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Souhrn: Kolorektalni karcinom predstavuje svou vysokou incidenci a mortalitou veliky medicinsky problém. Pfitom je prevenci velmi dobte
ovlivnitelny. Je nutné detekovat ¢asna stadia tohoto nadoru ke snizeni imrtnosti na tuto neoplazii. O to se snaZi screeningové programy.
Ty se opiraji hlavné o zachyt skrytého krvaceni pomoci rtiznych laboratornich technik, sigmoideoskopii a hlavné kolonoskopii. Nicméné
screeningové programy zatim nedosahuji poZzadované Gcinnosti. Proto se vyvijeji nové techniky, jako jsou napt. detekce krevnich bio-
markerd. Do této skupiny patfi detekce SEPT9 v krvi. Pomoci tohoto testu jsme vy3etfili 57 pacientd. Rozdélili jsme skupinu do 2 &asti,
v jedné bylo 33 asymptomatickych jedinct. V této skupiné jsme zachytili jenom 1 SEPT9 pozitivni vysledek, p¥icemz nasledné kolonoskopie
byly vzdy negativni. V dal3i skupiné bylo 24 prokazanych karcinoma a u 2 byl SEPT9 negativni vysledek. U dal3ich 22 pacientt byl vysledek
na SEPTO pozitivni. Test se v budoucnu, po ovéreni jeho tcinnosti dal$imi studiemi, méZe pouzit zvld3té u jedinct s malou complienci. Pro
nemocného totiZ vyzaduje pouze rutinni krevni odbér.
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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 mSEPT result. The consequent colonoscopies were negative. The other group had 24 proven carcinomas. Of them, two
had negative mSEPTO 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.

Key words: colorectal carcinoma - screening programmes - SEPT9

Uvod

Kolorektdlni karcinom (KRK) pred-
stavuje velmi ¢asty maligni nddor s vy-
sokou incidenci a mortalitou. V USA
bylo zaznamenano v roce 2008 pfi-
blizné 150 000 novych nadord a na
toto onemocnéni zde zemte asi
50 000 pacientl roc¢né. V Evropé se
ro¢né vyskytuje onemocnéni KRK
u vice nez 413 000 nemocnych, z nichz
207 000 zemfe [1]. CR pat#i dlouho-
dobé mezi zemé s nejvétsim vyskytem
této malignity. Incidence predstavuje
94,4 novych ptipadii na 100 000 oby-
vatel u muzd a 46 u Zen. V poslednich
letech se tak zachyti ro¢né ptiblizné
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vice nez 8 000 novych p¥ipadi KRK
a 4 000 pacientd na toto onemocnénf{
v prabéhu roku zemtou [2].
Kolorektélni karcinom ma ve svych
pozdéjsich stadiich velmi Spatnou pro-
gndzu. Pokud se jej viak podafizachytit
¢asné, je velmi dobfe ovlivnitelny a léci-
telny. Pokusem o ¢asny zdchyt tohoto
nddorového onemocnéni v populaci
bylo zavedenti celostatniho dvouetapo-
vého programu screeningu sporadic-
kého KRK. Tento program je zaloZen
na detekci okultniho krvédcenf ve stolici
(FOBT) u asymptomatickych jedinct
nad 50 let, kdy p¥i jeho pozitivité nésle-
duje kolonoskopie. Na detekci okult-

niho krvaceni se nyni prosazuji mo-
dernéjsi kvantitativni imunochemické
testy. Bezpfiznakovy jedinec nad 55 let
v8ak mze podstoupit primarni scree-
ningovou kolonoskopii (provedenou
bez predchoziho testu FOBT), ktera se
muZe opakovat za 10 let.

Celosvétové jsou v detekénich pro-
gramech zavddény do praxe rtizné po-
stupy - vedle FOBT test( jsou to flexi-
bilni sigmoideoskopie, kolonoskopie,
CT kolografie apod. Nicméné tyto
programy maji svd uskali a mnohdy
nevedou k oc¢ekdvanému snizeni mor-
tality. Z tohoto divodu vyvstala po-
treba zavést do klinické praxe nové me-
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Obr. 1. Epigenetické zmény SEPTI v krvi.

tody, které jsou schopny zachytit KRK
i ve velmi ¢asném stadiu. Mezi nové,
v tomto sméru perspektivni postupy,
patfi detekce molekuldrnich bio-
marker( v krvi pacienta [3-5].

Jednim z takovychto biomarkerd
mohou byt volné cirkulujici nukleové
kyseliny (cfDNA), jejichZ zvySend hla-
dina byla pozorovana napt. u pacientd
s chronickymi zanéty, autoimunitnim
onemocnénim, benignimi lézemi i ma-
ligni progresi [6]. Pfedpokladad se, Ze
uvolrfiovani nddorové DNA do krve
Uzce souvisi ptedevdim s procesem
apoptézy, popt. nekrézy nadorovych
bunék cirkulujicich v krevnim Fecisti.
Hladina volné cirkulujici DNA (cfDNA)
uvolnénd z nddorovych bunék zavisi na
typu a velikosti nadoru, rychlosti jejiho
odbouravani z krve a dalsich fyziolo-
gickych procesech organizmu. Onko-
logicti pacienti tak maji obecné vy3si
droveri cfDNA nez zdravi jedinci. Pro-
toZe se viak hodnoty jeji koncentrace
u obou téchto skupin ¢astecné prekry-
vaji [7,8], kvantifikace celkové volné
cirkulujici nukleové kyseliny v krvi nenf
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dostate¢né pritkaznou metodou dia-
gnostiky nadorového onemocnéni.
Diky pokrokiéim v molekuldrni biologii
byly ale objeveny a otestovdny mar-
kery, které maji signifikantné rozdilné
hladiny u populace zdravych a onkolo-
gickych pacientl a které |ze vyuZit pro
¢asny screening vzniku nadorového
onemocnén{ (zejména u asymptoma-
tickych jedinc(l), nebo pro prognézu
¢&i sledovdni Gcinnosti protinddorové
[é¢by. Témito markery jsou v soucasné
dobé pfedevsim aberantné metylované
geny, které |ze detekovat s vysokou spe-
cificitou a senzitivitou (obr. 1) [9,10].
Metylaci savéi DNA se rozumi na-
vazadni metylové skupiny (-CH,) na
5 uhlik baze cytozin [11]. V somatic-
kych burikach se takovato metylace vy-
skytuje v CpG dinukleotidech. Tento
epigeneticky proces (tj. nejedna se
o zmény v sekvenci DNA) je pFirozeny
jev, ktery je nepostradatelny v fadé du-
lezitych procest, jako jsou napt. ge-
neticky imprinting, inaktivace chro-
mozomu X, stabilita chromozomi,
transkripce genll a zachovani buné¢né

m
G G nddorova DNA
GC—— GC
w
denaturace
- \
G — CG
konverze bisulfi-
L tem sodnym
m
G — UG
nemetylované cy-
toziny jsou konver-
m / tované na uracily
CG —— UG prvnikolo PCR -
GC AC syntéza druhého
l vldkna
dalsi kola PCR
CG— TG
GC —— AC

Obr. 2. Zmény v nukleotidové sekvenci
po konverzi bisulfitem sodnym/zména
nemetylovaného cytozinu na uracil
a jeho parovani s adeninem a zacho-
vani parovani u metylovaného cyto-
zinu s guaninem.

homeostéazy [12]. Cast CpG dinukleo-
tidd v8ak zstdvd nemetylovana a tvofi
tzv. CpG ostrivky, které jsou umfs-
tény v promotorové (regulaéni) ob-
lasti gen [13]. Pripadna aberantni
metylace téchto oblasti znemozni na-
sednutf transkripénich faktor( na pro-
motor, coz vede k inhibici transkripce
ptislusnych gendl. Tato inhibice exprese
pak muze prispét ke vzniku a progresi
nddorového onemocnén.

K detekci metylované DNA lIze vyu-
Zit fadu technik. Jednou z nejpouZiva-
néjsich metod stanoveni metylovanych
CpG je metylaéné specifickd PCR a jeji
varianty [14]. U této metody se vyu-
ziva konverze DNA hydrogensificita-
nem sodnym (Sodium bisulfite, v textu
dale bisulfit sodny), pfi které se neme-
tylované cytoziny deaminuji na uracily,
jez se v néslednych fazich testu chovajf
jako klasickd baze DNA thymin, a pa-
ruji se tak s adeniny. Metylované cyto-
ziny zGstdvaji nezménéné a pfi vlastnf
detekéni reakci se dle klasickych za-
konitosti molekuldrni genetiky paruji
s guaniny (obr. 2). Nasleduje vlastnf
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PCR se specifickymi primery (popf.,
v jeji varianté, s komplementarnimi
prébami), které jsou schopné roz-
lisit metylovanou a nemetylovanou
sekvenci v bisulfiticky konvertované
DNA. Daldi ¢asto pouZivanou meto-
dou je $tépeni DNA metyla¢né senzi-
tivnimi restrikénimi enzymy. Tohoto
Stépenf se vyuziva napt. pfi tzv. ,methy-
lation specific multiplex ligation-de-
pendent probe amplification“ testu
(MS-MLPA) [15]. Méné pouzivané me-
tody jsou napt. COBRA (combined bi-
sulfite restriction analysis) [16], BGS
(bisulfite genomic sequencing) [17],
pyrosekvenovani a metody PCR zalo-
Zené na detekci denaturovanych sek-
venci prostfednictvim fluorescence,
napt. MethyLight [18] nebo HeavyMe-
thyl, popt. kvantitativni analyza dena-
turovanych alel (QAMA) [19].

V na3i studii se zabyvame detekci
aberantné metylovaného genu SEPT9
(septin 9), jehoZz vyskyt v krevni plazmé
koreluje s vyskytem KRK [20,21]. Gen
SEPTY je lokalizovany na dlouhém ra-
ménku chromozomu 17 (17925), ké-
duje protein septin 9, ktery je sou-
¢asti skupiny bilkovin zvanych septiny.
SEPTO je zapojen piedevsim do pro-
cesll cytokineze, apoptdzy a regu-
lace rastu bunék. Detekce metylo-
vaného SEPT9 (mSEPT9) v krvi ma
dle dosavadnich studii vysoké po-
tencidlni vyuZiti, zejména kvali p¥i-
tomnosti mSEPT9 v krvi ve viech fa-
zich KRK nezévisle na jeho lokalizaci
(obr. 3) [20,22-26].

Material a metody

Material

Do studie jsme zahrnuli celkem 65 pa-
cientd primérného véku 62 let,
49 muzl a 16 Zen. Z toho jsme pro he-
molyzu vzorku krve vyradili 8 jedincd.
Do vlastnf sestavy bylo tedy posléze za-
fazeno 57 jedincd.

Metody

Zpracovani krve: Vzorky periferni krve
byly odebrané do odbérovych zku-
mavek Vacutainer® EDTA Tube (Bec-
ton Dickinson) a centrifugované pri
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KROK 1
3,5 ml krevni plasma

KROK 2
lzolace DNA

KROK 3
Bisulfiticka konverze

KROK 4
Duplexni real-time PCR

Obr. 3. Schematické zndzornénf laboratornich kroka u vySetteni SEPTO.

analyzované
g vzorky

fluorescence (465-510)
\
\ '|

amplification curves

negativni
\ L kontrola
pozitivni
kontrola l

cycles

Obr. 4. Analyza genu SEPT9: dva amplifikované vzorky, pozitivni a negativni

kontrola.

1350 + 150g po dobu 12 min. Ves-
kerd ziskand plazma byla prenesena pi-
petou do 15 ml centrifugacni zkumavky
a opét centrifugovana p¥i 1350+ 150 ¢
po dobu 12 min. Z horni &asti vzorku
bylo preneseno 3,5ml plazmy do
nové 15ml zkumavky a tento vzorek
byl zamraZen p#i -20 °C (maximalné
1 meésic). Hemolytické vzorky byly
z analyzy vyfazeny.

Detekce metylace SEPT9

Princip: K detekci aberantné metylo-
vané DNA genu SEPT9 byla pouzita
diagnosticka souprava Epi proColon
2.0 CE (Epigenomics AG, Germany),
kterd umoziuje detekovat vyskyt kolo-
rektalniho karcinomu z krevni plazmy
i v ¢asné fazi onemocnéni. Na rozdil od
testl okultniho krvdcen( ve stolici vy-
robce uvadi vyssi citlivost a nezavislost
na lokalizaci karcinomu. Uvddénd ana-
lyticka specificita testu je 91 %, senzi-
tivita 80 %; klinickd specificita 99 %,
senzitivita 72-87 %. Prvnim krokem to-
hoto testu je extrakce DNA z plazmy

a konverze bisulfitem sodnym, nésle-
duje detekce DNA sekvence obsahujicf
metylovand CpG mista genu SEPT9 po-
moci metody real-time PCR (obr. 4).
V reakci jsou pouzity sondy a bloka-
tory, které rozliduji metylované a ne-
metylované sekvence DNA. Test dale
sestdva z primerd, které jsou umisténé
v oblastech bez CpG dinukleotidt. P#i-
tomné specifické blokatory pro bisul-
fitem konvertované nemetylované sek-
vence umoziuji prednostni amplifikaci
metylovanych sekvenci genu SEPTO.
Pro jejich identifikaci jsou v reakci pou-
zité specifické detekéni préby. 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-
rolnf DNA (Epi proColon Control Kit).

Postup: Jedna pozitivni a jedna ne-
gativni kontrolni DNA (Epi proCo-
lon Control Kit) a analyzované vzorky
plazmy byly vytemperovany na poko-
jovou teplotu 0,5 hod pred zadatkem
izolace DNA. Obé kontrolni DNA byly
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Tab. 1. Asymptomaticti jedinci.

Asymptomaticti SEPT9
jedinci pozitivni
33 1

SEPT9 Normalni
negativni kolonoskopie
32 33

pouzity vzdy soucasné s analyzovanymi
vzorky. 1zolace DNA, bisulfitickd kon-
verze a real-time PCR byly provedeny
v jeden den a dle manudlu vyrobce.
Real-time PCR byla provedena u viech
vzorkd a kontrol v triplikdtu v p¥istroji
LightCycler 480 Instrument Il (Roche
Diagnostics, Switzerland). Vlastnf
real-time PCR se sklddala z nékolika
krok@: 1. denaturace: 94 °C/20 min,
2. amplifikace: 50 cykld (62 °C/5 s,
56 °C/35 s - méFeni fluorescence,
93 °C/30s) a 3. chlazeni: 40 °C/30 s;
reakéni objem byl 30 pl.

Analyza dat real-time PCR: Viechny
parametry analyzy byly nastaveny dle
manudlu vyrobce. Pro amplifikaci byl
pouzit detekéni systém formét Dual
Color Hydrolysis Probe/UPL Probe,
kombinace filtrd 465-510 nm pro gen
SEPT9 a 533-580 nm pro kontrolni gen
ACTB (actin, ). Byla ode¢tena hodnota
CP (,,crossing point“) kazdé PCR reakce
a pro analyzu byla pouZita metoda Abs
Quant/Fit Points. Hodnota CP predsta-
vuje ¢islo cyklu PCR, pti kterém nardista-
jici fluorescence PCR produktu v reakci
prekrocila hodnotu 2 (stanovena vy-
robcem). Ziskané CP hodnoty byly
uznany jako validni, pokud nep¥ekrocily
meze stanovené vyrobcem. U pozitiv-
nich kontrol byla tato mez 40,5 pro gen
SEPT9 a 30,3 pro gen ACTB. U negativ-
nich kontrol byla tato mez 37,1 pro gen
ACTB, zatimco v reakci detekujici gen
SEPT9 nesmi vzniknout zadny produkt.
U analyzovanych vzorkd byla pro gen
ACTB stanovena mez 33,7. Nésledné
byl hodnocen gen SEPT9 u analyzova-
nych vzorkd (obr. 4). Vzorek byl oznacen
za pozitivni, pokud hodnota jeho CP
byla < 50. Vysledek vy3etieni byl hodno-
cen jako pozitivni, pokud nejméné 2 ze
3 vzorkd triplikatu byly hodnoceny jako
pozitivni. Aplikace tohoto modelu vede
ke zvy3eni specifity. Vysledek byl hodno-
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cen jako negativni s pozndmkou snizené
specificity testu, pokud 1 ze 3 vzorkd
triplikdtu byl analyzovan jako pozitivni.
Vysledek byl hodnocen jako negativnf,
pokud viechny vzorky triplikdtu byly
analyzovany jako negativni.

Vysledky

V letech 2011 a 2012 jsme vySetfili po-
moci testu Epi proColon 2.0 CE (Epi-
genomics AG, Germany) celkem 57 je-
dincd. Tuto skupinu jsme rozdélili na
2 ¢&asti. U 33 asymptomatickych pa-
cientd jsme provedli testovani krve na
mSEPTY9 a ndsledné jsme u nich pro-
vedli kolonoskopické vysetfeni. Druhd
¢ast predstavovala skupinu 24 pa-
cientdl, u kterych jiz byl verifikovan ko-
lorektalni adenokarcinom. Tyto ne-
mocné jsme pak vySetfili testem na
mSEPT9 k potvrzen( diagndzy.

U souboru asymptomatickych je-
dincl jsme v 33 pozorovanich zazna-
menali 1 pozitivni vysledek na p#i-
tomnost mSEPT9. Tento pacient mél
pozitivni 2 ze 3 méfeni. V néslednych
totalnich kolonoskopiich jsme vsak
u zddného z pacient(i kolorektalni kar-
cinom nezachytili.

Ve druhé skupiné 24 adenokarci-
nomu byl vysledek detekce mSEPT9 po-
zitivni v 22 piipadech. U 2 zbyvajicich
pacientl byl vzdy 1 vzorek z triplikdtu
pozitivni. V souladu s vyse zminénymi
kritérii vSak byli pacienti urceni jako
negativni na pFfitomnost mSEPTO.
U téchto 2 falesné negativnich vysledkd
$lo o ¢asny karcinom umistény v ob-
lasti colon transversum. Vysledky obou
skupin jsou sumarizovany v tab. 1 a 2.

Diskuze a zavér

Vzhledem k ¢astému vyskytu KRK se
stale hledaji cesty, jak detekovat tuto
neoplazii v rGiznych screeningovych
programech pokud mozno v co nej-

Tab. 2. Nemocni s kolorektalnim
karcinomem.

Celkem SEPT9 SEPT9
KRK pozitivni  negativni
24 22 2

¢asnéjsim stadiu rozvoje onemocnén.
Nejcastéji je uzivan FOBT, a to pomocf
raznych laboratornich technik. Nic-
méné tato testovan{ nepfinaseji oce-
kdvané vyznamné snizeni morbidity
a zejména mortality. Také spoluprace
pacient( a praktickych lékatd a gyne-
kologti s gastroenterology ma jesté ur-
¢ité rezervy. Kuptikladu v Némecku je
compliance s FOBT testovanim 20 %
av USA dokonce jenom 13 % [1]. V CR
se také provadi testovani s quajaku-
lovym ¢i imunochemickym FOBT tes-
tem a pokryti populace nad 50 let bylo
v roce 2010 pouze 22,7 % [27]. Testo-
vani na FOBT nenf organiza¢né jedno-
duché a testovéni z krve by mohlo byt
pro populaci pfijatelnéjsi nez manipu-
lace se stolici.

Pro tyto ne zcela presvédcivé vysledky
se hledaji cesty k zlepSovani zachytu
KRK. Z krevnich testil se pak pravé de-
tekce metylace genu SEPT9 v krevn{
plazmé zda byt velmi nadéjnou. V nasi
klinické praxi jsme k detekci tohoto
markeru pouZzili soupravu Epi proCo-
lon 2.0 kit.

Dosud publikované vysledky testo-
vani mSEPT9 pomoci Epi proColon
kitu jsou dosud pomérné rozdilné ze-
jména s ohledem na nehomogennf se-
stavy a pouzitou generaci kitu. Dalsi
miru heterogenity vndsi do vysledkd
také rozdilny p¥istup k vyhodnoco-
vani dat. Zatimco nékteti autoti hod-
noti jako pozitivni pacienty s jednou
pozitivni reakci v triplikdtu, jini hod-
noti jako pozitivni pacienty, u nichz
probéhla amplifikace mSEPT genu nej-
ménéve 2 reakcich ztriplikatu. Tyto roz-
dilné ptistupy pak pochopitelné ovliv-
ruji klinickou specificitu a senzitivitu
analyz [1,28]. Obecné se v3ak klinicka
senzitivita u KRK v zvislosti na stadiu
pohybuje v rozmezi 70-95 % pti specifi-
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asymptomaticky

pacient kolonoskopie

|écba a
dispenzarizace

10 mL
EDTA krev

septin 9 test

pozitivni pozitivni

) )

negativni & negativni ©

Opakovat krevni test v intervalech podle
pfislusnych postupt a dal$ich neinvazivnich
KRK screeningovych testl, napf. roéné.

Dal$i KRK screening kolonoskopie
bude provedena podle pfislusného
postupu, napf. za 10 let.

Obr. 5. Navrhovany postup detekce KRK pomoci SEPT9.

cité nad 90 %, coz je v souladu s nagimi
vysledky. Urcité uskali u tohoto testu
sice predstavuje detekce stfevnich po-
lypd (v soudasné dobé se provadéj
testy mSEPTO v tkdni pokrocilého ade-
nomu a pozitivita mSEPT9 v jeho tkani
je 100 % a v plazmé 75 %) [22,28], nic-
méné ani testy na okultni krvaceni ne-
jsou zcela dokonalé a jejich dspésnost
je také podminéna krvdcivymi projevy
polypt, které jsou ¢asto intermitentni.

Z vyse uvedeného tedy vyplyvd, Ze
tyto testy mohou byt vhodnou alter-
nativou ostatnich screeningovych pro-
gramd, kde zdsadnf roli ma rozsifovanf{
a dostupnost kolonoskopického vyset-
feni. Zdsadni vyhodou tohoto testu je
pak zejména skutecnost, Ze nemocni
nemuseji drzet specidlni dietu a u non-
compliantnich osob Ize tedy oprdvnéné
ocekavat zvySeni zachytu onemocnénf
v ¢asném stadiu choroby. Obdobné
jako u ostatnich testd je pak z pocho-
pitelnych davodi vhodné test opako-
vat Tkrat za 1-2 roky (obr. 5).

V detekci tak zdvazného onkolo-
gického onemocnéni, jaké predsta-
vuje KRK, je nutné hledat dal3i alter-
nativni postupy, jak toto onemocnén(
zachytit co nejdfive. VySetfeni mar-

keru mSEPTY ptinasi dalsi variantu,
zvl4sté u Spatné spolupracujicich pa-
cientd. Bude v8ak nutné provedeni
daldich kontrolovanych studii, které
jako u kazdého nové zavedeného dia-
gnostického postupu presnéji zhod-
noti vSechny jeho klady a zapory.
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