can associate cystic fibrosis with the salt.

Today is a special day, a day of symbols. Salt, music by Chopin played before the entrance to the
conference, the 3rd European day of Cystic Fibrosis, the hall in which we are, was also the meeting
place of presidents Wyszehrad (Our) countries.

As you can all see it is an obliging place, therefore I would like to encourage you to fruitful work,
Despite the fact that we all live in different countries and cultures, different social and economic
conditions, the cystic fibrosis is the same in the whole Europe, and we are Europeans. Therefore we
are determined to ensure that all our patients and person under our charge have the same conditions
without the regard to country in which they live, and their only worry is a visit at the geriatrician.
We represent here a lot of environments from many countries, despite the fact that many of us heard
at times that we want to promote ourselves; I would like this conference, like all our actions, to
promote the word - cystic fibrosis. It is only the unity of all environments which will fielp us achieve
this purpose

And therefore let us work the common document out which will lead us to the desired state.
I would liRe to thank you one more time for being here and for your attendance.

Pawel Wojtowicz



JAK TO BYLO S FRYDERYKEM CHOPINEM

Véra Vavrova a kolektiv Centra cystické fibrozy, UK 2. LF a FN Motol, Praha

Fryderyk Franciszek Chopin

se narodil 22. dnora (nebo 1.3.?)1810 ve ves-
nicce Zelazowa Wola nedaleko Varsavy.
»Basnik klaviru“ prozil v milovaném Polsku jen prvni ¢ast
svého Zivota. Od roku 1830 Zil v exilu ve Francii, kde 17. fijna
1849 zemfel. Pochovan je na nejstarsim parizském hrbitové
Pere Lachaise.

Chopin byva oznacovan za basnika romantického
klaviru. Ve své klavirni tvorbé vychazel hlavné z lidovych mo-
tivl a tradic. Ackoli Zil kratce, zanechal svétu 27 klavirnich
sonat, 25 preludii, 19 nokturen, 52 mazurek, 4 impromp-
ty, 3 sonaty, 1 barkarolu a 2 klavirni koncerty, které napsal
v 1819-1821. Prvni skladbu - polonézu G moll - zvefejnil v
sedmi letech. Robert Schumann pfivital jeho skladby slovy:
,Panové, klobouk dol{! Hle, génius!“

Na podzim 2009 vyhlasilo UNESCO a polska sné-
movna Chopin(v rok. Byl zahajen v Praze a v Pekingu. V ka-
tedrale sv. Vita v Praze bylo provedeno Mozartovo Requiem, které se hralo i na Chopinové
pohfbu v katedrale Madelaine v Pafizi. Velky vyznam se priklada tomu, Ze do Prahy byla na
tuto pfilezitost zapujcena Chopinova posmrtna maska.

Cechy navstivil skladatel celkem pé&tkrat, dvakrat jimi pouze projizdél pfi koncertni
cesté do Vidné, trikrat se tu zdrZel na delSi dobu a tyto pobyty mély v jeho Zivoté velky vyznam.
V roce 1835 se tu setkal naposledy se svymi rodi¢i a v roce 1836 s rodinou své snoubenky
Marie Wodzinské. Divka namalovala ChopinQv portrét, skladatel zkomponoval béhem pobytu
v penzionu U bilé labuté pisen Prsten. Poté, co se s Marii na pfikaz divéiny matky rozesli, vé-
noval ji valéik L‘Adieu op. 69. Snoubendiny dopisy si Chopin po cely Zivot schovaval, prevazal
je modrou stuzkou a napsal na né vlastnoru¢né Moja bieda, cozZ znaci v ¢estiné Moje hore.
Dopisy byly nalezeny u jeho Umrtniho loze v domé na Place Venddme v Pafizi.

Tento velky skladatel a klavirista trpél témér po cely svij Zivot zavaznou chronickou chorobou,
na kterou zemrel ve svych 39 letech.

Jeho prani, aby byl pohfben v Polsku, bylo vzhledem k politické situaci nesplnitelné. Dva
dny pred smrti sdélil své sestfe Ludwice prani, aby byla provedena pitva, aby alespon jeho
srdce bylo prevezeno do VarSavy a aby se na jeho pohrbu hralo Mozartovo Requiem. Pohreb
se konal 30. fijna za Géasti vice neZ 3 tisic zvanych hosti. Chopinovo srdce prevezla Gdajné
do Polska tajné jeho sestra Ludwika ve sklenici naplnéné konakem a zabalené v pradle. Po
tficeti letech bylo zazdéno do pilife kostela svatého Kfize ve VarSavé. Na pilifi je citat z bible
(Matou$ Mt 6, 21): ,Vzdyt kde je poklad Vas, tam bude i Vase srdce“.

O podstaté Chopinovy nemoci se vedou spory. V dobé jeho Zivota byly vSechny chronické
respiracni choroby pokladany za tuberkul6zu. ChopinGv posledni I€kaf, dr. Cruveilhier, ktery
také provadél pitvu, byl prosluly odbornik na tbc. Po pitvé Gdajné sdélil Chopinové sestre, Ze
srdce bylo postiZzeno vice nez plice a Ze se s podobnym onemocnénim dosud nesetkal. Sekce
prokazala kardiomegalii, plicni zmény snad nesvédcily pro tbc. Cruveilhier fekl, Ze pitva sice
neodhalila podstatu nemoci, Ze vSak je jisté, Ze s podobnymi zménami nemohl Chopin prezit.
Pitevni protokol se ztratil.

Chronické respiracni nemoci se vyskytovaly i v Chopinové rodiné. | jeho otec mél
respiracni problémy, Zil vSak do 73 let. Jedna ze tfi Chopinovych sester zemrela na zavazné
od détstvi trvajici respiracni onemocnéni ve 47 letech. Nejmladsi sestra byla velmi slabé dité
trvale kaslajici a dusné. Zemrela ve 14 letech. Chopin sam od détstvi trpél zanéty dychacich
cest s Upornym - zejména rannim kaslem. V zimé mival opakované exacerbace infekce dy-
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chacich cest. Mél ztizenou prichodnost nosu (polypy?).
Osmnact let se opakovaly hemoptyzy. Byl napadné lGnav-
ny - ¢asto ho bylo tfeba od piana odnést, v poslednich
letech Zivota vyucoval vleZe; mél problémy s chlizi do
schodd. Mél soudkovity hrudnik, ale nemél palickovité
prsty!
Mél opakované prdjmy, nesnasel tuéna jidla a pfi vys-
ce 170 cm vazil 48 kg. Udajné mél opozdé&nou puber-
tu. V roce 1837 béhem pobytu na Majorce prodélal Sok
z horka. Velmi pravdépodobné byl neplodny. Ackoli mél
11 let trvajici vztah s George Sand neméli spolu déti.
V poslednim roce Zivota byl jeho stav velmi vazny, témér
neopoustél 1Gzko. Mél otoky koncetin, bolesti kloubd,
opakované hemoptyzy. Bez opory nemohl ani sedét, byl
velice dusny. Po velkém utrpeni a 4 denni agonii zemfrel
17.10.1849 ve 2 hodiny rano. ~

Diferencialné diagnosticky pfichazeji v Ulva-
hu kromé tuberkul6zy alergie, astma, alergicka bron-
chopulmonalni aspergil6za, hypogammaglobulinemie,
mitralni stenosa, insuficience valvulae tricuspidalis,
Churglv-Straussové syndrom (alergicka granulomatosni
angiitida), plicni hemosiderosa a arteriovenosni plicni
malformace. Proti tuberkuléze se zda mluvit to, Ze ne-
nakazil ani Georgie Sandovou ani jeji déti, ackoli s nimi
byl mnoho let v Gzkém styku. V posledni dobé se za nej-

FIGURE 2. A caricature done in 1844 shows a barrel-chested
Chopin with thin limbs (conrtesy of Mackmm M. Mamvois).

pravdépodobnéjsi pri¢inu uvadi deficit a1- antitrypsinu (O’'SHEA 1987), nebo cysticka fibréza
(Kuzemko 1994). U obou téchto chorob se zdliraziuje rodinnd anamnéza a multiorganové
postizeni. Autofi, pfimlouvajici se za tuberkulézu tvrdi, Ze gastrointestinalni problémy mohou
byt pfitomny i u chronické tbc. Proti cystické fibroze mluvi hlavné to, Ze v dobé pred antibiotiky
Zil Chopin 39 let. Mél-li skute¢né insuficienci zevni sekrece pankreatu, musela by mit pozdni
nastup, protoZe nejsou zpravy o tom, Ze by jako malé dité byl ndpadné slaby. Muselo by tedy

jit o atypickou formu CF vyvolanou mirnymi mutacemi.

Pred dvéma lety zaZzadala skupina polskych kolegli o povoleni prozkoumat Chopi-
novo srdce, aby mohla molekularné genetickym vySetfenim zjistit pravou pfi¢inu skladatelovy
smrti, coz vyvolalo celonarodni debatu. Ukongilo ji zamitavé rozhodnuti ministerstva kultury.
Jedno ze zdUvodnéni znélo, Ze ,s narodni relikvii se musi zachazet patficnym zplsobem®.
Podstatu Chopinovy nemoci se tedy pravdépodobné nikdy nepodafi odhalit.

Literatura o Chopinové nemoci:

- Pades V. Uvahy o nemoci Fryderyka Chopina. Vniti Lek. 1980;

Rijen;26(10):1027-31.

- 0O7Shea JG. Was Frédéric Chopin “s illness actually cystic fibrosis? Med J Aust

1987;147:58609.

- Kuzemko J. Chopin’s illness. J. Royal Soc. Med. 1994; 87: 769.
- Steinkamp G. Did Frédéric Chopin actually suffer from tuberculosis?

Pneumologie. 1996; 50 Suppl 3:807-11.

- Kubba AK, Young M. The long suffering of Frederic Chopin. Chest

1998;113:210-213

- Majka L, Gozdzik J, Witt M. Cystic fibrosis - a probable cause
of Frédéric Chopin “s suffering and death. J Appl Genet. 2003;44:77-84.
- Persson H, Wikman B, Strandvik B. Frederic Chopin - the man, his music

and his illness. Przegl Lek 2005;62:321-5.



A JAK TO JE S NASIi HISTORII CYSTICKE FIBROZY?

Prvni zpravy o cystické fibroze se objevily v nasi literature zahy po 2. svétové val-
ce. Slo o kasuistiky ojedinélych pfipad. Prvnim soubornym referatem byla zprava Svejcara,
BenesSové a Houstka publikovana v roce 1948, ktera shrnovala kasuistiky nékolika kojencl,
diagnostikovanych na prazskych détskych klinikdch nebo sekéné. Diagnéza se tehdy opirala
o klinicky prabéh a prikaz insuficience zevni sekrece pankreatu. Ten spocival ve vySetre-
ni duodendlni Stavy, mikroskopickém vySetfeni stolice a v nepfimém prikazu nedostatku
pankreatickych enzym(. Nedostatek lipazy se prokazoval lipiodolovym testem, nedostatek
proteolytickych enzym( nedostateGnym natravenim Zelatinové vrstvy fotografického filmu po-
stupné fedénou stolici.

V roce 1958 stravil prof. Housték nékolik mésicl na studijnim pobytu v USA. Zjistil
tam, Ze podkladem chronickych a opakovanych respiracnich chorob je u velkého poctu déti
CF. Z jeho podnétu se po roce 1960 zhodnotil vyskyt CF na podkladé klinickych a sekénich
(daju ve StredoCeském kraji - 1:2 730 Zivé narozenych. Vyskyt CF na Slovensku hodnotil
v roce 1979 Hruskovi¢ a Getlik jako 1:1 730 Zivé narozenych.

Byl zaveden potni test pilokarpinovou iontoforézou a CF se zacala diagnostikovat i
u starsich déti. Byly vyzkouseny rlizné metody kvantitativniho stanoveni koncentrace chlorid(i
v potu a stanoveny hrani¢ni hodnoty. Motolské pracovisté ma zkuSenost s vice nez 30 000
potnimi testy. V soucasnosti provadi kolem 1800 potnich testl rocné.

Postupné se diagnostika CF rozSifovala po celé republice. PEGe o nemocné s CF
se koncentrovala predevSim do fakultnich a vétsich okresnich nemocnic, jednotlivi pacienti
viak byli Ié&eni i mimo tato stfediska. Pfi Ceské Pediatrické spoleénosti - souéasti Ceské
Iékafské spolecnosti J.E. Purkyné - vznikla pracovni skupina pro cystickou fibrézu, vedena
prof. Houstkem. Organizovaly se pracovni dny, pfednaskové vecery a fadu let se opakovala
i pfedvanocni setkani s odbornym a kulturnim programem na Bertramce. Jednotlivi 1ékafi,
ktefi se vice cystickou fibrézou zabyvali, se setkavali na celostatnich i zahrani¢nich kongre-
sech a konferencich. V ¢ervnu 1989 se v Praze konala 16. konference Evropské pracovni
skupiny pro cystickou fibrézu (European Working Group for Cystic Fibrosis - EWGCF), které se
kromé Cetnych zahraniénich hostd Géastnila aktivné i fada ¢eskych a slovenskych kolegu. Ve
sborniku konference vySla spoleéna prace Houst k J, HruSkovic€ |, Vyhnalek M, Kayserova H,
Pavluchova J, Vavrova V. Care for cystic fibrosis patients in Czechoslovakia. (Acta Univ Carol
Med (Praha). 1990;36(1-4):217-9).

V roce 1992 byl zaloZen Klub rodicl a pratel déti nemocnych cystickou fibrézou,

dnes Klub nemocnych CF. Kromé mnoha jinych aktivit pofada klub pravidelna setkani rodicl
a novéji i prarodicll, aukce obrazkd nemocnych i jejich kamaradu, Siti znalost CF v populaci
a pomaha nemocnym i jejich rodinam jak materialné tak psychologicky. Oblibené rekondi¢ni
tabory a spoleéné pobyty u more byly v souhlase s doporuc¢enimi Evropské spoleénosti CF i
NACFF (North American Cystic Fibrosis Foundation) zruseny pro nebezpeci Sifeni infekce.
Po rozdé&leni republiky vyhlasilo v roce 2002 Ministerstvo zdravotnictvi CR 5 center pro CF.
BohuZel nemaji vSechny nalezitosti ,centra“ a tedy ani samostatné hospodareni. Ne vSech-
na splnuji kriteria, ktera na centra kladou Standardy publikované Evropskou spole¢nosti
pro cystickou fibrézu v roce 2005. Spoluprace jednotlivych center je nesoustavna a spociva
hlavné v osobnim styku jednotlivych I€kar(l. V soucasné dobé se snazime o legalizaci a eko-
nomické zajisténi center.

Za pul stoleti se v pécCi o nemocné CF jsme zaznamenali nékteré nelspéchy, ale
i nesporny pokrok jak v diagnostice tak v I6Cb&. K nelspéchlim patfi zhorSeni diagnostiky
v terénu. Lékafi na CF v€as nemysli. VEk, v kterém jsou nemocni diagnostikovani stoupl a
setkavame se s typickymi projevy u nemocnych s tzv. téZkymi mutacemi CFTR genu, ktefi byli
fadu let IéCeni pod nespravnou diagndzou.
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Provedli jsme proto pilotni studii (1.2.2005 az 2.11.2006) novorozeneckého scre-
eningu metodou IRT/DNA/IRT, kterd odhalila 11 nemocnych CF. Median véku pfi stanoveni
diagnézy byl 38 dni. Pét z téchto novorozencli mélo starSiho sourozence a u 3 z nich byla
diagnostikovana rovnéz CF. Do té doby se Ié&ili pod jinymi diagnézami. Od fijna 2009 je v CR
zaveden celoplo$ny ministerstvem garantovany, Véstnikem MZd definovany novorozenecky
screening CF na principu IRT/DNA/IRT. Souéasné od srpna 2009 bézi grantova studie IRT/
PAP/DNA, ktera méla pUvodné za cil preklenout dobu, nez bude narodni screening spustén,
ale nakonec se provadi paralelné. Véfime, Ze nam to umozZni posoudit, ktery model je vy-
hodnéjsi. Metoda IRT/DNA/IRT je drazsi a vygeneruje relativné hodné zdravych nosi¢l muta-
ce CFTR genu. IRT/PAP/DNA oproti tomu predstavuje vétsi stress pro rodiny vzhledem k nut-
nosti provést vySetfeni potniho testu u pomérné vysokého poctu novorozencu. Od zahajeni
screeningu jsme odkryli jiZ 7 novorozencd, jeden z nich opét mél starSiho sourozence s CF.
K Uspéchlim nesporné patfi perfektni diagnostika molekularné geneticka. V poloviné 90. let
docililo motolské genetické pracovisté >98% populaéné specificky zachyt mutaci CFTR genu.
V soucasné dobé neni v motolském pediatrickém souboru ani jeden CF nemocny s dvéma
neznamymi mutacemi a pouze 3 dospéli maji jednu neznamou mutaci. Podafrilo se to diky
novym metodam a mezinarodni spolupraci.

Vyrazné se zlepSila mikrobiologickd diagnostika. PCR diagnostika komplexu
Burkholderia cepacia a Pseudomonas aeruginosa umoznila véasnou identifikaci mikrob( a
separaci rlizné infikovanych nemocnych, coz priznivé ovliviiuje jejich zdravotni stav.

Byly zavedeny nové 1éCebné metody, UspéSné se provadi doméci i.v. IéCba nemoc-
nych infikovanych Pseudomonas aeruginosa. Od roku 1998 jsou v Praze provadény trans-
plantace plic. Dosud bylo transplantovano 24 nemocnych, z nichz 11 Zije, vétSinou s velmi
dobrou kvalitou Zivota. Devét nemocnych bohuzel zemrelo na ¢ekaci listiné. V roce 1999 byla
provedena 1. transplantace jater u nemocného s CF, druhou podstoupila mlada Zena, u které
byly pfed tim transplantovany plice. Oba Ziji v dobrém stavu. Jeden nemocny zemrel na éekaci
listiné, jeden je na éekaci listiné v souéasné dobé. V lednu 2004 byla v Institutu klinické a
experimentalni mediciny provedena transplantace srdce u 18letého chlapce, u kterého byla
CF komplikovana dilatacni kardiomyopatii. Po 4 letech velmi pfiznivého pribéhu se jeho stav
zkomplikoval malignim lymfomem, kterému pacient v listopadu 2008 podlehl.

Velky pokrok udélala respiracni fyzioterapie. Byly zavedeny nové metody spocivajici
v aktivnim cyklu dechovych technik, v autogenni drenazi, v uzivani respiracnich trenazér i
v pohybové terapii. Respiracni handling kojenct velmi pfiznivé ovlivnil pribéh nemoci, coz
prokazalo srovnani stavu vyzivy a funkce plic skupiny déti IE¢enych touto metodou a kontrolni
skupiny.

Longitudinalné sledujeme stav vyzivy a funkce plic nasich nemocnych od roku
1985. Po roce 1990 se s otevienim hranic velmi zlepSily nase 1éGebné mozZnosti. Vyrazné se
zlepsila dostupnost novych antibiotik, Géinné pankreatické substituce, nutriénich preparatd.
0d r. 1995 mame moznost podavat rhDNazu vSem indikovanym nemocnym. Metody fyziote-
rapie byly obohaceny o moderni trenazéry a vykonné inhalaéni pfistroje.

To vSe vedlo k vyraznému zlepSeni péce o nemocné s CF, k prodlouZeni jejich Zivota i zlepseni
jeho kvality. Postupné se nam dafi vyrovnat zpozdéni, zplsobené 40 lety izolace a stav nasich
nemocnych se bliZi stavu nemocnych ve vyvinutych zemich.

Podporovano VZ MZOFNM2005.
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Klinika Pneumoldgie a Ftizeologie FNLP Kosice

MUDr. Kopcova Lenka ; MUDr. Somo$ Andrej
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ZKUSENOSTI S REGISTREM CYSTICKE FIBROZY
V CESKE REPUBLICE

V. Vavrova, D. Zemkova, V. Skalicka, J. BartoSova, M. Balascakova, T. Piskackova, T. Kucerova, L. Fila, L.
Smolikova, M. Turnovec, P. Dfevinek, M. Macek Jr
Centrum Cystické fibrézy, UK 2. LF a FN Motol, Praha

Registr pacientu je organizovany systém sbéru dat pro Gcely
védecké, klinické a administrativni. Slouzi k zjisténi demo-
grafickych Udajl, stavu nemocnych, Gcinnosti diagnostic-
kych metod, kvality |éCebné péce, mortality, prezivani, vy-
skytu infekci i komplikaci.

Podle doporuceni Evropské spolecnosti pro cystickou fibro-
zu i Nadace pro CF Spojenych statl by kazda zemé méla mit
sv{j narodni registr. Kromé toho je snaha vytvorit nadnarod-
ni registry, které méfi a porovnavaji rizné aspekty péce o CF
v jednotlivych zemich pfi rizné strategii IéCby. To umozZnuje
optimalizaci 1éGebnych schémat. Zaroven poskytuji tyto re-
gistry data pro epidemiologicky vyzkum i pro vyhledavani
pacientl pro multicentrické studie.

Data shromazdéna v narodnim registru umozni ziskat preh-
led o demografickych Gdajich, o stavu pacientd a jejich
Iécbé. Registruji vék diagnoézy, pfiznaky vedouci k diagnéze, genotyp, koncentraci chlorid
v potu, frekvenci pankreatické insuficience. Na jejich podkladé se Ize informovat o vyskytu
mikrob(l v sekretu dychacich cest, o exacerbacich infekce, o funkci plic i stavu vyZivy, o vy-
skytu komplikaci a zpUsobu léCeni. Pomohou nam odpovédét si na fadu otazek. UmozZnuji
vyhledavat vztahy mezi jednotlivymi veliCinami a tim i hledat prognostické faktory, dovoluji
porovnavat stav pacientl v rizném obdobi, provadét srovnani funkce plic u pacientl s rlz-
nym |lééebnym rezimem, srovnavat klinicky stav v rliznych zemich.

Predpokladem pro zafazeni do registru je informovany souhlas pacienta nebo jeho rodica.
Podle evropskych pravidel registrujeme vyhradné pacienty s prokazanou CF, {j. ty, u kterych
pro CF svédci klinicky obraz a jsou prokazany dvé mutace, o kterych je znamo, Ze pusobi CF
a/nebo ktefi maji nejméné 2 x spolehlivé prokazany pozitivni potni test.

Pacienty ktefi maji pouze 1 mutaci a hrani¢ni hodnoty potniho testu do registru nezarazu-
jeme. Dispenzarizujeme je jako moznou CFRD (CF related disease) a patrame podrobnym
molekularné genetickym vySetfenim po druhé mutaci. Sledujeme u nich klinické projevy a
mozné komplikace, pfitomnost infekce Pseudomonas aeruginosa, RTG nalez sinusitidy, u
dospélych muzi prikaz azoospermie.

To, Ze ne kazdé podezfeni na CF se potvrdi, ukazuje kasuistika dnes 73letého muze. Od
détstvi mél zahlenéné dychaci cesty s bélavou sekreci z nosu a expektoraci bélavého spu-
ta. 0d 1951 inzulinodependentni diabetes mellitus. Mél sklon k nizSimu TK s opakovanymi
kolapsovymi stavy. V letech 1988 - 1998 byl opakované operovan na ORL pro chronickou
pansinusitidu. V roce 1989 diagnostikovana bronchitis chronica, resp. CHOPN. 1995 prove-
dena antirefluxni operace pro GER, byl Ié¢en Helicidem. V roce 1992 (v 61 letech) slySel roz-
hlasovou relaci o CF a dospél k nazoru, Ze ma tuto diagnézu. Opakované mu byla vySetfena
koncentrace chloridd v potu, s hodnotami mezi 47,4 a 93,2 mmol/I, 4x >60 mmol/I. Nega-
tivni vysledek analyzy panelu 38 mutaci CFTR snizil pravdépodobnost CF na 1:286 (zjisténa
pouze potencialné patogenni varianta IVS8-5T/7T). Byl dale sledovan v CF centru. V letech
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2003-2004 FEV1 57% naleZité. hodnoty, sputum kultivacné negativni, elastaza 1: 570 pg/g.
Vzhledem k tapani o spravné diagnéze byl odeslan na vySetreni transepitelidlnino rozdilu po-
tencial(l nosni sliznice do laboratofe molekularni patologie CF v Hannoveru. VySetfeni prove-
dla dr. Mekus. VySetteni potvrdilo diagnézu systémového pseudohypoaldosteronizmu (ENaC
disease). Je to autozomalné recesivné dédicna choroba dana mutaci epitelidiniho natriového
kanalu se systémovou manifestaci (renalni forma spociva v mutaci receptoru pro aldosteron).
V pfipadé postizeni dychacich cest chybi reabsorpce natria (a vody), nemocny se doslova
Jtopi v sekretech”, stejné jako u CF stoupa koncentrace NaCl v potu. Maximum obtizi byva
v Casném détstvi (uzsi dychaci cesty).

Do klinickém obrazu patfi sklon k hypotenzi, popisuje se i GER, nebyvaji vSak sinusitidy.

0Od pocéatku soustavné péce o nemocné s CF jsme se snazili mit prehled o tom, kolik nemoc-
nych bylo na klinice hospitalizovano od roku 1946. Chybély nam vSak podrobnéjsi Gdaje,
protoZe ne vSechny chorobopisy byly dostupné a uchovavani a sledovani dat nebylo v prede-
lektronické dobé snadné.

Proto jsme se v roce 1996 rozhodli zaloZit elektronickou databazi, pro kterou jsme vyhledali
data vSech nemocnych, ktefi Zili 1.1.1985 a pozdéji. Zafadili jsme tam i nékteré nemocné
sledované na jinych pracovistich, longitudinalné vSak byli sledovani pouze nemocni |éGeni ve
FN Motol. Zaméfili jsme se na: hodnoceni stavu vyZivy, funkce plic, mikrobiologie sekrett a na
nékteré komplikace. | kdyZ byl tento ,registr“ amatérsky a nedokonaly, umoznil ndm dobrou
orientaci o stavu nemocnych a predevsim o longitudinalnim vyvoji. Bylo ndm véem ovSem
jasné, Ze potfebujeme celostatni registr, ktery by odpovidal vSem pravnim pozadavkim.

Po dofeseni pravnich néleZitosti s ochranou dat a pristupem k registru jsme v roce 2003 pfis-
toupili k zaloZeni celostatniho registru, o néjz se zasadné zaslouzil MUDr. O. Cinek, PhD.

Co mozna nejvétsi zachyt v populaci jsme zajistili tim, Ze jsme po nemocnych s CF patrali i u
odbornych Iékafu i praktickych I€ékafl pro déti a dorost.

Kromé demografickych Udajl a prvnich pfiznakd sledujeme antropometrické parametry
véetné pali¢kovitych prstl a Tannerova skore, funkcei plic, vysledky zobrazovacich metod a
respiracni komplikace. Podrobné hodnotime mikrobiologii sekretl dychacich cest véetné
poctu vySetfeni, vySetfeni na NTB a anaeroby. Z mimoplicnich komplikaci sledujeme CFRD -
provedeni oGTT, jaterni komplikace, osteoporézu a dalsi.

K dneSnimu dni jsme shromazdili data o 566 pacientech, u kterych mizeme hodnotit demo-
graficka data. Je to 276 muz(i a 290 Zen ve véku od O do 55 let. Z nich Zije 512 (247 muzd,
265 zen), 49 nemocnych zemrelo, 0 5 se ndm nepodafilo ziskat zpravu. 41 % nemocnych
je starSich nez 18 let, median véku k dneSnimu datu je 15,65 roku. Do registru prispivala
jednotliva pracovisté rliznymi poéty nemocnych: Praha 331 pacient(, Brno 76, Hradec 60,
Olomouc 43, Plzen 31, Ostrava 14, Most 11.

47 % registrovanych nemocnych jsou homozygotnimi nosi¢i mutace F508del. DalSich 36,7 %
jsou sloZeni heterozygoti této mutace s jinou a necela 3,18 % maji druhou mutaci neznamou.
U 10,6 % jsme zjistili dvé jiné mutace a 0,7 % ma jinou mutaci, aniz by byla druhd znama.
U necelych dvou procent (1,8 %) nemocnych jsme dosud nenasli ani jednu mutaci. Do této
skupiny nepatfi zadny z nemocnych sledovanych v Praze a domnivame se, Ze doplnénim
vySetfeni na specializovaném pracovisti toto procento jesté snizime.

Mutace je F508del je v nasem souboru nejcastéjsi a byla prokazana u 66,75 % nemocnych.
Na druhém misté je slovanskad mutace CFTRdele2,3 (21kb) v 5,02 %, a na tfetim misté , kelt-
skad“ mutace G551D (2,73 %). Srovname-li tyto Gdaje s frekvenci slovenskych mutaci jak ji
uvadéla Kayserova v roce 2008, je zfejmé, Ze se lisSime jak v uvedenych prvnich tfech v Ceské
Republice nejcastéjsich mutacich tak v tom, Ze na Slovensku je Castéjsi G542X, coz ukazuje
vétsi stfedomorsky vliv.
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Zakladni klinické Gdaje mizeme hodnotit pouze u souboru 471 nemocnych, o kterych mame
Gdaje z roku 2007. Slo 0 291 déti a 180 dospélych, z nichZ 415 (88.5 %) bylo pankreaticky
insuficietnich, 54 (11.5 %) mé&lo mekoniovy ileus, 21 (45.7 %) bylo infikovano Pseudomonas
aeruginosa a 88 (18.7 %) Burkholderia cepacia komplexem. Procento déti infikovanych B.
cepacia komplexem bylo podstatné nizsi (7.6 %) nez procento infikovanych dospélych (37,2
%). Hepatopatii mélo 2.3 % nemocnych, na CF vazany diabetes 13,6 %. Opét je vyrazny rozdil
mezi détskymi pacienty, ktefi maji CFRD jen v 3.8 %, zatim co u dospélych se vyskytuje v 29.4
%. Osteopordzu jsme mohli hodnotit pouze u ¢asti dospélych z prazského centra, kde byla
pfitomna u 30 % nemocnych a souboru pacientl z Hradce Kralové, kde ji prokazaliaz u 18
% détskych pacient(.

Pro hodnoceni funkce plic jsme uzivali median procenta nalezitych hodnot FEV1; (populacné
specifické normy byly uZity pro vSechny parametry). Zjistili jsme, Ze u déti je median 88 %
(rozmezi 32 - 128 %), u dospélych 62 %(rozmezi 17 - 144 %).

Stav vyzivy jsme hodnotili pomoci télesné vysky, hmotnosti k vySce, BMI, dale sledujeme i
obvod paze a tloustku kozZnich ras.

Potvrdili jsme, Ze funkce plic zavisi na stavu vyZivy a zhorSuje se, je-li nemocny infikovan
Bcc. Z registru dale vyplynulo, Ze ve srovnani s rokem 1998 pfribylo dospélych nemocnych
predevSim nad 24 let. V détské populaci se proti roku 1998 zlepsila funkce plic, ubylo déti
s nizkymi hodnotami FEV1 a naopak pfibylo téch, ktefi maji hodnoty nad 86 % nal. h. a do-
konce i vy$Sich nez 100 %.

Nepfiznivy trend se ukazal ve véku stanoveni diagndzy. Zatim co do roku 1998 byl median
véku pfi stanoveni dg 0,56 roku, v roce 1999 stoupl dokonce na 2 roky a nad touto hodnotou
se pohyboval i v 4 dalSich letech. Nelze to vykladat pouze tim, Ze se stanovuje diagnéza u
netypickych a mirnych forem, mezi pozdé diagnostikovanymi détmi je vétSina s dvéma ,tézky-
mi“ mutacemi a typickym pribéhem.

Srovnali jsme téZ hodnoty nasich nemocnych z roku 2007 s nemocnymi z registru USA z roku
2006. S vyjimkou vékové kategorie 10,1 - 17 let maji americti nemocni ponékud vyssi hod-
noty FEV1, ale rozdil neni velky. Soudime, Ze se nam UspéSné dafi dohonit handicap, ktery
pro nas znamenalo 40 let totalitniho rezimu.

Velky vyznam spatfujeme v modernich metodach fyzioterapie. Prokazali jsme, Ze metoda
respiracnino handlingu pfiznivé ovlivnila vSechny parametry funkce plic, pfedevsim hodnoty
pritoku na nizkych objemech VC ve 12ti letech. Soustavné zavadéni respiracniho handlingu
u vSech novorozencl pokladame za velky pfinos a pfislib do budoucna, zejména nyni, kdyZ
diagnostikujeme screeningem déti v prvnich tydnech Zivota.

Cil registru vidime v tom, Ze musi slouZit kazdému |ékafi, ktery nemocné s CF 1é&i, nejen
skupiné, ktera zpracovava celostatni vysledky. Proto pokladame za nejvyhodnéjsi némecky
registr, ktery kombinuje statistické zpracovani dat i individualni sledovani kazdého pacienta.
V roce 2009 jsme se s némeckymi autory spojili a v souéasné dobé dokoncujeme prevzeti
jejich systému. Véfime, Ze zisk z této nové formy registru predéi nase - byt pozitivni - zkuSe-
nosti s dosavadni formou.

Zavérem zdlraznujeme, Ze informace ukladané v registru museji byt spolehlivé a co neji-
pIngjsi. Jen tak skytaji dulezité Udaje o vyskytu CF, o preZivani jak obecné tak ve vztahu ke
genotypu, o klinickém stavu nemocnych, o mikrobiologii v jejich respiracnich sekretech a

lité a prezivani, spojené s identifikaci prognostickych faktord.

Podporovano VZ MZOFNM2005.
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SKUSENOSTI S REGISTROM CF NA SLOVENSKU

Kayserova Hana
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MOLEKULARNA DIAGNOSTIKA CYSTICKEJ FIBROZY
NA SLOVENSKU: JEJ STAV A PERSPEKTIVNE SMEROVANIE

A. Soltysovd, A. Ficek, M. Baldovié, P. Kolesar, H. Polakova, G. Minarik, H. Kayserova, L. Kadasi

Molekularna diagnostika cystickej fibrozy je ne-
smierne dolezita v diferencialnej a prenatalnej diagnostike
tohto zavazného ochorenia. Priama DNA diagnostika, spoci-
vajlca v identifikacii kauzativnych mutacii, je vSak do znac-
nej miery komplikovana existenciou viac ako 1600 r6znych
mutécii rozptylenych po celom CFTR géne. Zoznam doteraz
identifikovanych mutacii je neustale aktualizovany v data-
baze mutécii cystickej fibrézy http://www.genet.sickkids.
on.ca/cftr/app. Spomedzi vSetkych znamych mutéacii je
priblizne tridsat najcastejSie vyskytujlcich sa mutacii za-
hrnutych vo viacerych komer€nych diagnostickych kitoch,
ktorymi sU rutinne analyzované DNA vzorky aj slovenskych
pacientov. Rutinné testovanie na tieto mutacie bolo odporu-
¢ané ACMG a ACOG (Tab.1)

Tab. 1 Odporucané mutacie pre rutinny skrining CF

dF508 1898+1GA R560T 1507V
MN1303K R117H G551D 1506V
3845+10kh R553X 2184delA 621+1G>T
G342¥ 3120+1G 2789+5GxA | T11+1G>T
W1282¥ V754M R1162¥ R334W
R347P dI507 /7797 A455E
3659delC GA5E FS08C 1717-1G=A

Vzhladom k tomu, Ze typizaciou tychto mutacii je u slovenskych pacientov zachyte-
nych len priblizne 50% vSetkych kauzativnych mutacii, bolo pre zlepSenie diagnostiky tohto
zavazného ochorenia potrebné zaviest nové metddy analyzy DNA schopné efektivne detego-
vat zvy$né, nezname mutacie. Do projektu urCenia spektra mutacii v slovenskej populacii
bolo zaradenych 428 pacientov so suspektnou diagnézou cystickej fibrézy. VSetci pacienti
boli v prvej faze vySetreni pomocou komeréného kitu ELUCIGENETM. Nasledne boli pomocou
dvoch met6d, HRM a DHPLC, zaloZenych na principe analyzy heteroduplexov DNA, analyzova-
né DNA vzorky 300 pacientov, u ktorych nebola pomocou kitu diagnostikovana Ziadna alebo
len jedna mutéacia v CFTR géne. Danymi metédami boli analyzované oblasti vSetkych 27-ich
exénov CFTR génu s naslednou sekvenacnou analyzou a charakterizaciou vSetkych detego-
vanych heteroduplexnych profilov.

Metéda DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography) sa ukazala
ako vel'mi G¢inny nastroj pre vyhladavanie mutéacii. Tento pristup je zaloZeny na rozdielnom
Case ellicie DNA heteroduplexov a homoduplexov z chromatografickej kolony za Giastocne
denaturacnych podmienok. Analyza DHPLC prebehla na systéme WAVE 3500 (Transgenomic,
Inc.) s kolénou DNASep® (Transgenomic, Inc.). Optimalnu teplotu kolény pre mutaénud analy-
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zu kazdého amplikonu (exdnu) sme stanovili na zaklade simulovanej parcialnej denaturacie
referencnej sekvencie prislusného amplikénu pomocou softvéru Navigator® software. Ampli-
kény ktoré obsahovali viac teplotnych domén sme analyzovali pri dvoch maximalne troch roz-
nych teplotach pre dosiahnutie rovnakej miery denaturacie v teplotnych doménach a 100%-
nej senzitivity pre analyzovan( éast (exén). Vysledné chromatogramy sme vyhodnocovali v
programe Navigator® software (Transgenomic). PCR produkty, ktoré vykazovali v eluénom
profile pritomnost heteroduplexov sme nasledne sekvenovali.

Kratsie amplikény (maximum 250-300 bp) sme analyzovali rychlejSou metddou
high resolution melting (HRM) na pristroji LighScanner®. Tento pristup je zaloZeny na analy-
ze teplotnej krivky pri postupnej teplotnej denaturacii PCR amplifikadtu v pritomnosti dsDNA
viazucej farbicky. Pri vysokom rozliSeni zaznamenéavania fluorescencie sa pritomnost hete-
roduplexov alebo sekvenénych variantov (mutantnych homozygotov) prejavuje ako zmena
priebehu teplotnej krivky. Pre samotnd analyzu ako aj na vyhodnotenie teplotnych kriviek
sme pouzili LightScanner software® v2.0. PCR produkty, ktoré vykazovali zmenu priebehu
teplotnej krivky sme nasledne sekvenovali.

Tymito postupmi sme identifikovali 19 kauzativnych mutacii pomocou komeréného
kitu a 38 mutacii pomocou HRM a DHPLC metddy z coho 4 mutéacie neboli doteraz v Ziadnej
inej populacii popisané. Tiez bolo identifikovanych 31 polymorfizmov z ¢oho 3 su literatlrami
opisané ako mozne varianty spdsobujlce vznik defektného proteinu v dosledku chybného
zostrihu prekurzorovej mRNA (Tab. 2). Spomedzi vSetkych sledovanych pacientov bola u 174
identifikaciou dvoch kauzativnych mutacii molekularnou analyzou potvrdena diagnéza cystic-
kej fibrézy. Jedna mutéacia bola detegovana u 94 suspektnych pacientov a u 160 suspektnych
pacientov nebola ndjdena Ziadna mutacia. NajcastejSie sa vyskytujica mutacia je dF508,
ktora predstavuje 66,8 % spomedzi vetkych identifikovanych mutéacii. Dalsimi dasto zast(-
penymi mutaciami v slovenskej populacii si 3849+10kb, G542X, CFTRdel21kb, N1303K,
2184insA, ktoré sa vyskytuja vo frekvencii 4,28%, 4,06%, 2,26%, 2,03% a 1,58%. Menej ¢as-
tymi mutaciami vo frekvencii 1,1% su R117H, 2143delT, R347P a vo frekvencii 0,9% R553X
a IVS8-5T. Ostatné mutacie sa vyskytuju vo frekvencii mensej ako 0,5%,6o znamenalo pritom-
nost mutacie na menej ako troch chromozémoch.

Tab. 2 Spektrum mutacii v slovenskej populacii.

Pravdepodobne
Rutinny skrining Skrining pomocon metod TTRM a DITPLC j};;;';:"m}'

dAF508 243delT L12275 1898+ 1G/A R 10651 T148T F120+33G—T
MNI1305kR 2133AA'G | GSTHA 1895+1G/C RT64X ALZ2EY | 3272-26A-20
3849+ 10kb 3659delC 263 dinsT 1175-2A0C R3i1C GA3TD 1342-11 G=T
G542X 1898+ 1G/A | 2184imsA 4405-1T/C GSE1D H954P
CFTRdel21kb | R11TH 4108de1T IV5621+ 1GT | GESE HI13T5N
E217G R553X 306insA IVEE-ST F1052V 51159F
ins 05T R555X 36H2insT [ DI1S2ZH Q476X | S1235R
W282X 3120+1G/A | T11+1GT DosIN FS08C V5621
R34TP V754N T12-1G/T RES1X MIIOIR

17T17-1G0/A E831X MI162L

Vysledky predkladanej studie poukazuju na fakt, Ze rutinne pouZivané komercné
kity slUZiace na diagnostiku cystickej fibrézy nie si v nasej populacii postacujlce pre moleku-
larne stanovenie diagnézy u mnohych pacientov a preto by bolo vhodné uvaZovat o zavedeni
dalSich metdd do rutinnej praxe. Tieto metody by vS§ak mali byt rychle, spolahlivé a relativne
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finanéne nenaroc¢né, aby umoznili identifikaciu ¢o mozno najvacésieho poctu mutacii za kratky
¢as. V tejto Studii pouzivané metédy DHPLC a HRM sa ukazali sice ako spolahlivé ale ¢asovo
relativne nevyhodné. V najblizSom ¢ase by sme sa preto na zaklade vysledkov tohto projektu
chceli pokusit navrhnit a otestovat populaéne Specificky diagnosticky Cip, ktory by obsa-
hoval doteraz zname mutacie najdené u slovenskych pacientov s moznostou lubovolného
rozSirenia v budlcnosti. Pre identifikaciu vacsSich prestavieb, ktoré nie je mozné identifikovat
sekvenovanim a ktoré preto mozu byt kauzativnymi aj u ¢asti 94 suspektnych pacientov
s nami detegovanou jednou mutaciou, by sme chceli zaviest metédu MLPA. Zavedenim tych-
to metdd by sme radi prispeli k zjednoduseniu a urychleniu diagnostiky cystickej fibrézy na
Slovensku.
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POLYMORFIZMY MBL2 GENU A ICH MODIFIKUJUCI UCINOK U
PACIENTOV S CYSTICKOU FIBROZOU

Tarova E.%, Polakova H.?, Kayserova H.3, Celec P4, Zuzulova M.5, Nes¢akova E.6, Kadasi L.*?
tarova@fns.uniba.sk
1Katedra molekularnej biolégie, Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského v Bratislave,
2Ustav molekuldrnej fyziolégie a genetiky, Slovenska akadémia vied, Bratislava,
3Centrum cystickej fibrézy, Fakultnd nemocnica s poliklinikou Bratislava,
4Ustav patologickej fyzioldgie Lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave
5Ustav laboratérnych a vySetrovacich metéd LFUK a OUSA, Onkologicky Ustav sv. AlZbety, Bratislava

SKatedra antropoldgie, Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského v Bratislave

Cysticka fibréza je najcastejSie letalne autozomal-
ne recesivne ochorenie u kaukazoidnej rasy. Pri¢inou smrti
v 90 % pripadov je respiracna nedostatocnost, spdsobena
hustym hlienom a chronickym zapalom, vyvolanym bakte-
ridlnou infekciou dychacej sUstavy (1). Dolezitymi patogén-
mi, ktoré vyvolavaju bakterialnu infekciu, s Pseudomonas
aeruginosa a Burckholderia cepacia. Plicne symptémy su
velmi variabilné aj medzi pacientmi aj v ramci rodin, ¢o
je spdsobené aj velkym mnoZstvom mutacii v CFTR géne
(A717) (2, 3, 4).

Predpoklada sa, Zze zavaznost pltcneho ochorenia
pri CF je modifikovana pomocou sekundarnych genetickych
faktorov, tzv. modifikujicich génov. Jeden z prvych identi-
fikovanych modifikujacich génov, ktory preukazal vplyv na
plicnu funkciu pri CF bol mandzu viaZuci lektin 2 (MBL2)
gén (5). MBL protein je ddlezity komponent vrodeného imu-
nitného systému, ktory ma 2 funkcie: opsonizaénu a aktivaciu komplementu. MBL je synteti-
zovany v peceni pomocou hepatocytov a vylu¢ovany do krvi (2).

Ludsky MBL gén je lokalizovany na chromozéme 10q11.2-g21. Ukazalo sa, ze MBL
alelové varianty spdsobuju nizke hladiny MBL séra, ktoré st asociované so zvySenym rizikom
roznych typov infekcii, ktoré sa vyskytuja vac¢sinou u deti, ale aj u dospelych. NavySe, MBL de-
ficiencia pravdepodobne hra Glohu aj pri autoimunnych ochoreniach. (6). Tri jednonukleotido-
vé polymorfizmy s zname v MBL2 géne, ktoré s spdsobené zamenou nukleotidov v exéne
1: v kodone 52 (arginin na cystein, alela D), kodone 54 (glycin na kyselinu asparagovd, alela
B) a v koddne 57 (glycin na kyselinu glutamovd, alela C). Zameny tychto aminokyselin zme-
nia zmysel terciarnej Struktiry kolagénovych regionov MBL proteinu. Heterozygozita alebo
homozygozita tychto mutacii spdsobuje malo funkény alebo vobec nefunkény MBL protein,
a preto tieto alely sa nazyvaju O (nula). VSeobecné oznacenie ktorejkolvek mutantnej alely je
0, kym normalna alela sa nazyva A. Okrem toho ddlezita jednonukleotidova substitucia je aj
v prométorovom regiéne MBL2 génu, ktora tiez ovplyvinuje hladinu MBL proteinu. Tento poly-
morfizmus sa nachadza v kodone -221 a oznacuje sa ako YX, kde Y je normalna alela a X je
heterozygotna alebo homozygotna varianta, ktora spdsobuje nizku hladinu MBL proteinu. (1,
2,3,5,6)

V praci sme sa zamerali na skimanie pritomnosti Strukturalnych variant MBL2
génu a promoétorovych variant, ktoré spdsobia nizku hladinu MBL proteinu a tym ovplyvnia
priebeh plicneho ochorenia a prezitia pacientov s CF. (2, 6)

37



Material a metody

Do analyzy identifikacie polymorfizmov MBL2 génu sme zahrnuli 91 slovenskych
jedincov s cystickou fibrézou. Z 91 pacientov 68 bolo homozygotnych pre mutaciu AF508,
23 pacientov mal kombinaciu mutéacii AF508 s inou zavaznou mutaciou: CFTR2,3del (5),
G542X(5),N1303K (3),2184insA (2), R553X(2), 3659delC (1), 1898+1G->A (1), W1282X (1),
ins605T (1), 4108delT (1), EB31X+R851X (1). Kontrolny sibor pozostaval zo 100 nadhodne
vybranych DNA vzoriek od zdravych jedincov.

Pri vyhodnoteni vysledkov sme hladali asociaciu medzi spirometrickymi Udaj-
mi a MBL2 genotypmi. FEV1 (%) hodnota predstavuje objem vzduchu usilovne vydychnu-
ty za prvi sekundu po zaCiatku vydychu, ur€uje plticnu funkciu a koreluje aj s prognézou
ochorenia.

Z 91 pacientov bolo 65 infikovanych baktériou Pseudomonas aeruginosa, z toho 53
este v mladsom veku (do 18 rokov) a 12 pacientov bolo infikovanych v dospelom veku (nad
18 rokov). V pripade infekcie s baktériou Burckholderia cepacia bolo z 91 pacientov infikova-
nych iba 26, z toho 17 v mladSom veku a 9 v dospelosti.

Na analyzu polymorfizmov MBL2 génu sme pouZili metédu SNaPshot, ktora je mul-
tiplex PCR reakcia, tzv. minisekvenovanie. SNaPshot metdda je zaloZena na jednonukleoti-
dovej elongacii neznaceného Specifického primeru, kombinujlcu Specificitu dideoxynukleo-
tidovej inkorporacie DNA polymerazou a senzitivitu fluorescencie. Priame DNA sekvenovanie
moze sl(zit na overenie spravnosti vysledkov ziskanych pomocou SNaPshot metédy. Metéda
pozostava z niekolkych krokov: amplifikacia cielovej genémovej oblasti pomocou PCR reak-
cie, purifikacia PCR produktu pred extenznou rekaciou, SNaPshot extenzna reakcia, purifi-
kacia PCR produktu po extenznej reakcii, kapilarna gélova elektroforéza, analyza ziskanych
Gdajov.

Koncentracia MBL proteinu bola stanovena metédou ELISA (Enzyme-linked immu-
nosorbent assay) na mikrotitraénych platnickach pokrytymi monoklonalnymi anti-MBL proti-
latkami.

Vysledky a diskusia

Pri vyhodnoteni ziskanych vysledkov sme rozdelili pacientov podla jednotlivych
polymorfizmov do viacerych skupin genotypov, pricom zvlast sme hodnotili 3 polymorfizmy
vexone 1 (A/B,A/C, A/D) pod spolocnym nazvom A/0, kde A je normalny variant a O oznacuje
alelu B, alebo C, alebo D. AA bol homozygot pre vSetky 3 polymorfizmy, AO bol heterozygot pre
jeden z 3 polymorfizmov, 00 bol heterozygot v 2 alebo 3 polymorfizmoch alebo homozygot
pre nestandardnu variantu. Zvlast sme hodnotili polymorfizmus v prométorovej oblasti Y/X:
YY bol homozygot pre Standardnu variantu, YX bol heterozygot a XX homozygot pre nestan-
dardnd alelu (tab.1.).

Frekvencie aliel a genotypov exénu 1 u pacientov a u kontrol neboli signifikantné
(P=0.18), tak ako ani pri prométorovych genotypoch (P=0.42). Na zaklade genotypov v exone
1 a prométorovej oblasti sme zostavili jednotlivé varianty spoloénych genotypov: AA-YY, AA-YX,
AA-XX, AO-YY, AO-YX, 00-YY, 00-YX. V porovnani pacientov s kontrolou sme nepozorovali signi-
fikantné rozdiely vo frekvenciach jednotlivych genotypov a polymorfizmov, ¢o sa zhoduje uz
skor popisanou literatrou.
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Tab.1.: Frekvencia genotypov u pacientov aj u kontrol v exéne 1: A/A, A/0 (zahriiuje A/B, A/C,
A/D polymorfizmy aj samostatne) a 0/0 (B/B, B/C, B/D, C/D).

Pacienti s CF Kontrola
Genotypy Jednotlivé Pocet Percenta (%) Pocet Percenta (%)
polymorfizmy
A/A 58 63.7 66 66
A/0 28 30.8 32 32
A/B 17 18.7 18 18
A/C 4 4.4 5 5
A/D 7 7.7 9 9
0/0 5 5.5 2 2
B/B 0 - 1 1
B/C 1 1.1 0 -
B/D 2 22 1 1
Cc/D 2 22 0 -
Y/IY 62 68.1 62 62
Y/X 27 29.7 34 34
X/X 2 2.2 4 4
Celkom 91 100

Plidcna funkcia podla FEVA hodnoty bola stanovena u 73 pacientov s CF. Priemerny
vek pacientov pri stanovovani spirometrickych merani bol 14 a priemerna hodnota FEV1 bola
77.9%. Pacientov sme rozdelili do 4 skupin podla FEV1 hodnoty: 1. normalna hodnota 280%,
2. lahky typ 60-79%, 3. stredne tazky typ 45-59%, 4. tazky typ <45%. Zvlast boli hodnoteni pa-
cienti s AA genotypom, 2. skupinu tvorili AO a 00 genotypovi jedinci. Z tabulky vidno, Ze lepsia
plticna funkcia podla FEV1 hodnoty je u AA genotypu, pricom najhorsia plicna funkcia (FEV1
pod 45%) je spata s AO alebo 00 variantami. Takyto Gkaz sme nepozorovali u promotorového
polymorfizmu (tab.2.).

Tab.2.: Pacienti zaradeni do 4 skupin podla FEV1 hodnoty a genotypov A/O, Y/X a podia
vysokych a nizkych producentov.

N=T3 FEVI =g&0 %  FEVI 60-7% %% FEV1 45 Yo FEVI = Y P
%) %) B0 (%) 4% (%) hsdmsiza
ALA 27 37 11 151 ] 11 3 4.1
AL 9 123 4 123 2 2T 4 55
LAY 23 3l.5 14 19.1 5 6.9 5 6.9
VIN-NX 3 17.8 [ 8.2 5 6.9 2 2.7
Vwsoki X7 37 10 13.7 7 0.6 3 i1
producenti
Nizky @ 123 10 13.7 i 1.1 4 55
producenti

Nakolko sme nenasli signifikantné rozdiely v slvislosti s genotypmi A/0 a Y/X a me-
dzi 4 skupinami podla hodnoty FEV1%, sme rozdelili genotypy na 2 skupiny (vysoki a nizky
producenti) podla toho, ¢i st schopné produkovat MBL2 protein a v akom mnoZstve. Medzi
vysokych producentov patria genotypy AA-YY a AA-YX a medzi nizkych producentov patria
vSetky ostatné genotypy AA-XX, AO-YY, AO-YX, 00-YY a 00-YX. Nase vysledky ukazali, Ze vysoki
producenti boli spojeni s lepSou plicnou funkciou, kym nizki producenti boli spojeni s hor-
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Sou plicnou funkciou podla FEV1 hodnét, avSak tieto vysledky neboli Statisticky vyznamné
(P=0.18). (tab.2.)
Podla FEV1 hodnoty (FEV1<80%) u AA genotypu sme nasli menSie percentualne zastlpenie
funkciou, kym u A0, 00 genotypu to bolo 45.5% pacientov.

Namerané hodnoty hladiny MBL proteinu v sére sme mali u 32 pacientov (tab.3.).
Z tychto hodndt si méZzeme posudit, Ze vysoka hladina MBL proteinu (nad 1000 pg/l) je spo-
jena s genotypom AA alebo AA-YY, AA-YX, kym nizke hladiny (pod 1000 pg/l) sl spojené s ge-
notypmi AO alebo AO-YY a AO-YX, ako to opisuje aj odborna literatlra. Priemer hodnoty MBL
u pacientov s AA genotypom bol 2880.7 ng/ml, kym u pacientov s genotypom AO bol 426.5
ng/ml. Hladinu proteinu sme porovnavali aj u promotorového polymorfizmu, ale vysledky boli
rovnaké (pri YY bola priemernd hodnota 2028.6 ng/ml, u YX polymorfizmu 2058.6 ng/ml).

Tab.3.: MnoZstvo MBL proteinu u jednotlivych genotypov.

N=32 Genotypy
MEL protein AAYY AAYX ALYY AQYX
(ng/l)
=100 2 0 4 2
100-1000 1 0 3 2
= 1000 13 5 0 0

MBL protein je ¢asto spominany v suvislosti s bakteridlnou infekciou, konkrétne

u CF s infekciou baktériami P. aeruginosa a B. cepacia. U jedincov s genotypom AA, ktori boli
infikovani s P. aeruginosa sa vyskytovali lepSie hodnoty FEV1 (priemerna hodnota 74.5%),
kym u pacientov s genotypmi AO a 00 bola pozorovana horsia plicna funkcia (priemer FE-
V1=70.7%). Tieto vysledky neboli signifikantné, ani sme nenasli Ziadnu sudvislost medzi po¢-
tom infikovanych jedincov s P. aeruginosa a genotypmi A/0, navySe sme nasli vacsi pocet
pacientov s AA genotypom (72.4%), ktori boli infikovani uz spomenutou baktériou, ako pa-
cientov s AO a 00 genotypom (69.7%). Podobné vysledky sme zaznamenali aj pri porovnavani
genotypov v slvislosti s bakteridlnou infekciou Burckholderia cepacia.
Rozdiel sme nasli pri porovnani hladiny MBL proteinu u infikovanych pacientov. Pacienti s AA
genotypom infikovani s P. aeruginosa mali hladinu MBL 2948.9 ng/ml, kym pacienti s AO
a 00 genotypmi mali hodnotu MBL 447 ng/ml. Pacienti infikovani baktériou B. cepacia s ge-
notypom AA mali MBL hodnotu 1778.8 ng/ml, avSak pacienti s AO mali nizSiu hodnotu 403
ng/ml.

ZvySend hladina imunoglobulinovG, ktoré sa viazu na virusy, baktérie, huby a spo-
lo¢ne s komplementom ju dokazu znicit, bola spojena s AO a 00 genotypmi (48.5%), pricom
u AA to predstavovalo mensie percento (36.2%). Atopia predstavuje sklon k alergii so schop-
nostou tvorit protilatky IgE vo zvySenom mnoZstve, s ¢im reaguji na alergény vonkajsieho
prostredia. Atopia v nasom stbore bola spojena s AO a 00 genotypmi (24.2% pacientov), kym
u AA genotypu sa vyskytovala v menSom percentudlnom zastlpeni (8.6%).

Preukazala sa velka variabilita v rdmci genotypov a pllcnych funkcii. Tdto variabilitu
spoOsobuju rozne faktory, nakolko plicne ochorenie, ktoré je najéastejSou pri¢inou mortality
u pacientov s CF, malo koreluje s mutaciami v CFTR géne. Viacero $tidii preukazalo multifak-
toridInu modifikaciu zavaznosti plicneho postihnutia, ktora zahriuje genetické, environmen-
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talne a nadhodné faktory. Pocéet plticnych modifikatorov je neznamy, ale predpoklada sa, Ze
existuje viacero kandidatnych génov, ktoré mézu posobit ako modifikatory plicneho ochore-
nia u CF.
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NOVORODENECKY SKRINING CYSTICKEJ FIBROZY
NA SLOVENSKU.

Skriningové centrum novorodencov SR pri DFNsP Banska Bystrica
Maria Knapkova, Svetozar Dluholucky

Uvod.

Skriningové centrum novorodencov SR ( SCN SR) pri Detskej fakultnej nemocnici s polikli-

nikou v Banskej Bystrici je centralne laboratérium pre novorodenecky skrining Slovenskej

republiky. Denne vySetri 300 - 500 suchych krvnych vzoriek novorodencov. Vzorky si odo-

berané na neonatologickych oddeleniach Slovenskej republiky v 72. - 96. hodine Zivota

novorodenca. Kazdy novorodenec na Slovensku je vySetreny na kongenitalnu hypotyredzu

(KH), fenylketonriu (FKU), kongenitalnu adrenalnu hyperplaziu (CAH) a cystick( fibrézu (CF).

Odborné usmernenie MZ SR z 29.12.2008 ku skriningu KH, FKU, CAH a CF je zavaznym prav-

nym podkladom pre vSetky zlozky novorodeneckého skriningu.

0d 1. 2. 2009 s vSetci novorodenci na Slovensku vySetrovani uz aj na cysticku fibrézu.

Kritéria novorodeneckého skriningu boli definované v roku 1968 dokumentom Principles and

practice of screening for disease autormi Wilsonom a Jungerom v Zeneve, WHO. V roku 2008

boli vypracované General Guidelines for Neonatal screening spolo¢nostou International so-

ciety for neonatal screening, ktoré zohladnuji najnovsie poznatky a trendy mediciny v novo-

rodeneckom skriningu. Zakladné ciele a kritéria pre ochorenia si nasledovné:

- priamy benefit z novorodeneckej detekcie ochorenia

- celkovy benefit je vyvazeny oproti ostatnym druhom nakladov

- existuje vSeobecne uznany a akceptovany laboratérny test

- existuje nasledny systém krokov: skriningovy test, diagnosticky test, nasledna
starostlivost o pacientov zachytenych testom

Metodika.

V skriningu cystickej fibrozy je vSeobecne uznany marker imunoreaktivny trypsin (IRT). Je syn-
tetizovany a sekreovany acinarnymi bunkami pankreasu ako proenzym trypsinogén. Na ak-
tivny trypsin je konvertovany duodenalnou enterokinazou. U novorodencov s cystickou fibro-
zou je prechodne zvySena koncentracia IRT z dévodu blokovania duktov pankreasu hlienom.
Tranzientné zySenie IRT pretrvava u dietata priblizne do troch mesiacov veku. Novorodenecky
skrining je v sli¢asnosti realizovany v 12 Statoch Eurdpy, v dalSich krajinach prebiehaju pripa-
ravné Studie skriningu CF. V roku 2007 bolo v Eurépe vySetrenych 3 157 806 novorodencov
na skrining cystickej fibrézy a zachytenych 482 pripadov ochorenia. ( European neonatal
survey. J. Gerard Loeber). V skriningu cystickej fibrozy si pouzivané viaceré skriningové pro-
tokoly a algoritmy. IRT/IRT algoritmus je definovany ako meranie IRT v dvoch pacientskych
vzorkach. Pozitivita v druhej vzorke je potvrdend, alebo vyliéena testom pilokarpinovej ionto-
forézy - stanovenim hladiny chloridov v pote a genetickym testom mutéacie génu pre cystickd
fibrézu. IRT/DNA algoritmus je definovany ako meranie IRT a mutécie CFTR génu v jednej
a tej istej suchej krvnej vzorke . Pocet a typ mutécii je rozny a je prispdsobeny vyskytu naj-
CastejSich mutacii v danej populéacii. Overovaci test je znova potny test. Algoritmus IRT/PAP
meria koncentraciu IRT a pankreatického stresového proteinu v tej istej vzorke pacienta, na-
sleduje overenie stanovenim chloridov v pote. Meranie IRT je vzdy prvym krokom skriningu
cystickej fibrézy a stanovenie chloridov v pote je zlatym Standardom pre potvrdenie alebo
vyluc€enie ochorenia. Klinicka validita skriningového testu zavisi na vhodne zvolenej hodnote
rozhodujuceho limitu ( cut off) v analyze IRT. VSeobecne je udavana senzitivita skriningového
testu cystickej fibrézy v rozpati 95% - 98%. Je teda mozna 2% - 5% faloSna negativita ochore-
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nia. Zvlast niektoré mierne formy ochorenia nie je mozné tymto testom zachytit. Mekdniovy
ileus sa vyskytuje priblizne u 15% - 20 % pripadov pacientov s cystickou fibrézou. U tychto
pacientov je popisovana faloSna negativita v merani IRT skriningovom teste. V takom pripa-
de je potrebné vzdy urobit kompletni diagnostiku cystickej fibrézy, bez ohladu na vysledok
novorodeneckého skriningu.

Vysledky.

Prvé testovanie skriningu cystickej fibrozy v SCN SR prebehlo v méji 2007. Za obdobie 13

mesiacov sme v SCN SR vySetrili 27 974 vzoriek kitom neo IRT ILMA od firmy Immunotech.

Je to mikroplatnickova imunochemickd metéda, uréena na stanovenie IRT v suchych krv-

nych vzorkach. Na stene mikroplatnicky je pouzita Specificka polyklonalna krali¢ia protilatka,

Specificka pre ludsky kationicky trypsin. Emitovany svetelny signal je merany luminometrom

a vysledky s udavané v nanogramoch na mililiter. Zvolil sme algoritmus IRT/IRT a bolo zachy-

tenych 5 pripadov ochorenia cysticka fibr6za. Algoritmus IRT/IRT sa v pilotnej Studii osvedcil.

Bol zvoleny z viacerych dévodov:

- geneticka heterogenita slovenskej populacie

- osvedceny systém opakovanych odberov suchej kvapky prostrednictvom vSeobecnych
lekarov deti a dorastu ( pouzivany v skriningu CAH).

- idea skriningu, ako vyhladavacieho testu v jednom centre ako predpoklad

pre kvalitnd laboratérnu diagnostiku spolu so zniZzenim finanénych nakladov.
Vysledky pilotnej Stddie ndm umoznili stanovit Algoritmus skriningového testu CF u novoro-
dencov vo veku 72.-96. hodine Zivota.

Algoritmus skriningového testu CF
novorodencov na 3. — 4. den Zivota

| DBS-IRTv p tiloch

<99 % ;_gercenlll 99 % percentil a viac
|

nie je CF * [ moznacF |

* wnimky
Ml ako maznad FN 2.vzorka DBS IRT
14,21, divota |

= cut off 2 = cut off 2
nie je CF | recall centrum
cr

klinika
genetika u pozit. CI°

99 % percentil s dennym vyhodnocovanim, minimalizacia FN a sezénnej variability,
Zohladnit pokles IRT v ¢ase !

99% percentil IRT sa pohybuje okolo 60 ng/mL pre 3. - 4. dAovych novorodencov, 50 ng/mL
pre 14. - 21. diovych novorodencov. Musia byt zohladnené faktory mozZnej falosnej negativi-
ty pri mekéniovom ileu.

V roku 2009 sme v skriningu cystickej fibrézy v obdobi od 1.2.2009 - 31.12.2009 vySetrili
53 143 novorodencov a zachytili 7 pripadov ochorenia. Incidencia 1 : 7592 Zivorodenych.
Vysledky su uvedené v nasledujlcej tabulke, podla regidnov Slovenska.
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Vysledky nov. skriningu CF 2009

Region  Pocet nov.  Recall %  Zachyt
Zépad 20 300 41 0,19 @
Stred 14 693 26 0,17 2
Vychod 18 150 91 0,47 1
Spolu 53143 158 0,27 7

V roku 2009 bolo vysetrenych 53 143 novorodencov
a zachytenych 7 pripadov cystickej fibrozy

Incidencia 1 : 7592 Zivorodenych

Priemerna koncentracia IRT u pozitivnych pacientov bola 135, 92 ng/mL v prvej vzorke
a 147,42 ng/mL v druhej vzorke. Dva pripady ochorenia boli potvrdené u novorodencov s pri-
tomnym mekéniovym ileom, koncentracie IRT 88,50ng/mL a 146,43 ng/mL. Jedno dieta
zo zachytenych pripadov exitovalo. Geneticky boli potvrdené nasledovné mutéacie: F508del/
F508del u troch pripadov, G542X/ nezndma mutacia u dvoch pripadov, F508del/W1282X
u jedného pripadu a G542X/W1282X u jedného pripadu. Senzitivita nasho testu je zatial
100%, nebol hlaseny falosne negativny pripad. Specificita testu je 99,71 %, percento ak-
ceptované v novorodeneckom skriningu. Pozitivne prediktivna hodnota nasho testu je zatial
4,43%. VSetky Udaje, vratane incidencie, su zatial poznacené chybou malych Eisel.

Diskusia.

Model IRT/IRT/CI spinil o¢akavanie Gspesného fungovania skriningu CF. Zaznamenali sme
nizSiu incidenciu, ako bola otakavana, zatial je malo vysledkov na stanovenie incidencie,
uz spominana chyba malych Cisel. Zaznamenali sme evidentne vysoky recall rate romskeho
etnika. Centrum CF v KoSiciach potvrdilo 57,3% deti romskeho etnika zo vSetkych jemu hla-
senych pripadov - bez predbezného potvrdenia CF u deti romskeho etnika.

Bude potrebné vytvorit sibor koncentracii IRT u romskeho etnika v skriningu CF a po nazbie-
rani dostato¢ného poctu vysledkov ho vyhodnotit. Je vysoky predpoklad zavedenia cut off
limitu u romskeho etnika. Bude potrebné uplatnit pravidla skriningu CF ako v multietnickej
populécii.

Zaver.

SCN SR v sUcasnosti vykonava ploSny skrining na Styri zadvazné ochorenia, kde véasné nasa-
denie dostupnej lieCby zasadne meni prognézu a kvalitu Zivota postihnutych jedincov.

V pripade CF je poZiadavkou stanovenie diagnézy a komplexnej liecby v prvych dvoch - troch
mesiacoch Zivota . V takom pripade zasadne zlepSuje prognézu a priebeh ochorenia. Ten-
to relativne dIhsi interval dovoluje realizovat definitivnu diagnostiku stanovenim chloridov
v pote, ktora je jej zlatym Standardom. Algoritmus IRT/IRT/CI takto spifa poZiadavku jeho
ekonomickej efektivity a konfirmacia genotypu CF sa vykonava aZ u potvrdenych pripadov.
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DRUG DEVELOPMENT AND
CLINICAL TRIALS

Ingrid Klingmann
EFGCP

History of Drug Development

Over thousands of years herbals were the basis of treatments. Their effects were observed
and described by physicians, monks and interested lay people and the knowledge passed on
from generation to generation.

Only at the end of the 19th century biologically-active organic molecules began to be isolated
in relatively pure form for medicinal use (e.g. salicyclic acid, morphine, codeine, quinine).
The first (semi-)synthetic drugs were antibiotics in the 1930ies and 1940ies followed by vita-
mins, vaccines, oral contraceptives, and tranquilizers (Valium®)

Only as of the 1950ies drugs started to be developed for molecular targets

Drug approval processes were introduced based on proof of safety

As a result of the Thalidomide tragedy, the FDA amended the US drug approval legislation in
1962 by requesting stronger safety demonstration but also proof of efficacy. National Euro-
pean legislation followed some years later.

However, there was no methodology available to reliably prove efficacy. “Clinical Research”
emerged as a scientific discipline to generate reliable information on new drugs.

“Clinical Research” became a more and more sophisticated, very important part of the ove-
rall drug development process.

Based on information from the pre-clinical/toxicological disciplines the conditions were defi-
ned for when it was possible to do the first testing in men, mostly in healthy volunteers.
Clinical development was divided in different phases.

Phases of Clinical Drug Development

Phase |: First administration of a new drug in humans, usually in healthy volunteers

Phase IlI: First evaluation of efficacy and safety in patients, dose finding

Phase llI: Large trials to confirm efficacy and safety under normal clinical conditions

Phase IV: Evaluation of benefit/risk, cost/effectiveness, efficacy, safety and interactions
in clinical practice after marketing authorisation

Essential Questions in Drug Development

Drug development has the problem that it is not only necessary to find a molecule that is able

to achieve the expected cure of the disease but this molecule needs to be applied in such a

way that it enters the blood stream and arrives at the location where it should act.

It is necessary to find the dose(s) in which the new drug acts without making (major) side

effects. Many other questions need to be investigated like

- How does the drug work in elderly people or in children of different ages?

- Does the drug show any interaction with other medications given to the same patient?

- How good is the drug in comparison to standard treatment?

- Does the drug have any negative long-term effects? Looses efficacy? Creates resistance?
Causes side effects?

Clinical Trial
All these question cannot be reliably answered by animal tests. It requires to test the new
treatment in patients under controlled and standardised conditions: in a clinical trial.
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As a clinical trial is an experiment in humans it is necessary to regulate the conditions under
which a clinical trial can be performed. There is an internationally accepted standard for the
performance of clinical trials: Good Clinical Practice = GCP. There is extensive legislation
from the European Union, transposed also in Slowakian law, to regulate the performance of
clinical trials. Every country had to establish a competent authority responsible for clinical
trials and one or several independent ethics committees Every clinical trial must be defined
in much detail in a “protocol”. Every clinical trial must have a “Patient Information Sheet” and
“Informed Consent Form”. A clinical trial can only be started by a “Sponsor” (this can be a
pharmaceutical company or a physician), if the protocol and a specially prepared compilation
of other documents have been approved by the competent authority and if the ethics com-
mittee has given a favourable opinion The performance of a clinical trial requires physicians
who are willing to organise the trial in their hospital or practice and to enrol patients into the
clinical trial. A pharma company identifies physicians mostly in several countries in parallel to
get results faster and agrees in a contract on the conditions and responsibilities . Physicians
(then called “Investigator”) ask patients who fulfil the inclusion and exclusion criteria of the
protocol whether they would be prepared to participate in the clinical trial. The Investigator
can only enrol a patient in a clinical trial after he/she has informed the patient orally and with
the Patient Information Sheet about all benefits and risks of participation. And only if the
patient has agreed to participate and has given his consent in writing by signing the Informed
Consent Form. A patient can withdraw his consent at any time without getting any problems
or disadvantages. There is particular legislation for the performance of clinical trials in chil-
dren: children can only be included in clinical trials when they have been informed about the
clinical trial by the investigator as far as they are already able to understand and if they have
given their “Ascent” to participate. Physician and parents are requested to accept if a child
intensively refuses to accept the trial conditions and thus its participation.

Study Design

As “gold standard” in this new science the concept of the controlled, randomized, double-
blind clinical trial was developed.

It is necessary to objectively prove efficacy of a drug because history is full of treatments
NOW known to be of no value or even harmful (e.g. Blood-letting)

A new treatment should be compared against an established standard: CONTROL
“Randomisation” means: neither physician nor patient can choose which treatment the pa-
tient will receive but assignment to a treatment is done by hazard in form of a computer-ge-
nerated treatment assignment list.

“Double-blind” means: neither the physician nor the patient know which treatment the pa-
tient receives: test drug or standard treatment. This helps to avoid bias in judging the efficacy
and tolerability of the treatments.

Regulatory Requirements

Once all required information on the drug has been generated and the effect of the drug has
been demonstrated convincingly in at least two very large trials the pharmaceutical company
compiles all available data in a strictly structured way and submits this dossier either to a
national competent authority or to the European Medicines Agency for review and approval.
The Regulatory Authority performs a very thorough review of all data submitted, often per-
forms an inspection of the pharma company and/or investigational sites.

If the outcome of the review is positive the pharma company receives a marketing authorisa-
tion for a particular indication.
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If the company wants the drug to be administered in other indications as well they need to
perform clinical trials to prove efficacy and submit the data as basis for additional marketing
authorisation in that new indication.

There are special data requirements for drugs for rare diseases and faster approval proces-
ses for drugs with special medical need (e.g. Flu vaccines)

Responsibility for Drug Development

Nowadays, the overall responsibility for the performance of a clinical trial lies with the “spon-
sor”. This can be a pharma company or an academic institution.

While drug discovery continued to happen at the universities, clinical development moved
more and more to pharmaceutical companies with multi-functional dedicated resources, fi-
nancial means and international reach to generate the data for marketing authorisation.

Changes in Drug Development

The development of “blockbusters” was the aim, the same drug for as many patients as
possible. Today “personalized treatments” become more and more important.

More and more legislation and regulatory framework was implemented to ensure the quality
of methodology and data, set the standards for marketing authorisation and to protect the
participants in clinical trials.

Thus, more and more expertise, resources and focus on management efficiency was required
from the clinical researchers.

Patients in Drug Development

“Unfortunately” this new science “Clinical Research” needs human beings to be able to gene-
rate the required information and thus was faced from the beginning with an ever increasing
level of ethical dilemmas.

As of the late 1970ies and in the 1980ies patients started to organise themselves in patient
organisations with the aim to help each other, share information and identify clinical trials as
a tool for access to new treatments - but not to change their role in clinical research.

Current Situation in Drug Development

Despite all scientific and managerial efforts productivity in new drug development decreased
and development costs exploded in the 1990ies.

New concepts are required to enhance drug discovery and clinical development.

“New concepts” often means “new partners,” e.g. Biotech companies, CROs - and patient
organisations.

Patient organisations, especially in HIV and cancer indications, started to develop their orga-
nisations to partnership level.

Who Would Benefit from Partnership With POs?

Pharma companies could develop their drugs faster and at lower costs through improved
patient recruitment and retention:

- faster, more reliable access to patients

- better understandable patient information sheets

- protocols better adapted to clinical practice and patient needs

- better compliance with protocol requirements

- more reliable safety information

- improved image of clinical trials

47



Pharma companies could strengthen their drug selection and development strategies:
- identification of relevant indications

- identification of relevant drug features

- identification of most suitable patient populations for CTs

- identification of the most suitable countries for CTs

- more practice-relevant risk/benefit judgment

- more reliable safety information

Pharma companies could improve their image:

- through patients’ better understanding of methodological issues

- through patients’ better understanding of risks and benefits of drugs

- through provision of wunderstandable, relevant information on disease
and treatment options

- through regular meeting opportunities to enable asking questions and to give
development updates, information on access to planned and ongoing trials

Patient organisations could better serve their members:

- more understandable information on the disease and treatment options

- opportunities to meet experts and ask questions

- more competent consulting by PO staff trained in CT methodology

- more professional organisation/dedicated staff to handle the PO tasks and increase
awareness of existence due to stable financial conditions

Patient organisations could better serve their members:

- more information on clinical trial access opportunities

- selection of the most suitable trial for each patient

- reduction of risks in participating in a trial by patients’ better understanding
of the relevance of compliance

Patient organisations could better serve their members:
“lobbying” for development of treatments in rare diseases

- enhanced availability of new treatments

- well trained PO staff representing their members’ interests and needs
in ethics committees, DSMBs, regulatory authorities, etc.

Investigators could increase patient enrolment and retention:
- faster, more reliable access to suitable patients

- better understandable patient information sheets

- shorter, more focused information process

- protocols better adapted to patient needs

Investigators could improve the quality of their data:

- more reliable safety information
- better compliance with protocol requirements
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Conclusions

Partnership will make all 3 partners more successful in fulfilling their respective tasks
Selection of indications will be more relevant

Drug development will be faster and cheaper

Reliability of the data will increase

Confidence in drug development will increase

Access to new treatments will be more transparent and fair

Patients’ interests will be represented more strongly in the whole clinical development pro-
cess The new and so far mostly unknown challenges in the methodology of development of
personalised medicines will require the concerted efforts of all 3 partners, willing to develop
these treatment options together as quickly and successfully as possible
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INTRAVENOZNY PRISTUP Z POHLADU INTENZIVISTU

J.Cutora a kol.
II.LKPAIM SZU DFNsP v BB

Periférny i.v. pristup ma mnohé vyhody ale aj nevyhody . Medzi vyhody patri - pomerne
jednoducha technika zavedenia, cenovo dostupny material, takmer neobmedzené mnozstvo
pokusov a nizke riziko bezprostrednych komplikacii. Medzi nevyhody patri pomerne kratka
trvacnost / priemerna doba zavedenia 35-50 hod / , rychle opotrebovanie periférnych ciev
, ZvySené riziko lokalnych koznych komplikacii - infekcia, flebitida , v pripade aplikacie hy-
perosmotickych alebo vyrazne kyslych alebo zasaditych latok vazne poskodenie tkaniva az
nekrdza ,opakovana traumatizacia pacienta - bolest, psychicka trauma a pri opakovanych
zavedeniach aj zvySené pracovné zatazenie personalu .

Strednedobé a dlhodobé centralne pristupy maju takisto mnohé vyhody - doba zavedenia
pri Standardnej starostlivosti tyZdne, mesiace aZ roky, mozZnost podavania hyperosmotickych
aj kyslych a zasaditych roztokov, moznost podavat velké objemy, podavanie nutricnej liecby
a liekov bez rizika Skodlivych Gcinkov- hypoxémia, hypoglykémia, kolisanie tlaku , moznost
opakovanych odberov krvi, redukcia proceduralneho stresu pre pacienta - menej bolesti,
mensia trauma, Standardne neobmedzuje mobilitu pacienta, mensie pracovné zatazenie pre
personal. Medzi nevyhody patri - vy$Sia cena pouzitych materialov, vysSie riziko zavaznejsich
bezprostrednych aj neskorych komplikacii pri zavadzani, technika zavedenia naro¢nejSia na
skill - iba zaskoleny a trénovany personal, vySSie naroky na starostlivost - aj najmen-
Si prehresSok proti sterilnému oSetrovaniu sa prejavi infekciou, u deti zavedenie v CA alebo
v analgosedacii.

PICC - periférne inzerovany centralny katéter je ,, najjemnejsi ,, centralny katéter . Do-
porucena priemerna doba zavedenia su 3-4 tyZzdne, moZe byt aj mesiace a vyznacuje sa
dobrou bio aj hemokompatibilitou . Je uréeny na podavanie TPN, CHT, agresivnej ATB terapie,
ostatnej lieCby . Zavadza sa technikou ,, cez ihlu ,, cestou periférnej cievy - v .cephalica, v.
basilica, brachialne cievy ale aj v.saphena magna a v jugularis ext. pripadne ina periférna
cieva , koniec katétra byva vacsinou umiestneny do v.cava superior, inferior alebo kavo-atri-
alnej junkcie . Zavedenie nevyzaduje op. sal- moznost bedside zavedenia v analgosedacii za
sterilnych podmienok .RTG kontrola prip. USG kontrola umiestnenia . Komplikacie inzercie
sU : okluzia, flebitida, trombdza, arytmie , krvacanie a infekcia raritné - srdcova tamponada,
zavedenie do alveolu, nekréza cievy a paravendzne podanie latky, vzduchova embdlia .Vacsi-
nou 1-lumen- treba dat pozor na vzajomnu interakciu liekov . Extirpacia PICC je jednoduchy
nebolestivy Gkon, ktory nevyZaduje analgosedaciu .

Port-a-cath je komorka kryta silikbnovou membranou, ulozena v podkoznej kapse umiestne-
nej v hornej Casti hrudnika v subklavikularnej oblasti spojena s katétrom vo v. jugularis int,
alebo v. subclavia konc¢iacim vo v cava superior najéastejSie v oblasti kavoatrialnej junkcie

Zavedenie aj extrakcia - chirurgickou cestou v CA na op. séle pod RTG kontrolou. Na naSom
pracovisku ho zavadza intenzivista . Princip zavedenia - Seldingerovou technikou - punkcia
vény - chirurgickou cestou vypreparovana podkozna kapsa, do ktorej sa umiestni komorka
a spoji sa s katétrom .Na napichnutie komorky sa pouziva Specialna , ktora sa prepichuje sa
a 7 dni, prip. sa komorka uzavrie heparinovym roztokom a preplachuje sa a 21 dni . Silikéno-
va membrana umoznuje napichnutie komorky niekolkostokrat bez obmedzenia funkénosti a
kozny kryt a membrana vyrazne znizuju riziko infekcie. ZvyCajne je pouzivana za Gc¢elom po-
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davania TPN, CHT, dlhodobej ATB terapie, hemokoagulaénych faktorov . Komplikacie - pri za-
vedeni - punkcia artérie, pneumothorax, hemothorax, tamponada srdca, arytmie, porananie
nervu. Komplikacie neskoré - infekcia / s tazkym septickym priebehom /, trombéza , oklizia
,perforacia cievy, mechanické zlyhanie komorky . U deti rastom méZe dojst k dislokacii alebo
roztrhnutiou katétra , preto je pri nefunkénosti ihned nutnd RTG alebo USG kontrola .Doba
zavedenia aj niekolko rokov / vyrobca udava 3-5 rokov/

Hickmanov katéter je dlhodoby centralny cievny vstup s podkoznym tunelom a manzetou
vyvedeny v hornej ¢asti hrudnika a zavedeny vo v. jugularis int, alebo v. subclavia konéia-
cim vo v cava superior najcastejSie v oblasti kavoatridlnej junkcie . Zavedenie aj extrakcia
- chirurgickou cestou v CA na op. séle pod RTG kontrolou . Na naSom pracovisku ho zava-
dza intenzivista . Princip zavedenia - Seldingerova technika - punkcia vény - chirurgickou
cestou vypreparovany podkoZzny tunel, ktorym je vyvedeny katéter na povrch . Podkozny tu-
nel a manZeta vyrazne znizuju riziko infekcie . Indikacie zavedenia, komplikacie skoré aj
neskoré takmer identické s Port-a- cathom . Vyhodou je , Ze je vacSinou 2 alebo 3 lumen,
preto nehrozi riziko vzajomnej interakcie liekov .

Nase skiisenosti -

o Nase skusenosti
Centralny pristup KPAIM v BB 2009

mCVE- 62
mPICG- 25
Port -a-cath - 12

B Hickman - 1
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MOZNOSTI OXYGENACIE A VENTILACIE
PRI RESPIRACNOM ZLYHAVANI

Demeterova, A., Petrik, 0., Takac, B., Laho, L., Il. KPAIM DFNsP, Banska Bystrica

Cysticka fibroza je multiorganové ochorenie s pllicnym postihnutim, ktoré méze vyustit do
chronického respiracného zlyhania. Chronické respiracné zlyhanie vznikne, ak respiracna
zataz v zmysle narokov organizmu prevysi schopnost adekvatnej respiracie a ventilacie a
pri¢ina, ktora viedla k tomuto nepomeru je ireverzibilna a pacient si vyZaduje chronick( ven-
tilaénu resp. oxygenacnl podporu. Manifestuje sa hypoxiou bez retencie alebo s retenciou
CO02. Terapeuticky ho mézeme ovplyvnit medikamentézne, fyzioterapiou, oxygenoterapiou,
invazivnou a neinvazivnou umelou pllicnou ventilaciou, transplantaciou plic. Okrem trans-
plantacie plic si vSetky spomenuté lieCebné metddy realizovatelné v domacom prostredi.
Cielom oxygenoterapie je upravit akitnu hypoxémiu, pricom siéasne prebieha kauzalna tera-
pia chorobného stavu, ktory hypoxémiu vyvolal a pri chronickych stabilizovanych ochoreniach
predchadza komplikaciam vyplyvajicim z chronickej hypoxémie, predlZuje a skvalithuje Zivot
pacientov s chronickou respiracnou insuficienciou. V pripadoch, ked' je jednoducha oxygeno-
terapia nepostacujlica je potrebné zahdjit umell plicnu ventilaciu (UPV) invazivnym alebo
neinvazivnym spdsobom. Pacienti s pokroCilou cystickou fibr6zou mo6zu profitovat z nein-
vazivnej pllcnej ventilacie. Pri epizédach akutnej respiracnej insuficiencie a zlyhani alebo
pritomnosti kontraindikacie pre neinvazivhu UPV uplatihujeme UPV invazivnym spdsobom.
Transplantacia pllc je v stUcasnosti najefektivnejSi spdsob zlepSenia preZivania a kvality Zi-
vota pacientov v terminalnom stadiu cystickej fibrézy. Neinvazivna UPV zlepSuje respiracny
status pacientov s cystickou fibrézou v stadiu chronickej respiraénej insuficiencie a pomaha
preklentt obdobie po transplantaciu plic.

Klicové slova: chronické respiracné zlyhanie, oxygenoterapia, umela plicna ventilacia
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PULMONALNA ARTERIOVA HYPERTENZIA V DETSKOM VEKU

-

MUDr. Anna Feketeova
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MANAGEMENT GRAVIDITY U ZIEN
S CF- GUIDELINES.

MUDr. Eva BéreSova
Centrum CF dospelych , FNSP FDR Banska Bystrica

V slicasnoti sa deti s CF bezne dozivaju dospelosti casto takmer s normalnou hmotnostou
a pldcnymi funkciami, preto tehotenstvo u dievéat s CF je Casté.

Aj pacientky s pokrocilym ochorenim pltic mozu Uspesne zvladnut graviditu.

TaktieZ Zeny po transplantacii plic majd druhd Sancu porodit dieta.

Tehotenstvo by malo byt naplanované vzhladom na genetické problémy .

Management Zien s nutricnymi problémami, diabetom, zlou funkciou plic moZe byt velmi
tazky.

Historia

- Prvy (daj o matke s dg CF bol publikovany v r. 1960, v r. 1966 popisovanych 10 gravidit
u Zien s CF, v r. 1980 publikovana Studia 129 gravidit v CF centrach v Kanade a USA

- VsUcasnoti asi 140 gravidit rocne v US Cystic Fibrosis Foundation Registry

- Doteraz neboli realizované Ziadne komplexné Stidie o vSetkych aspektoch tehotenstva
a managementu CF

- Vacsina literatlry o tehotenstve u CF je vo forme kazuistik

Uvod do guidelines sa venuje doporuceniam pre lieky uzivané v tehotenstve

Kazdy liek je zaradeny do 5 kateg6rii bezpecnosti v tehotenstve /FDA klasifikacia/

Klinik musi zvaZit riziko GCinku lieku na plod oproti riziku pre matku a plod ak sa jej stav
zhorSuje

Zena s CF a planovanie gravidity

- Koordinacia starostlivosti o CF pacientky

- OsSetrovatelké problémy a podpora Zien

- Poradenstvo- genetické,prenatalna geneticka diagnostika, psychosocialne poradenstvo

- Optimalizacia zdravia- funkcie pltlc, potlacenie chron.infekcie, lie¢ba akltnej infekcie,
mukolyza, fyzioterapia, inhalaéna terapia,optimalizacia vyzivy

Optimalizacia vyzivy

- Vyziva matiek najvyznamnejsie ovplyviiuje tehotenstvo a stav dietata

- Kyselina listova v davke 400ug denne prekoncepcne a pocas 1.trimestra na prevenciu
defektov neurdlnej trubice,4tisit az 5 tisic ug/den pri vysoko rizikovej gravidite

- Vitamin A- nedostatok alebo nadmerny prijem s teratogénne- maximalna davka
10 tisic IU/den

- Vitamin D-prijem 10ug/den /400IU/-merat hladinu

- Informovanost o bezpecnosti potravin, zabranit konzumacii alkoholu, obmedzit
spotrebu kofeinu-menej ako 300mg/den

Optimalizacia diabetickej starostlivosti

- Diabetes u CF je spojeny s horSou prognézou, ¢i je dg pred tehotenstvom alebo
ako gestacny diabetes
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- Pravidelné sledovanie glykémii pri kaZdej kontrole, podas infektu, oGTT v 20.
a 28. tyzdni

- Ak je pritomny DM alebo gestacny diabetes, inzulin je liekom prvej volby

- AksuluZivané PAD, maji sa prerusit 48 hodin pred pérodom, alikacia INZ- minimalizacia
vzniku novorodeneckej hypoglykémie

- Zachovat vysoky prijem kal6rii, pravidelné sledovanie diabetologom

Ukoncenie tehotenstva

- Dovody zo strany matky/neplanovana gravidita, psychosocialne indikacie,
zo zdrav. dévodov/
- Lekarske indikacie:

Absolitne kontraindikacie gravidity : pliicna hypertenzia, cor pulmonale chronicum hy-
perkapnia, kludova hypoxia

Relativne kontraindikacie gravidity: FEV1 , FVC menej ako 50%,zla vyziva -BMI menej
ako 18, CFRD, kolonizacia Burkholderia cepacia, ochorenie pecene ,rychly pokles pliic-
nych funkcii

- Porodnicke indikacie: zavazna fetalna anomalia
Management vyzivy v gravidite

-V normalnom tehotenstve narast hmotnosti 12,5kg, u CF doporuéené najmenej o 11kg
- Nizke prekoncepcné BMI je spojené s vysokym rizikom nizkej pérodnej hmotnosti
- Odportacéany prijem pri CF ma byt vysSi o 200-300 kcal/den, proteiny 6g/den,
saturacia FeS doblezita
- Enteralna sondova vyZiva, parenteradlna vyziva

Gravidita

- Koordinacia starostlivosti a poradenstvo

- Psychologicka intervencia, motivacné rozhovory

- Optimalizacia zdravia- ATB liecba /beta-laktamy, aminoglykozidy,TOBI v 2. a 3.
trimestri/,intenzivna dychova RHB, cvi¢enia na spevnenie panvového dna,
svalstva DK, udrziavanie nosovej priechodnosti, bronchodilatancia

- Zapcha/progesteron -spomaluje ¢innost Criev, zvySené vstrebavanie soli a vody,
dietne zmeny, znizena aktivita/-DIOS

- GERD/zniZzena motilita, zvySeny Zalddocny tlak/-antagonisti H2

- Management diabetu,ochorenia pecene

- Frekvencia kontrol 1x mesacne , v 3. trimestri 2x mesacne alebo p.p.

- Doporucené zvySenie hmotnosti v 1. trimestri o  0-2,5kg, v 2. a 3. trimestri 0,5kg
za tyZzden

- Anesteziologicka starostlivost- dohovorit typ anestézie, naplanovat pérod

- Zaistenie ven6zneho pristupu

Porod

- Vacsina gravidit u CF konc&i spontannym porodom, pri zhorSeni stavu matky
alebo plodu cisarskym rezom
- Pri indikacii na pred¢asny porod pred 37t/ 26%-46% u CF/podavat steroidy pred 34t
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Indikacie zo strany plodu: obmedzenie rastu plodu alebo akltne zhorsenie
Indikacie zo strany matky: preeklampsia, fetadlne obmedzenie rastu, pérodna cholestaza

Tehotenstvo po transplantacii

- Vysoko rizikové tehotenstva, maju byt naplanované, nie si casté, idedlne viac
ako 2roky po transplantacii
- Casty vznik hypertenzie a renélnej dysfunkcie pri imunosupresivach,
preeklampsia Casta
- b0% deti predéasne narodenych, 20% vnatromaternicové obmedzenie rastu,
Umrtia novorodencov, dlhodoba chorobnost, nizke intelektualne kvocienty
- Udava sa zvySené riziko akutnej a chronickej rejekcie pocas tehotenstva a po porode
- Pravidelnd kontrola hladiny imunosupresiv
- Optimalizacia vyzivy,vitaminoterapie, stavu diabetu

Postnatalne obdobie

- Pomoc a podpora zo strany rodiny, nutnost dodrziavat lieGebné rezimy

- Odsledovanie a rieSenie postnatalnej depresie/ vSeobecne 10-20% vyskyt v gravidite/

- Co najskor zaéat s kompletnou liedbou, ATB lieba skoro v popdrodnom obdobi,
fyzioterapia ,zvazit potravinové doplnky, antikoncepcia

Vyziva a dojcenie

- Dojcenie zvySuje nutricné poZiadavky na energiu, Ca, mineralne latky, vitaminy

- Nie je kontraindikované u CF, ale nutnost individuaineho zvaZenia

- Materské mlieko CF Zien ma normalnu hladinu elektrolytov a bielkovin,
nizku hladinu esencialnych MK a cholesterolu

- U zdrave] matky je nutny dodatoény prijem 500kcal/den, poziadavka proteinov 11g/den
prvych 6 mesiacov

- Strata Ca pri laktacii 210mg/den, doporuceny prijem Ca 1250- 1500mg den - formou
mlieénych vyrobkov alebo doplnkov

- Vitamin D- prijem 10ug/den, pri dojceni potreba tekutin asi 2| naviac okrem normalneho
prijmu-prevencia syndromu DIOS

Dieta

- NajcastejSia komplikacia u CF je predéasny porod- 25%

- Deti nachylné na syndréom dychovej tiesne, sepsu, mozgové krvacanie,
hypoglykémie, ¢asto rastova retardacia

- U zZien s CFRD a gestacnym diabetom u deti mbéZe vzniknut hypoglykémia,
hyperglykémia, nachylnost k respiraénym infekciam

Prognoza pre matku

- Funkcia plic je najvyznamnejsi prediktor, u Zien so zlou funkciou plic vedie tehotenstvo
k dalSiemu poklesu placnych funkcii, ma vplyv na dlhodobu prognozu

- Zeny s dobrou funkciou pltc neboli ovplynené tehotenstvom

- Kazdé tehotenstvo u CF je potencialne vysoko rizikové,horSia progndza u Zien
s pokrocilym alebo zle kontrolovanym ochorenim a nizkym BMI
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