
Úvod
Kolorektální karcinom (KRK) před-
stavuje velmi častý maligní nádor s vy-
sokou incidencí a mortalitou. V USA 
bylo zaznamenáno v  roce 2008  při-
bližně 150  000  nových nádorů a  na 
toto onemocnění zde zemře asi 
50  000  pacientů ročně. V  Evropě se 
ročně vyskytuje onemocnění KRK 
u více než 413 000 nemocných, z nichž 
207 000 zemře [1]. ČR patří dlouho-
době mezi země s největším výskytem 
této malignity. Incidence představuje 
94,4 nových případů na 100 000 oby-
vatel u mužů a 46 u žen. V posledních 
letech se tak zachytí ročně přibližně 

více než 8  000  nových případů KRK 
a 4 000 pacientů na toto onemocnění 
v průběhu roku zemřou [2].

Kolorektální karcinom má ve svých 
pozdějších stadiích velmi špatnou pro-
gnózu. Pokud se jej však podaří zachytit 
časně, je velmi dobře ovlivnitelný a léči-
telný. Pokusem o časný záchyt tohoto 
nádorového onemocnění v  populaci 
bylo zavedení celostátního dvouetapo-
vého programu screeningu sporadic-
kého KRK. Tento program je založen 
na detekci okultního krvácení ve stolici 
(FOBT) u asymptomatických jedinců 
nad 50 let, kdy při jeho pozitivitě násle-
duje kolonoskopie. Na detekci okult-

ního krvácení se nyní prosazují mo-
dernější kvantitativní imunochemické 
testy. Bezpříznakový jedinec nad 55 let 
však může podstoupit primární scree-
ningovou kolonoskopii (provedenou 
bez předchozího testu FOBT), která se 
může opakovat za 10 let.

Celosvětově jsou v detekčních pro-
gramech zaváděny do praxe různé po-
stupy –  vedle FOBT testů jsou to flexi-
bilní sigmoideoskopie, kolonoskopie, 
CT kolograf ie apod. Nicméně tyto 
programy mají svá úskalí a  mnohdy 
nevedou k očekávanému snížení mor-
tality. Z  tohoto důvodu vyvstala po-
třeba zavést do klinické praxe nové me-
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Souhrn: Kolorektální karcinom představuje svou vysokou incidencí a mortalitou veliký medicínský problém. Přitom je prevencí velmi dobře 
ovlivnitelný. Je nutné detekovat časná stadia tohoto nádoru ke snížení úmrtnosti na tuto neoplazii. O to se snaží screeningové programy. 
Ty se opírají hlavně o záchyt skrytého krvácení pomocí různých laboratorních technik, sigmoideoskopii a hlavně kolonoskopii. Nicméně 
screeningové programy zatím nedosahují požadované účinnosti. Proto se vyvíjejí nové techniky, jako jsou např. detekce krevních bio
markerů. Do této skupiny patří detekce SEPT9 v krvi. Pomocí tohoto testu jsme vyšetřili 57 pacientů. Rozdělili jsme skupinu do 2 částí, 
v jedné bylo 33 asymptomatických jedinců. V této skupině jsme zachytili jenom 1 SEPT9 pozitivní výsledek, přičemž následné kolonoskopie 
byly vždy negativní. V další skupině bylo 24 prokázaných karcinomů a u 2 byl SEPT9 negativní výsledek. U dalších 22 pacientů byl výsledek 
na SEPT9 pozitivní. Test se v budoucnu, po ověření jeho účinnosti dalšími studiemi, může použít zvláště u jedinců s malou compliencí. Pro 
nemocného totiž vyžaduje pouze rutinní krevní odběr.
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The new blood test biomarker SEPT9 and colorectal carcinoma screening

Summary: Due to its high incidence and mortality rates, the colorectal carcinoma represents a crucial medical issue. However, when it is 
detected in early stage there is high rate of successful treatment. That’s why, early stage cancer screening programmes were introduced 
into the clinical practice. They focus on the finding of hidden bleeding, using various laboratory techniques, sigmoidoscopy, and, primarily, 
colonoscopy. However, screening programmes have not yet reached the effect required. New techniques are therefore being developed, 
such as the detection of blood biomarkers. This group includes also methylated SEPT9 (mSEPT9) detection in blood. We applied this test 
on 57 patients; we divided the group into two parts. There were 33 asymptomatic individuals in the first group. In this group, we were got 
only one positive mSEPT9 result. The consequent colonoscopies were negative. The other group had 24 proven carcinomas. Of them, two 
had negative mSEPT9 results. The remaining in all 22 patients was tested mSEPT9 positive. After its efficiency is tested by further studies, 
this test may be used especially for patients with low compliance, as it only requires routine blood drawing.
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tody, které jsou schopny zachytit KRK 
i  ve velmi časném stadiu. Mezi nové, 
v  tomto směru perspektivní postupy, 
patří detekce molekulárních bio
markerů v krvi pacienta [3– 5].

Jedním z  takovýchto biomarkerů 
mohou být volně cirkulující nukleové 
kyseliny (cfDNA), jejichž zvýšená hla-
dina byla pozorována např. u pacientů 
s chronickými záněty, autoimunitním 
onemocněním, benigními lézemi i ma-
ligní progresí [6]. Předpokládá se, že 
uvolňování nádorové DNA do krve 
úzce souvisí především s  procesem 
apoptózy, popř. nekrózy nádorových 
buněk cirkulujících v  krevním řečišti. 
Hladina volně cirkulující DNA (cfDNA) 
uvolněná z nádorových buněk závisí na 
typu a velikosti nádoru, rychlosti jejího 
odbourávání z krve a dalších fyziolo-
gických procesech organizmu. Onko-
logičtí pacienti tak mají obecně vyšší 
úroveň cfDNA než zdraví jedinci. Pro-
tože se však hodnoty její koncentrace 
u obou těchto skupin částečně překrý-
vají  [7,8], kvantifikace celkové volně 
cirkulující nukleové kyseliny v krvi není 

dostatečně průkaznou metodou dia
gnostiky nádorového onemocnění. 
Díky pokrokům v molekulární biologii 
byly ale objeveny a  otestovány mar-
kery, které mají signifikantně rozdílné 
hladiny u populace zdravých a onkolo-
gických pacientů a které lze využít pro 
časný screening vzniku nádorového 
onemocnění (zejména u asymptoma-
tických jedinců), nebo pro prognózu 
či sledování účinnosti protinádorové 
léčby. Těmito markery jsou v současné 
době především aberantně metylované 
geny, které lze detekovat s vysokou spe-
cificitou a senzitivitou (obr. 1) [9,10].

Metylací savčí DNA se rozumí na-
vázání metylové skupiny (– CH3) na 
5‘ uhlík baze cytozin [11]. V somatic-
kých buňkách se takováto metylace vy-
skytuje v  CpG dinukleotidech. Tento 
epigenetický proces (tj. nejedná se 
o změny v sekvenci DNA) je přirozený 
jev, který je nepostradatelný v řadě dů-
ležitých procesů, jako jsou např. ge-
netický imprinting, inaktivace chro-
mozomu X, stabilita chromozomů, 
transkripce genů a zachování buněčné 

homeostázy [12]. Část CpG dinukleo-
tidů však zůstává nemetylovaná a tvoří 
tzv. CpG ostrůvky, které jsou umís-
těny v  promotorové (regulační) ob-
lasti genů  [13]. Případná aberantní 
metylace těchto oblastí znemožní na-
sednutí transkripčních faktorů na pro-
motor, což vede k inhibici transkripce 
příslušných genů. Tato inhibice exprese 
pak může přispět ke vzniku a progresi 
nádorového onemocnění.

K detekci metylované DNA lze vyu-
žít řadu technik. Jednou z nejpoužíva-
nějších metod stanovení metylovaných 
CpG je metylačně specifická PCR a její 
varianty  [14]. U  této metody se vyu-
žívá konverze DNA hydrogensiřičita-
nem sodným (Sodium bisulfite, v textu 
dále bisulfit sodný), při které se neme-
tylované cytoziny deaminují na uracily, 
jež se v následných fázích testu chovají 
jako klasická baze DNA thymin, a pá-
rují se tak s adeniny. Metylované cyto-
ziny zůstávají nezměněné a při vlastní 
detekční reakci se dle klasických zá-
konitostí molekulární genetiky párují 
s  guaniny (obr.  2). Následuje vlastní 

Obr. 1. Epigenetické změny SEPT9 v krvi.
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a konverze bisulfitem sodným, násle-
duje detekce DNA sekvence obsahující 
metylovaná CpG místa genu SEPT9 po-
mocí metody real‑ time PCR (obr. 4). 
V  reakci jsou použity sondy a bloká-
tory, které rozlišují metylované a ne-
metylované sekvence DNA. Test dále 
sestává z primerů, které jsou umístěné 
v oblastech bez CpG dinukleotidů. Pří-
tomné specifické blokátory pro bisul-
fitem konvertované nemetylované sek-
vence umožňují přednostní amplifikaci 
metylovaných sekvencí genu SEPT9. 
Pro jejich identifikaci jsou v reakci pou-
žité specifické detekční próby. Test za-
hrnuje soupravu pro extrakci a bisul-
fitickou konverzi DNA (Epi proColon 
Plasma Quick Kit), real‑ time PCR (Epi 
proColon Sensitive PCR Kit) a  kont-
rolní DNA (Epi proColon Control Kit).

Postup: Jedna pozitivní a  jedna ne-
gativní kontrolní DNA (Epi proCo-
lon Control Kit) a analyzované vzorky 
plazmy byly vytemperovány na poko-
jovou teplotu 0,5 hod před začátkem 
izolace DNA. Obě kontrolní DNA byly 

1 350 ± 150 g po dobu 12 min. Veš-
kerá získaná plazma byla přenesena pi-
petou do 15 ml centrifugační zkumavky 
a opět centrifugovaná při 1 350 ± 150 g 
po dobu 12 min. Z horní části vzorku 
bylo přeneseno 3,5 ml plazmy do 
nové 15 ml zkumavky a  tento vzorek 
byl zamražen při – 20 °C (maximálně 
1  měsíc). Hemolytické vzorky byly 
z analýzy vyřazeny.

Detekce metylace SEPT9
Princip: K detekci aberantně metylo-
vané DNA genu SEPT9  byla použita 
diagnostická souprava Epi proColon 
2.0 CE (Epigenomics AG, Germany), 
která umožňuje detekovat výskyt kolo-
rektálního karcinomu z krevní plazmy 
i v časné fázi onemocnění. Na rozdíl od 
testů okultního krvácení ve stolici vý-
robce uvádí vyšší citlivost a nezávislost 
na lokalizaci karcinomu. Uváděná ana-
lytická specificita testu je 91 %, senzi-
tivita 80 %; klinická specificita 99 %, 
senzitivita 72– 87 %. Prvním krokem to-
hoto testu je extrakce DNA z plazmy 

PCR se specifickými primery (popř., 
v  její variantě, s  komplementárními 
próbami), které jsou schopné roz-
lišit metylovanou a  nemetylovanou 
sekvenci v  bisulf iticky konvertované 
DNA. Další často používanou meto-
dou je štěpení DNA metylačně senzi-
tivními restrikčními enzymy. Tohoto 
štěpení se využívá např. při tzv. „methy-
lation specific multiplex ligation‑ de-
pendent probe amplif ication“ testu 
(MS‑ MLPA) [15]. Méně používané me-
tody jsou např. COBRA (combined bi-
sulfite restriction analysis)  [16], BGS 
(bisulfite genomic sequencing)  [17], 
pyrosekvenování a metody PCR zalo-
žené na detekci denaturovaných sek-
vencí prostřednictvím f luorescence, 
např. MethyLight [18] nebo HeavyMe-
thyl, popř. kvantitativní analýza dena-
turovaných alel (QAMA) [19].

V naší studii se zabýváme detekcí 
aberantně metylovaného genu SEPT9 
(septin 9), jehož výskyt v krevní plazmě 
koreluje s výskytem KRK [20,21]. Gen 
SEPT9 je lokalizovaný na dlouhém ra-
ménku chromozomu 17 (17q25), kó-
duje protein septin 9, který je sou-
částí skupiny bílkovin zvaných septiny. 
SEPT9  je zapojen především do pro-
cesů cytokineze, apoptózy a  regu-
lace růstu buněk. Detekce metylo-
vaného SEPT9  (mSEPT9) v  krvi má 
dle dosavadních studií vysoké po-
tenciální využití, zejména kvůli pří-
tomnosti mSEPT9 v  krvi ve všech fá-
zích KRK nezávisle na jeho lokalizaci 
(obr. 3) [20,22– 26].

Materiál a metody
Materiál
Do studie jsme zahrnuli celkem 65 pa-
cientů průměrného věku 62  let, 
49 mužů a 16 žen. Z toho jsme pro he-
molýzu vzorku krve vyřadili 8  jedinců. 
Do vlastní sestavy bylo tedy posléze za-
řazeno 57 jedinců. 

Metody
Zpracování krve: Vzorky periferní krve 
byly odebrané do odběrových zku-
mavek Vacutainer® EDTA Tube (Bec-
ton Dickinson) a  centrifugované při 

Obr. 3. Schematické znázornění laboratorních kroků u vyšetření SEPT9.

Obr. 4. Analýza genu SEPT9: dva amplifikované vzorky, pozitivní a negativní 
kontrola.
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časnějším stadiu rozvoje onemocnění. 
Nejčastěji je užíván FOBT, a to pomocí 
různých laboratorních technik. Nic-
méně tato testování nepřinášejí oče-
kávané významné snížení morbidity 
a zejména mortality. Také spolupráce 
pacientů a praktických lékařů a gyne-
kologů s gastroenterology má ještě ur-
čité rezervy. Kupříkladu v Německu je 
compliance s FOBT testováním 20 % 
a v USA dokonce jenom 13 % [1]. V ČR 
se také provádí testování s  quajaku-
lovým či imunochemickým FOBT tes-
tem a pokrytí populace nad 50 let bylo 
v roce 2010 pouze 22,7 % [27]. Testo-
vání na FOBT není organizačně jedno-
duché a testování z krve by mohlo být 
pro populaci přijatelnější než manipu-
lace se stolicí.

Pro tyto ne zcela přesvědčivé výsledky 
se hledají cesty k  zlepšování záchytu 
KRK. Z krevních testů se pak právě de-
tekce metylace genu SEPT9  v  krevní 
plazmě zdá být velmi nadějnou. V naší 
klinické praxi jsme k  detekci tohoto 
markeru použili soupravu Epi proCo-
lon 2.0 kit.

Dosud publikované výsledky testo-
vání mSEPT9  pomocí Epi proColon 
kitu jsou dosud poměrně rozdílné ze-
jména s ohledem na nehomogenní se-
stavy a  použitou generaci kitu. Další 
míru heterogenity vnáší do výsledků 
také rozdílný přístup k  vyhodnoco-
vání dat. Zatímco někteří autoři hod-
notí jako pozitivní pacienty s  jednou 
pozitivní reakcí v  triplikátu, jiní hod-
notí jako pozitivní pacienty, u  nichž 
proběhla amplifikace mSEPT genu nej-
méně ve 2 reakcích z triplikátu. Tyto roz-
dílné přístupy pak pochopitelně ovliv-
ňují klinickou specificitu a  senzitivitu 
analýz [1,28]. Obecně se však klinická 
senzitivita u KRK v závislosti na stadiu 
pohybuje v rozmezí 70– 95 % při specifi-

cen jako negativní s poznámkou snížené 
specificity testu, pokud 1 ze 3 vzorků 
triplikátu byl analyzován jako pozitivní. 
Výsledek byl hodnocen jako negativní, 
pokud všechny vzorky triplikátu byly 
analyzovány jako negativní.

Výsledky
V letech 2011 a 2012 jsme vyšetřili po-
mocí testu Epi proColon 2.0 CE (Epi-
genomics AG, Germany) celkem 57 je-
dinců. Tuto skupinu jsme rozdělili na 
2  části. U  33  asymptomatických pa-
cientů jsme provedli testování krve na 
mSEPT9 a následně jsme u nich pro-
vedli kolonoskopické vyšetření. Druhá 
část představovala skupinu 24  pa-
cientů, u kterých již byl verifikován ko-
lorektální adenokarcinom. Tyto ne-
mocné jsme pak vyšetřili testem na 
mSEPT9 k potvrzení diagnózy. 

U souboru asymptomatických je-
dinců jsme v 33 pozorováních zazna-
menali 1  pozitivní výsledek na pří-
tomnost mSEPT9. Tento pacient měl 
pozitivní 2 ze 3 měření. V následných 
totálních kolonoskopiích jsme však 
u žádného z pacientů kolorektální kar-
cinom nezachytili. 

Ve druhé skupině 24  adenokarci-
nomů byl výsledek detekce mSEPT9 po-
zitivní v 22 případech. U 2 zbývajících 
pacientů byl vždy 1 vzorek z triplikátu 
pozitivní. V souladu s výše zmíněnými 
kritérii však byli pacienti určeni jako 
negativní na přítomnost mSEPT9. 
U těchto 2 falešně negativních výsledků 
šlo o časný karcinom umístěný v ob-
lasti colon transversum. Výsledky obou 
skupin jsou sumarizovány v tab. 1 a 2.

Diskuze a závěr
Vzhledem k  častému výskytu KRK se 
stále hledají cesty, jak detekovat tuto 
neoplazii v  různých screeningových 
programech pokud možno v  co nej-

použity vždy současně s analyzovanými 
vzorky. Izolace DNA, bisulfitická kon-
verze a real‑ time PCR byly provedeny 
v  jeden den a  dle manuálu výrobce. 
Real‑ time PCR byla provedena u všech 
vzorků a kontrol v triplikátu v přístroji 
LightCycler 480 Instrument II (Roche 
Diagnostics, Switzerland). Vlastní 
real‑ time PCR se skládala z  několika 
kroků: 1. denaturace: 94 °C/ 20 min, 
2. amplifikace: 50  cyklů (62  °C/ 5  s, 
56  °C/ 35  s  –  měření f luorescence, 
93 °C/ 30 s) a 3. chlazení: 40 °C/ 30 s; 
reakční objem byl 30 µl.

Analýza dat real‑ time PCR: Všechny 
parametry analýzy byly nastaveny dle 
manuálu výrobce. Pro amplifikaci byl 
použit detekční systém formát Dual 
Color Hydrolysis Probe/ UPL Probe, 
kombinace filtrů 465– 510 nm pro gen 
SEPT9 a 533– 580 nm pro kontrolní gen 
ACTB (actin, b). Byla odečtena hodnota 
CP („crossing point“) každé PCR reakce 
a pro analýzu byla použita metoda Abs 
Quant/ Fit Points. Hodnota CP předsta-
vuje číslo cyklu PCR, při kterém narůsta-
jící fluorescence PCR produktu v reakci 
překročila hodnotu 2  (stanovena vý-
robcem). Získané CP hodnoty byly 
uznány jako validní, pokud nepřekročily 
meze stanovené výrobcem. U  pozitiv-
ních kontrol byla tato mez 40,5 pro gen 
SEPT9 a 30,3 pro gen ACTB. U negativ-
ních kontrol byla tato mez 37,1 pro gen 
ACTB, zatímco v reakci detekující gen 
SEPT9 nesmí vzniknout žádný produkt. 
U analyzovaných vzorků byla pro gen 
ACTB stanovena mez 33,7. Následně 
byl hodnocen gen SEPT9 u analyzova-
ných vzorků (obr. 4). Vzorek byl označen 
za pozitivní, pokud hodnota jeho CP 
byla < 50. Výsledek vyšetření byl hodno-
cen jako pozitivní, pokud nejméně 2 ze 
3 vzorků triplikátu byly hodnoceny jako 
pozitivní. Aplikace tohoto modelu vede 
ke zvýšení specifity. Výsledek byl hodno-

Tab. 1. Asymptomatičtí jedinci.

Asymptomatičtí 
jedinci

SEPT9  
pozitivní

SEPT9  
negativní

Normální 
kolonoskopie

33 1 32 33

Tab. 2. Nemocní s kolorektálním 
karcinomem.

Celkem 
KRK

SEPT9 
pozitivní

SEPT9 
negativní

24 22 2
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keru mSEPT9  přináší další variantu, 
zvláště u špatně spolupracujících pa-
cientů. Bude však nutné provedení 
dalších kontrolovaných studií, které 
jako u každého nově zavedeného dia
gnostického postupu přesněji zhod-
notí všechny jeho klady a zápory.
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Obr. 5. Navrhovaný postup detekce KRK pomocí SEPT9.
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