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Abstrakt
Kolorektalni karcinom (CRC) patii k nejcastéjSim malignim onemocnénim ve
vyspélych statech svéta. Ceska republika zaujima vedouci postaveni ve svétovych
statistikach incidence a mortality CRC. Screening CRC je zaméfen na bezptiznakové
jedince od 50 let v€ku. Soucasné¢ pouzivané metody screeningovych vySetfeni
kolorektdlniho karcinomu zahrnuji jednak metody laboratorni a dale metody
zobrazovaci.

Bakalatska prace je zaméfena na moZnosti laboratorniho screeningu CRC.
K zékladnim laboratornim testim patii test na okultni krvaceni do stolice (FOBT).
V praxi byl donedavna pouZzivan starsi test guajakovy (gFOBT), postupné byly vyvinuty
nove¢jsi testy imunochemické (iIFOBT). V soucasné dob& nejpiesnéjsi metodou
stanoveni okultniho krvéaceni, vhodnou pro screening CRC, je kvantitativni analyza
lidského hemoglobinu ve stolici (qiFOBT). Soubézné jsou testovany jako mozné
screeningové metody kolorektalniho karcinomu i rizné typy biomarkeru. Jako
nejvhodngjsi pro screening CRC se jevi detekce hypermetylované DNA v2 tiseku genu
pro septin 9 v krevni plazmé.

K diagnostice kolorektalniho karcinomu slouzi i1 zobrazovaci screeningové

metody, predevsim screeningova kolonoskopie.
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1 Uvod

Kolorektalni karcinom (CRC) je spole¢ny termin pro zhoubny nador tlustého stfeva a
koneéniku. Patii mezi nejéastéj$i maligni onemocnéni ve vyspélych statech svéta. Podle
mezinarodnich dat o epidemiologii nadorovych onemocnéni, které jsou k dispozici ve
vystupech Mezinarodni organizace pro vyzkum karcinomu (IARC - International
Agency for Research on Cancer, Lyon, France), zpfistupnénych v databazi
GLOBOCAN, zaujima Ceska republika, spoleéné s Madarskem a Slovenskem
neptiznivé predni postaveni v evropskych statistikach poctu nové vzniklych ptipada a
umrtnosti na toto onemocnéni. Incidence kolorektalniho karcinomu u nas za poslednich
padesat let trvale stoupa. Mortalita se od poloviny devadesatych let v Ceské republice
jiz nastésti nezvysuje (Vyzula, Zaloudik et al., 2007).

Neustéale rostouci onkologickd zatéz vétSiny ekonomicky vyspélych stath nuti
vlady 1 vedeni zdravotnictvi téchto zemi veénovat zhoubnym néadoriim patficnou
pozornost (Dusek et al., 2012). V Evrop¢ i ve svété pfibyva zemi, které stejné jako
Ceské republika zavadgji narodni programy screeningu kolorektalniho karcinomu
(Seifert, 2012a). V Ceské republice probiha program screeningu kolorektalniho
karcinomu zaméteny na ¢asnou diagndézu onemocnéni od roku 2000.

Proces prevence malignich onemocnéni je tiistupiiovy. Ukolem primarni prevence
je omezeni a odstranéni pticin, které se obecné podileji na vzniku nadord. Vychazi ze
znalosti patogeneze onemocnéni a epidemiologickych poznatkii. Sekundarni prevence
spociva v aktivnim vyhledavani bezptiznakovych jedincii, kterym se dociluje v€asny
zachyt poéinajicich nadorovych onemocnéni. Ukolem terciarni prevence je sledovani
pacientll s jiz rozvinutym nadorovym onemocnénim a véasné odhaleni recidivy c¢i
relapsu.

Cilem predkladané bakalaiské prace je shrnuti dosavadnich poznatki tykajicich se
moznosti v¢asného zachytu kolorektalniho karcinomu se zaméfenim na moznosti
laboratorniho screeningu. Soucasti prace je rovnéz shrnuti a srovnani screeningovych

programull v Ceské republice a v zahranici.
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2 Problematika kolorektalniho karcinomu

Maligni choroby obecné nejsou fazeny mezi vzacnd onemocnéni. Nadory traviciho
traktu, zejména pak kolorektalni karcinom patii mezi nej¢astéjsi z nich.

Terminem kolorektalni karcinom se oznacuji nadorovd onemocnéni vznikajici
maligni transformaci cylindrického epitelu tlustého stfeva (vzestupny, pfi¢ny, sestupny
traCnik a esovita klicka) a rekta (Adam et al., 2010).

Bunécny cyklus je tvofen sledem vzajemné koordinovanych udélosti. Mlze byt
narusen kancerogennimi vlivy jak zevniho, tak vnitiniho prostfedi. Jejich pusobenim
vznikaji zprvu izolované nadorové buiky, které jesté dokdze zdravy organismus za
vhodnych podminek likvidovat. V opa¢ném ptipad¢ se klon karcinomovych bunék
nekontrované dé€li a roste.

Naprostd vétSina (80 %) kolorektalniho karcinomu vzniké z ptednddorovych
(premalignich) 1ézi v tlustém stfevé, tzv. adenomovych polypt (Suchanek et al., 2011).
Pfeména normalni sliznice tlustého stieva pies adenomovy polyp v karcinom je spojena
se ziskanim nékolika genetickych zmén, které maji za nésledek aktivaci onkogenli a
inaktivaci tumor-supresorovych gent. Kolorektalni karcinom roste pomalu a maligni
transformace trva podle modelovych studii v priméru 8-10 let (Musil, 2003).

Pro dlouhy Casovy interval potiebny k malignizaci adenomového polypu patii
kolorektalni karcinom mezi prevenci nejlépe ovlivnitelné a 1é€itelné nadory, pokud se

zjisti v ¢asném stadiu. Z téchto diivodil je tato choroba vhodna pro screening.

2.1 Urcé¢eni rozsahu kolorektalniho karcinomu

Rozsah onemocnéni je zdsadnim faktorem urcujicim do zna¢né miry nejen progndzu
onemocnéni, ale 1 vybér 1é€ebnych prostiedkli (Klener, 2011). Proto je jeho stanoveni
mimotadné dilezité. Zakladnim klasifikaénim systémem zavaznym v CR je klasifikace
TNM doporucena UICC (Union Internationale Contre le Cancer).

TNM Kklasifikace slouzi k jednoduchému popisu rozsahu nadoru a urceni stadia
onemocnéni, kdy T (tumor) — popisuje rozsah nadoru, jeho velikost a vztah k okolnim
strukturam, N (noduli) — vymezuje rozsah postiZzeni miznich uzlin a M (metastases) —
udava pritomnost vzdalenych metastdz. Kombinace T, N a M poskytuji pfi klasifikaci

onemocnéni Skalu moznosti (tab. 1).

12



Tab. 1 TNM Kklasifikace kolorektalniho karcinomu (UICC 1997; Adam et al., 2010)

T Primarni tumor.

TX Primarni tumor nelze posoudit.

T0 Primérni tumor neprokazan.

TIS Carcinoma in situ.

Tl Tumor infiltruje submukozu.

T2 Tumor infiltruje muscularis propria.

T3 Tumor infiltruje muscularis propria a subser6zu nebo
neperitonealizovanou perikolickou nebo perirektalni tkan.
Tumor infiltruje pfimo do jinych orgént a struktur nebo

T4 perforuje visceralni peritoneum; infiltrace jinych segmentt
kolorekta pfes serozu, pt. infiltrace sigmatu karcinomem rekta.

N Regionalni uzliny.

NX Nebyly provedeny predepsané metody pro vySetieni
regionalnich uzlin.

NO Z4dné regionalni uzliny nejsou postiZené.

N1 Metastatické postizeni 1 - 3 regiondlnich uzlin.

N2 Metastatické postizeni ve 4 nebo vice regionalnich uzlinach.

PNO Proquené regionalni Iymfadenektomig s histologicky
negativnim vySetfenim vice nez 12 uzlin.

M Vzdalené metastazy.

MX Nebyla provedena vySetfeni ke zjisténi téchto metastaz.

MO Zadné metastazy neprokazany.

M1 Vzdalené metastazy prokazany.

Pro snadng;si klasifikaci se v odborné literatute ¢asto také uvadi podle doporuceni

UICC dé¢leni onemocnéni do 4 stadii (1 1V) (tab. 2).

Tab. 2 Vzajemna korelace pozivané TNM klasifikace se stadii podle UICC

Klinické déleni stadii CRC

Stadium 0
Stadium |

Stadium Il

Stadium 11

Stadium IV

TIS NO MO

T1, T2 NO MO
HA T3 NO MO
1B T4 NO MO
A T1, T2 N1 MO
B T3, T4 N1 MO
1[® jakékoliv T N2 MO

vSechny T  vSechny N M1
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2.2 Epidemiologie kolorektalniho karcinomu

2.2.1 Incidence a mortalita v Evropé a ve svété

V Evropé zije v soucasnosti kolem 3 miliont osob s CRC, coz piedstavuje zhruba 60 %
sveétové prevalence (pfevahy) onemocnéni (Seifert, 2012a). Ro¢ni incidence v Evropé
piesahuje 400 000 novych ptipadi a zhruba 200 000 osob na onemocnéni CRC zemfe.
Nejvyssi absolutni poéty novych piipadd jsou hlaseny z Némecka, Ruska, Itilie; CR,
Slovensko, Némecko a Mad’arsko patii mezi evropské zemé s nejvySsim vyskytem
nadoru na pocet obyvatel, nejnizsi incidence se udava v Recku, Rumunsku, Litvé,
LotySsku a Finsku.

Na zékladé¢ nejnovéjSich dat Mezinarodni organizace pro vyzkum karcinomu
(IARC), zvefejnénych prostiednictvim databaze GLOBOCAN z roku 2012, byla ¢eska
populace ve vyskytu kolorektalniho karcinomu podle pohlavi v Evropé na ¢tvrtém misté
u muzil a na Sestnactém misté u Zen. V porovndni s rokem 2008, kdy v incidenci CRC
U muzi zaujimala CR tfeti a u Zen devaté misto, vyskyt karcinomu kolorekta u muzii ve
svétovém srovnani stagnuje, u zen je patrné mirné zlepseni.

V USA je diagnostikovano 150 000 novych piipadi CRC ro¢né, zhruba 60 000
pacientii na CRC umira (Seifert, 2012a). V Evropé¢ a Japonsku je kolorektalni karcinom

Cast¢jsi u muzl, v USA je vyskyt u obou pohlavi vyrovnany.

2.2.2 Incidence a mortalita v Ceské republice

Hlavnim zdrojem dat o epidemiologii zhoubnych nadori je Narodni onkologicky registr
CR (NOR) (Dusek et al., 2012). Dnes je NOR nedilnou souéasti komplexni onkologické
pée a pii 100 % pokryti Ceské populace obsahuje za obdobi 1977 - 2009 vice nez
1,7 milionu zdznami. Registrace novotvari je legislativné zakotvena a je povinna
(Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR, 2012). Z tohoto po&tu pak témé& 12 %
zdznami piedstavuji zhoubné nadory tlustého stfeva a koneéniku. Siroké vefejnosti jsou
tato data ptistupna na webovém portalu www.svod.cz (Dusek et al., 2012).

Kolorektalni karcinom je na pocatku 21. stoleti v Ceské republice nejéastdjsim
nadorovym onemocnénim obou pohlavi (Vyzula, Zaloudik et al., 2007). Popula&ni zat&z
je skuteéné vysoka, ro¢né je v CR diagnostikovano 7800 - 8100 pacienti

s kolorektalnim karcinomem a 3800 - 4200 pacientl na néj zemie (Dusek et al., 2012).
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Od 70. let hruba incidence vyskytu CRC trvale stoupala. V poslednich letech lze
pozorovat naznaky zlepSeni, pfedevsim ve stabilizaci mortality, kterd zacina vykazovat i

mirny pokles (Dusek et al., 2012) (obr. 1).
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Obr. 1 Graf historického vyvoje incidence a mortality CRC u obyvatel CR (vytvoieno podle dat
NOR)

Vysoky vyskyt CRC ma lékaiské, etické a spoleCenské dusledky. Jsou o to

wev

2012). Typicky veék Ceského pacienta s kolorektalnim karcinomem sice lezi v intervalu

61 - 77 let, ale 21 % vsech nemocnych je mladsich 60 let (obr. 2).
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Obr. 2 Graf vékové struktury pacientii CR (vytvofeno podle dat NOR)
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Zavaznou skuteCnosti je, ze rostouci 1é¢ebnou zatéz do zna¢né miry predstavuji
pacienti s pokroCilym stadiem onemocnéni (Dusek, 2012). NedostateCna prevence a
pozdni zachyt CRC si tak vybiraji svou dan v 1é¢ebnych nakladech a samoziejmé také
V nizs8i nadéji na léCebny uspech.

V pozdnich stadiich III a IV je zachyceno celkem 45 % nadorti u muza a 47 %

nadort u zen, coz je situace velmi neptizniva. (Holubec et al., 2004) (tab. 3).

Tab. 3 Zachyt CRC v Ceské republice podle stadii onemocnéni a podle pohlavi (podle Holubec
etal., 2004)

Stadium Zachyt kolorektalniho karcinomu
Muzi Zeny
I 33% 0 34 % 0
I 22 % >3 % 19 % 53 %
" 16 % o 20 % o
v 29 % 45 % 27 % 4rv

2.3 Etiologické faktory CRC

Vznik kolorektalniho karcinomu nema jedinou pfi¢inu, ale je ovlivnén vzajemnym
pusobenim vnéjsich faktort, dédi¢nych predpokladii a dalSich vlivi.

PredevSim genetické predispozice, v€as zjisténé pozitivni rodinnou anamnézou,
ptipadné dalsi predisponujici vlivy, nasledné fadi jedince do rizikové skupiny obyvatel

S nutnosti intenzivni dispenzarizace.

23.1 Vliv vnéjsich faktori

Mezi vnéjsi rizikové faktory CRC patii strava s vysokym obsahem ZivociSnych tuk a
cerven¢ho masa, nizky obsah vlakniny ve stravé, nadvaha, konzumace alkoholu,
nedostate¢ny piijem protektivnich latek napf. vitaminu C, listové kyseliny (Vyzula,
Zaloudik et al., 2007). Také nevhodné tepeln& upravované (grilované, smazené, uzené)
zivoc¢isné proteiny vedou k vyznamnému mnozstvi latek s potencionélné karcinogennim
pasobenim (Seifert, 2012b). Specifickym rysem vyzivovych faktorti je mimofadna mira
jejich Gcinku v organismu. Nizky obsah vlakniny a nadmérna konzumace sacharidd
navic zpomaluji prichod obsahu stfevem a jsou pii¢inou del$i expozice stievni stény

moZnym karcinogeniim.
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Mezi exogennimi faktory kolorektalniho karcinomu je v odborné¢ literatute uvadén
rovnéz profesionalni kontakt schemickymi latkami typu tézkych kovi, azbestu,

chlorovanych uhlovodikii, dale kouteni, dlouhodoby stres a snizena fyzicka aktivita.

2.3.2 Vliv dédi¢nych faktord

U casti populace lze pozorovat vyraznou dédicnou predispozici ke vzniku
kolorektalniho karcinomu.

Kolem 20 - 25 % piipada kolorektalniho nadoru je fazeno mezi familiarni formy
(Vyzula, Zaloudik et al., 2007).

Terminem familidrné podminéné tumory oznacujeme ty ptipady, kdy je zfetelny
vys$si vyskyt karcinomu v rodiné, ale neni prokazatelnd definovana genetické informace
(Adam et al., 2010). Epidemiologické studie prokazaly, ze piimi pfibuzni nemocnych
maji ve srovnani s ostatni populaci 3 - 4krat vyssi pravdépodobnost také onemocnét
kolorektalnim karcinomem.

U 5 - 10 % pacientl lze pozorovat vyraznou dédicnou (hereditarni) predispozici
ke vzniku nadoru (Vyzula, Zaloudik et al., 2007).

Terminem hereditarni karcinomy oznacujeme ty ptipady, kdy je znamé geneticka
abnormalita vedouci k jejich vzniku a je dostupnymi metodami diagnostikovatelné a to
jak u nemocnych, tak u pfibuznych, kteti jsou nositeli této rizikové genetické informace
(Adam et al.,, 2010). Mezi geneticky podminéné kolorektalni karcinomy patii
hereditarni nepolyp6zni karcinom (Lynchiv syndrom), syndrom familiarni polypozy

tlustého stfeva, Gardnertv syndrom, Turkotiv syndrom a syndrom plochych adenomd.

2.3.3 Predisponujici vlivy

Za predisponujici zmény jsou povazovany dysplazické 1éze a chronické zanéty stieva -
ulcer6zni kolitida a Crohnova choroba (Holubec et al., 2004). Prekancer6zni zménou je
u téchto chorob dysplazie, ktera ¢asto pfedchazi vzniku kolorektalniho karcinomu.

Z dostupnych epidemiologickych dat vyplyvé, ze rizikovou skupinou pro vznik
CRC jsou osoby nad padesat let. K predisponujicim vlivim karcinomu kolorekta je

proto fazen 1 vyssi vék.
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3 Geneze a klinicky obraz kolorektalniho karcinomu

3.1 Iniciace onemocnéni CRC

Nejcastéji, asi v 80 % ptipadi kolorektalniho karcinomu, se vyskytuje, tzv. sporadicky
karcinom, ktery nemd ani familidrni ani hereditarni charakter. VétSina sporadickych
karcinomt vznika z adenomovych polypt, které jsou vyznamnou prekancerozou.

Sporadicka forma kolorektalniho karcinomu se vyznacuje kompletnim vyfazenim
obou alel dulezitého genu z funkce, nicméné k této zmeéné je tieba jest¢ dalSich dvou
mutaci v somatické bunice (Holubec et al., 2004). Pravdépodobnost tohoto jevu je
pomérné mald a takto zpiisobené nddory vznikaji ve vyS$$im véku. Naproti tomu pii
hereditarni form¢ kolorektalniho karcinomu je zidrodecnd mutace pfitomna ve vSech
bunkach jedince. U hereditarni formy nadorového onemocnéni tak staci k vyfazeni genu
pouze jedind mutace somatické bunky. Oproti sporadické formé kolorektalniho
karcinomu je proto u hereditarnich forem riziko malignizace mnohem vyssi,
pravdépodobnost takové mutace je vysokd a posouvd se do mladSich vékovych
kategorii.

Zakladem karcinomu je nadorova bunka. Ta vznikd z normalni bunky procesem
zvanym kancerogeneze. K pfeméné normalni buiky na nadorovou je tieba sled
nezavislych mutaci, které se musi odehrat v jediné bunce, aby ziskala vSechny potiebné
vlastnosti.

Tumor supresorové geny (antionkogeny), respektive jejich proteinové produkty,
kontroluji normélni bunécnou proliferaci a diferenciaci (Holubec et al., 2004). Jde
predevsim o gen p53, APC gen a DCC gen.

Aby tumor zacal invalidovat, musi dojit ke zménam, které umozni butice dostat se
pies bazalni membranu epitelu do podlozni tkané, usadit se a prezit na novych mistech
(Alberts et al., 1998). Posloupnost udalosti za¢ina ztratou APC (Adenomatosis polyposis
coli), tumor-supresorového genu na mnoha nezavislych mistech tlustého stfeva. Ztrata
APC iniciuje rust benigniho nadoru nazyvaného polyp, z kterého po né¢kolika dalsich
mutacich vznika maligni nador (obr. 3).

Epitelialni kmenova bunika ve vystelce stieva prochdzi zménami, které iniciuji jeji
Cast¢jSi déleni. Noveé vzniklé bunky maji navic schopnost uniknout programované

bunécné smrti a vytvoti si krevni zasobeni dostacujici pro pokracujici nadorovy rast.
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Normalni epitel

1 Tumor-supresorovy gen (APC) chybi

Nadmérné mnoZeni epitelu

1 Aktivovany onkogen

1 Tumor- supresorovy gen (DCC) chybi
Velky nador

1 Tumor- supresorovy gen (p53) chybi

Ndador zacind prorustat

1 Rychla kumulace mutaci

Metastdze

Obr. 3 Progrese nadoru pti akumulaci mutaci (vytvofeno podle Alberts, 1998)

Inaktivujici mutace v genu APC iniciuji proces tvorby nadoru tim, Ze zpusobuji
vyvoj abnormalnich tkani ve stfevnim epitelu. (Snustad, Simmons, 2009). Tyto
abnormalni tkan¢ obsahuji dysplazické buiky, které mohou tvofit Casné adenomy
(polypy). Pokud je v jednom z téchto adenomu aktivovan protoonkogen K-ras, miize
takovy adenom déle rhst a vyvijet se. Inaktivujici mutace v kterémkoliv z nékolika
nadorovych supresorovych genti, které se nachdzeji na dlouhém rameni chromozomu
18, mohou zpusobit, ze se adenomy dale vyvijeji a inaktivujici mutace v nadorovém
supresorovém genu TP53 na chromozomu 17 je mohou transformovat v intenzivné
rostouci karcinomy. Dal§i mutace nadorovych supresorovych geniit mohou zpusobit, ze
se rakovinné builky uvolni z primarniho nadoru a napadaji dalsi tkan¢. Takze nejméné
sedm nezavislych mutaci je nutnych k vyvoji karcinomu stfeva a pravdépodobné jesté
dalsi mutace jsou nutné k tomu, aby karcinom tvofil metastazy v dalSich ¢astech téla

(obr. 4).

Tlusté stievo

.brazenl v fezu vnitini strany)

RN

Obr.4 Postupna pfeména normalniho epitelu na invazivni nadorové bujeni [cit. 2014-15-01].
Pievzato z: http://www.rakovinastreva.cz/data/images/streva2.jpg
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3.2 Klinicky obraz CRC

Tlusté stievo (intestinum crassum) je kone¢nym usekem travici trubice. Hlavni funkci
tlustého stieva je vstiebavani vody, mineralt a vitamini. Hromadi se v ném nestravené
zbytky potravy, promichava se stfevni obsah a formuje stolice.

Klinické projevy a duasledky karcinomu Kolorekta zavisi na jeho lokalizaci,
rozsahu a stadiu onemocnéni. Kolorektalni karcinom se nej€astéji vyskytuje v oblasti
rektosigmoidea, nejmensi procento lokalizaci CRC se nachazi v colon transversum
(obr. 5).

colon transversum
(10%)

colon descendens
{15%)

colon ascendens _
(20%)

. colon sigmoideum
(25%)

intestinum caecuim«

rectum
v (30%)
appendix

Obr. 5 Stavba kolorekta s procentualnim rozlozenim vyskytu CRC (zdroj dat: Seifert, 2012a)

Pfiznacnymi akutnimi komplikacemi jsou obstrukce a perforace stfeva.
Pravostranny CRC vede casto ke krvaceni a ztratové anémii. Onemocnéni v této Casti
stteva se diagnostikuje pomérné obtizn€, nebot’ ptiznak ptitomnosti krve ve stolici
nebyva vizualné patrny. ZjiSténd anémie je proto Casto jedinym ukazatelem mozZného
probihajiciho onemocnéni. Pfiznakem postiZeni levé poloviny stieva byva navic zacpa,
ileus a také mozné bolestivé stavy. Tumor v rektalni oblasti se projevuje ptritomnosti
krve a hlenu ve stolici a tenezmy.

Odchod krve a hlend trva nékdy fadu mésicu (Holubec et al., 2004). Krev
nemocny Casto pfisuzuje krvaceni z hemoroidii. Krev miize nebo nemusi byt smiSend se

stolici. Po stolici ziistdva pocit nedostate¢ného vyprazdnéni. Pii odchodu plynti maze
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nechténé odejit 1 stolice. Bolest u tumoru v ampule rektalni byva pozdnim pfiznakem.
Pozdni je i hubnuti.

Kméné¢ obvyklym piiznakim patfi hluboka zilni trombodza, proteinurie,
bakteriemie. (Novotny et al., 2012). Pti generalizaci do jater se setkavame s bolesti,

hepatomegalii a Zloutenkou. Malé nadory jsou obvykle asymptomatické.

4 Diagnostika a screening kolorektalniho karcinomu

Ukolem sekundarni prevence je zachyt a ovliviiovani jiz vzniklého onemocnéni
v 1é¢itelném stadiu formou preventivnich prohlidek, masového screeningu a vcasné
diagnostiky onemocnéni.

Sekundarni prevence zahrnuje dvé pracovni metody (Fric€ et al., 2007):

o Screening (depistdz) — tj. Casnd diagnostika choroby, pokud mozno

U bezptiznakovych jedincti
o dispenzarizaci  (folow-up, surveillance) — tj. dlouhodobé sledovani

vysokorizikovych skupin

Ptred zahajenim 1é¢by zjiStujeme anamnézu, zaméfujeme se na rodinny vyskyt
onemocnéni, vyskyt polypll ¢i jinych malignit (Adam et al,, 2010). Diagndzu
karcinomu tlustého stfeva lze stanovit endoskopickym vySetfenim této Casti travici
trubice (rektoskopii, sigmoideoskopii, kolonoskopii), které umoziuje sneseni polypt
nebo vzorkl znejasné zménénych tkani a jejich histologické vySetfeni. Alternativou
endoskopie je rentgenologické vySetieni s aplikaci kontrastni latky a vzduchu — metoda
dvojiho kontrastu.

K zékladnimu vySetieni slouzicimu k zjisténi rozsahu a lokalizaci nadoru patii
ultrazvukové vySetieni bficha a nasledné vysetfeni pomoci pocitacové tomografie (CT)
nebo prostiednictvim magnetické rezonance (MRI).

V depistaznim programu pro vcasnou diagnostiku CRC hraje podstatnou roli
screening (Holubec et al., 2004).

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) stanovila pro screening obecna pravidla:
(Gnauck, 1980)

. choroba je Iéc¢itelna a mé zdvazné disledky, pokud léCena neni, nebo je 1€cba
pozdni
o uvodni metoda je jednoducha, levna, piijatelna pro probanda i poskytovatele

. pokud jde o nepifimou metodu, ma davat malo faleSné pozitivnich vysledku
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. rozhodujici kritérium pro popula¢ni screening je snizeni mortality na sledovanou
chorobu v prospektivni randomizované studii
Vcasné zjisténi a zahdjeni 1écby CRC vyrazné zlepSuje celkovou prognozu.
Screening onemocnéni predstavuje soustavné vySetfovani potencionalné zdravych osob
za G&elem vyhledani jedinct s jiz probihajici nemoci. Usp&$né provadény screening tak
vede nejen k efektivnéj$i 1écbé, ale ma 1 nezanedbatelné ekonomické a socidlni
disledky. Vzhledem k cetnosti onemocnéni v populaci je screening kolorektalniho

karcinomu vyznamnym prostiedkem boje s touto nemoci v riznych ¢astech svéta.

4.1 Situace v Evropé a ve svété

The American Cancer Society (ACS) vydala roku 2004 doporuceni pro
preventivni kontroly u bezptiznakovych jedinct s primérnym rizikem. Jako populaéni
skupinu pro screening CRC doporucila muze a Zeny starSi 50 let, jako Screeningové
metody pak testy na okultni krvaceni, flexibilni sigmoideoskopii, dvoukontrastni
irigoskopii, nebo kolonoskopii. Z hlediska ¢asového je podle doporuceni ACS jednou
z moznosti screeningu VvysSetieni na okultni krvaceni v intervalu 1 roku, v Sletych
intervalech doplnéné sigmoideoskopii, druhou dvoukontrastni irigoskopie v intervalu
5-10 let, tieti kolonoskopie Vv intervalu 10 let.

V celosvétovém meétitku je nejCastéji pouzivan dvouetapovy screeningovy
program FOBT — kolonoskopie. Byl doporuc¢en sborem nezavislych experti v USA (US
Preventive Services Task Force) v 1995 a v Evropé (European Group for Colorectal
Cancer Screening) v roce 1998.

Sousedni staty Ceské republiky, Némecko, zvlasté spolkova zemé Bavorsko,
morbiditou a mortalitou onemocnéni kolorektalnim karcinomem. Némecko se pohybuje
na desaté pticce v evropskych tabulkach incidence a mortality muzii a Zen na
kolorektalni karcinom (Herzog, J. et al, 2013).

V Némecku jako prvni zemi byl deklarovan screeningovy program jiZ v roce
1976, v Ceské republice jako druhé zemi celosvétové o 24 let pozdéji. V poslednich
letech nastal ve screeningu celosvétové ohromny rozmach. Ro¢né jsou publikovany
desitky studii a screeningové programy rozviji vétsina vyspélych zemi (Spi¢ak,

Kovarova, 2012).
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Od roku 2002 existuje v Némecku strategie zaméfena na prevenci kolorektalniho
karcinomu, ktera je dobtfe dostupna v ramci zakonného zdravotniho pojisténi (Herzog, J.
et al., 2013). Zaklad této strategie predstavuje guajakovy test na okultni krvaceni ve
stolici, bézn¢ uzivany od roku 1977, a kolonoskopie, zlaty standard screeningu. Obé
metody piispély k tomu, Ze incidence i mortalita pomalu klesaji.

K novym metodam, které mohou zvysit senzitivitu vySetfeni CRC, patii

v Némecku, stejné jako v CR, v soucasnosti imunochemické testy na okultni krvaceni.

4.2 Situace v Ceské republice

Populaéni screening sporadického kolorektalniho karcinomu v Ceské republice byl
zahdjen 1. 7. 2000. VySetfeni zahrnuje test na okultni krvaceni do stolice (FOBT), nové
se mohou klienti rozhodnout i pro primarni screeningovou kolonoskopii (Zavoral et al.,
2013).

V soucasné dobé probiha program na nékolika desitkach pracovist. Od roku 2009
byla vybudovana celostatni sit' endoskopickych pracovist’ (Centra pro screeningové
kolonoskopie), kterd spliuji ptisnd pravidla kvality pro provadéni preventivnich
kolonoskopii. Zakladem programu je screeningové vySetfeni, které miize podstoupit
kazdy asymptomaticky jedinec star§i 50 let bez pozitivni rodinné ¢i osobni anamnézy
rizika onemocnéni CRC. Pro tyto osoby plati postup, ktery je v CR podle véku
odstupniovan do dvou etap. Jednotlivé kroky tohoto screeningu znazoriuji schematicky
obrazky 6 a 7. Pro rizikové osoby jsou urceny specialni postupy, lisici se podle stupné
rizika.

Nejbliz§i budoucnost programu screeningu CRC lze shrnout do téchto bodi
(Zavoral et al., 2013):

o utlumeni guajakovych testli na okultni krvaceni a pfechod na moderngjsi testy

imunochemické (nastalo béhem roku 2013)

o zavedeni institutu adresného zvani, celorepublikovy projekt spojeny s medidlni

kampani (bylo zahajeno v poloviné roku 2013)

o zavedeni screeningové odbornosti pro vykony v rdmeci screeningu kolorektalniho
karcinomu
o udrZeni kvality provadénych preventivnich kolonoskopii, reakreditace Center pro

screeningovou kolonoskopii.

23



KLIENT (50 — 54 let)

Screeningovy test FOBT

PRAKTICKY LEKAR/GYNEKOLOG

vysledek FOBT
T Screeningova kolonoskopie

Screening za 1 rok
GASTROENTEROLOG
T vysledek kolonoskopie ?
Screening za 10 let Lécba, dispenzarizace

Obr. 6 Schéma postupu u asymptomatickych jedincti ve véku 50 - 54 let

KLIENT (55 a vice let)

Screeningovy test FOBT Primarni screeningova
kolonoskopie

PRAKTICKY LEKAR/GYNEKOLOG GASTROENTEROLOG

Screeningova

] kolonoskopie LéEba,
Screening za 2 roky Screening za 10 let dispenzarizace

vysledek FOBT vysledek
kolonoskopie

Obr. 7 Schéma postupu u asymptomatickych jedinci ve véku 55 a vice let
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4.3 Screeningova kolonoskopie

Kolonoskopie spliiuje tucel diagnosticky (zjisténi nebo vylouceni zdroje krvéaceni
Vv kolorektu), ale zaroven ma velky vyznam profylakticky, ktery spo¢iva v odstranéni
polypti metodou endoskopické polypektomie (EPE) (Zavoral et al., 2013).

V Ceské republice je v ramci screeningu kolorektalniho karcinomu kolonoskopie
doporuc¢ovana pii pozitivnim vysledku testu FOBT. O priméarni screeningovou
kolonoskopii mohou také pozadat lidé star$i 55 let. Pokud je vysledek vySetieni
negativni, sta¢i kolonoskopii opakovat v intervalu deseti let. V piipad¢ pozitivity je
dalsi postup stanoven gastroenterologem rovnéz na zékladé histologie odebraného
vzorku pii endoskopickém vy3etfeni. Screeningova kolonoskopie se v CR provadi na
specialnich pracovistich akreditovanych Ministerstvem zdravotnictvi CR (MZCR) pro
provadéni screeningového programu kolorektalniho karcinomu.

Kolonoskopie je vySetfeni invazivni. Spo¢iva ve vySetfeni konecniku a tlustého
stfeva modernim flexibilnim videoendoskopem. Obraz z optiky pfistroje je pfenasen na
plochu monitoru a umoznuje detailni analyzu vySetfované¢ho organu. V ohebné hadici
pfistroje jsou kromé optickych vladken a svétlovodu se studenym zdrojem svétla rovnéz
vedeny kanaly pro oplachovani optiky a sliznice, odsavani piebyte¢nych tekutin i
vzduchu, zavadéni nastrojl, pfipadné odbér vzorku sliznice. Sliznice stfeva je k témto
vykoniim zcela necitliva. Vykon je z divodu zklidnéni pacienta obvykle provadén
Vv lehké sedaci, pokud nejsou piedpokladany komplikace, probiha bez nutnosti
hospitalizace.

V budoucnu by se mohla stit metodou volby kapslova endoskopie, pokud se
Vv prospektivnich randomizovanych studiich potvrdi jeji rovnocennost s kolonoskopii.
(Herzog et al., 2013 & Sieg, 2011). Kapslova endoskopie je i v Ceské republice jako

neinvazivni metoda ve stadiu testovani pro pouziti ve screeningu (Seifert, 2012b).

4.4  Moznosti laboratorniho screeningu

Zéakladnim testem screeningovych programtit CRC v Evropé i ve svété je test okultniho
krvaceni do stolice FOBT (Feccal Occult Blood Test). Vyznam téchto testi neustale
stanoveni diagndzy a progndzy onemocnéni a mohou byt uspésné€ vyuzity i pii ur€ovani
a sledovani 1é¢by. Podle Svestky (2013) je pro ucely screeningu zasadni otizkou

spravné nastaveni jejich parametri. Cilem je vybrat takové testy, které s nejmensim
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rizikem a nédklady vyberou z cilové populace osoby, u nichz je vyssi pravdépodobnost
zachytu ndlezu; tedy testy s nizkou fale$Snou pozitivitou (vice specifické) i faleSnou
negativitou (vice senzitivni).

Diagnosticka senzitivita se tyka populace nemocnych, zatimco diagnosticka
specificita charakterizuje schopnost testu urCit zdravé jedince. V laboratornim
screeningu CRC je vSak vySetfovana populace smisend, tvorend zdravymi i nemocnymi
osobami, proto nelze tyto jmenované parametry laboratorni metody nikdy oddélit.
Vysledky populace zdravych a nemocnych jedinct se do urcité miry piekryvaji. U ¢asti
zdravych poskytuje metoda falesné pozitivni vysledky a u ¢asti nemocnych najdeme
vysledky falesné negativni. Rozhodujici pro pomér diagnostické senzitivity a specificity
je urceni takové hodnoty testu, od které bude vysledek testu povazovan za pozitivni

(tzv. "cut-off") (obr. 8).

Cut-off
(rozhodovaci mez)
- A ,‘+

Zdravi

Diagnosticka Nemocni

specificita

Diagnosticka
senzitivita

SN

Relativni ¢etnost

FN | FP

Hodnota testu (pozitivni, negativni)

Obr. 8 Diagnosticka specificita a senzitivita, stanoveni rozhodovaci meze cut-off
(SN — spravné negativni, FN — fale$n¢ negativni, SP — spravné pozitivni, FP — faleSné pozitivni)
(podle Racek et al., 2006)

Podle Racka (2006) je mala mira nespecificity mozna; jedinci s faleSné pozitivnim
vysledkem jsou vylouceni uzitim specifického testu v druhém kole vySetfovani.
V piipadé kolorektdlniho karcinomu je faleSnd pozitivita feSena naslednym

doporu¢enim kolonoskopie (obr. 9).
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Vybér populace

"~ LFOBT

|
Spravné negativni

'2. Kolonosko ple

Sprévné pozitivni FaleEné pozitivni

_l_

Nemocni Zdravi

Obr. 9 Hodnoceni vysledkt z hlediska pouziti screeningovych metod CRC (1. test s diirazem na
diagnostickou senzitivitu, 2. test s diirazem na diagnostickou specificitu)

Testy FOBT jsou zalozeny na principu detekce krvaceni do stolice. Krevni ztraty vSak
mohou byt i fyziologické. U dospélého cloveka dochazi denné ke ztratam krve stolici v
objemu 0,5 - 2,5 ml (Kocna 2011, Seifert, 2012b). Pokud toto mnozstvi krve vztdhneme
na koncentraci hemoglobinu v krvi (120 - 150 mg/ml) a mnozstvi stolice za 24 hodin
(300 — 450 g), pak mizeme hodnoty 0,3 - 1,3 mg hemoglobinu na 1 g stolice povazovat
za fyziologické rozmezi. Z toho vyplyva, Ze testy na okultni krvaceni by mély byt
nastaveny tak, aby tuto koncentraci nedetekovaly jako pozitivni nalez ve stolici.

Testy na detekci okultniho krvéaceni jsou vyvijeny témét padesat let a lze proto

charakterizovat jiZ tfi generace FOB testl (Kocna, 2011).

441 Testy 1. generace gFOBT

Prvni generaci FOBT testt piedstavuje gFOBT (Guaiac Feccal Occult Blood Test). Je
zalozen na pseudoperoxiddzové reakci hemoglobinu s guajakovou pryskyfici
(Schneiderka et al., 2004). Bezbarva leukoforma se v pfitomnosti hemoglobinu oxiduje
peroxidem vodiku na barevnou (chromogenni) formu. Vzhledem k chemickému
principu oxidac¢ni reakce muze byt vysledek testu ovlivnén ptitomnosti jinych

oxidacnich latek (vitamin C), pfitomnosti hemoglobinu z potravy (maso, krev), falesné
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pozitivni vysledek mlze byt zplisoben i pfitomnosti rostlinnych peroxiddz (nékteré
druhy kofenové zeleniny).

Reakce vyzaduje uvolnéni hemoglobinu z Cervenych krvinek, tj. s natravenou
bunéénou membranou (Seifert, 2012b). K tomu dochazi v travici trubici ucinkem
enzymu travicich bilkoviny (proteolytické enzymy). Neni proto spravné provadét reakci
v Cerstvé krvi, a proto je také citlivost testu nizsi pti afekcich konecniku. Naproti tomu
pii krvaceni do horni casti traviciho traktu byva krevni barvivo (pokud neni krvaceni
tézké) ucinkem travicich enzymu stievniho obsahu jiz natolik zménéno, ze ztraci svou
schopnost prenaSet kyslik. Proto pozitivitu testu zptsobuje jen vyrazné krvaceni do
horni ¢asti travici trubice.

Pro screening v CR byla jesté nedavno dodavana souprava (Haemooccult), ktera
obsahuje tii testy se dvéma okénky a plastové nebo dievéné Spatle na odbér stolice.
Pacientem byly odebrany vzdy dva rtizné vzorky ze tii po sob& nasledujicich stolici,
rozetfeny na oznacena mista testu, testovaci okénka uzaviena a testy byly nasledné
odeslany do laboratofe. Laboratorni zpracovani spoc¢ivalo v aplikaci detek¢niho reagens
na opacnou stranu okének a zhodnoceni pfipadné barevné zmény.

Jsou znamé guajakové testy (Haemoccult, HemDetect, TriSlide, HemoCare,
ColoScreen, Hema-Check a dal$i) od tady firem. Hodnoceni je u vSech gFOBT
kvalitativni, jako pozitivni je hodnocen kazdy test, kde dochazi ke specifickému modro-

zelenému zbarveni (obr. 10).

Obr. 10 Pseudoperoxidazova reakce hemoglobinu s guajakovou pryskyfici na barevnou formu -
pozitivni test vlevo a negativni test bez reakce vpravo - (guajakovy test HemoCare) [cit. 2014-
04-02]. Prevzato z: http://testery.mabonex.sk/wp-content/uploads/Test-hemoCARE-

vysledok.png

Nevyhod guajakového testu je nékolik. Test vyzaduje pted jeho provedenim
specifickou dietu k vylouceni vysSe uvedenych latek, jez by vysledek testu mohly
ovlivnit. Dalsi nevyhodou je opakovany zptsob odbéru, pii kterém vysetfovana osoba
pomoci $patle manipuluje se stolici. Uskali mohou nastat také v analytické ¢asti metody

gFOBT. Odebrané vzorky stolice je tieba pii zajisténi podminek, jako je zamezeni
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slune¢niho svétla a zachovani teploty do 25°C, dopravit do ordinace, ¢i laboratofe
k vyhodnoceni. Vlastni detekéni reakce musi byt provedena provedena do 48 hodin od
posledniho odbéru za dodrzeni metodického postupu, ktery ma zamezit riziku falesné
interpretace vysledku. Samotna reakce po aplikaci n¢kolika kapek peroxidu vodiku je
vizualné vyhodnocena v dobé od tficeti do Sedesati sekund po aplikaci reagens.
Ptipadné modravé zbarveni je pifechodné a postupné se ztraci. Zelenomodrou barevnou
zménu, ktera se objevi po nékolika minutach, jiz nelze hodnotit jako pozitivni nalez
okultniho krvéceni, tato je zpiisobena oxidaci guajakové pryskyfice slune¢nim svétlem.
Parametry gFOBT vykazuji podle Spi¢aka (2012) nizkou citlivost zejména pro
zachyt adenomu. U gFOBT nelze nastavit cut-off, tj. hodnotu koncentrace
hemoglobinu, pti které je jiz vzorek povazovan za pozitivni (Seifert, 2012b). Podle
Kocny (2011) je senzitivita gFOBT testd prvni generace velmi nizka, pro detekci
karcinomu do 30 %, jejich specificita pfesahuje 90 %. Metoda gFOBT se vyznacuje
takika nulovou faleSnou pozitivitou, ale vzhledem k nizké senzitivité¢ vykazuje vyssi
procento fale$né negativnich vysledkd (obr. 11). Vysledky jsou z divodu kratkého ¢asu
k analyze, ¢i pfi slabé pozitivni reakci a vlastniho hodnoceni pouhym okem rovnéz

znacn¢ zatiZzeny subjektivismem.

gFOBT Cut-off

Zdravi

Relativni ¢etnost

Nemocni

Relativni pracovnirozsah (ngHb/ml)

Obr. 11 gFOBT vykazovaly nizkou senzitivitu a proto vyS§i procento fale$né negativity

Vzhledem k nizké senzitivit¢ guajakové testy ovlivnily incidenci CRC jen
nevyznamng€. Toto vySetfeni navic vyzadovalo pro pacienty pied vySetfenim

nekolikadenni stravovaci omezeni. Pro vySe uvedené parametry se guajakové testy pro
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screening kolorektalniho karcinomu v Ceské republice od poéatku roku 2013 jiz
nepouzivaji.

4.4.2 Testy 2. generace iFOBT

Imunochemicky test iFOBT (Immunochemical Feccal Occult Blood Test), nékdy téz
uvadény jako test FIT (Fecal Immunochemical Test) je citlivy test, ktery je urcen
k vylouceni krvaceni do GIT (Schneiderka, 2004). Je zaloZzen na imunochemické
detekci hemoglobinu reakci s monoklonalni protilatkou proti lidskému hemoglobinu.

Senzitivita a pozitivni prikaz je vyrazné¢ ovlivnén rozdilnou degradaci obou
slozek hemoglobinu s ohledem na proximodistalni gradient v travicim ustroji (Kocna,
2011). Globin je degradovan mnohem rychleji, a pozitivita imunochemickych testl
témef eliminuje detekci krvaceni v horni ¢asti travici trubice. Degradace hemu je
vyrazné pomalejsi. Detekce proteint (lidského hemoglobinu) monoklonalni protilatkou
vylucuje moznost ovlivnéni jinym zdrojem hemoglobinu (potrava), odpada interference
chemickych latek, neni nutné specialni dieta.

Parametry jednotlivych imunochemickych testd se znac¢né 1i§i, nevyhodou je
jejich nedostateéna standardizace. Otazkou pii pouzivani iFOBT v Ceské republice tedy
zustava problematika jejich sjednoceni, zvlasté pak jednotné nastaveni cut-off hodnoty
tak, aby bylo mozné pravidelné opakovani testl pfi stejnych parametrech pouzité

metody. (tab. 4).

Tab. 4 Srovnani riznych imunochemickych kvalitativnich testi s guajakovym Haemoccult
provedené ve VFN Praha (podle Kocna, 2011)

Nazev testu

CEIELIE (iFOBT x Vyrobce Na_st_a Vena - senzitivita Fa!e.s na
testu gFOBT) citlivost pozitivita
Hemolex Orion 1 mg Hb/g 0 0
2. (iFOBT) Diagnostica stolice 48,6 % 10.0%
= e 'I;:/li?)?:lrﬁamica I—2|E/_ St(())llilc%e 27 Bt
Blood (iFOBT) g
Human 25-50 pg
2. Hexagon OBTI : 68,4 % 11,5%
(iFOBT) GmbH Hb/g stolice
Smith-Kline 10 ug Hb/g
2. HemeSelect . , ; 49,3 % 27,6 %
(iFOBT) Diagnostica stolice
Beckman 5-10 mg e
1. Haemoccult - 28,7 % témér 0 %
(GFOBT) Coulter Hb/g stolice
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Imunochemické testy se lisi podle typu pouzité¢ techniky (Kocna, 2011).
Nejrozsifenéjsi varianta imunochemického testu je zalozena na zdklad¢ imunoafinitni
chromatografie, kdy test obsahuje kombinaci dvou monoklonalnich protilatek
potiebnych k selektivni detekci lidského hemoglobinu.

Vlastni provedeni testu spo¢iva v odebrani vzorku z nékolika mist stolice pomoci
tyCinky umisténé ve vicku lahvicky naplnéné stabilizujicim roztokem. Po odbéru je
ty¢inka s odebranym vzorkem stolice zasunuta zpét do lahvicky. Po aplikaci kapky
vzniklého extraktu dochazi k jeho postupnému vzlinani po sorbentu (testu). Pfi migraci
jsou slozky vzorku postupné separovany. Naneseny komplex vzlind do testovaci zony
(T). V ptipadé, ze vzorek obsahuje lidsky hemoglobin, dochazi k tvorbé cervené
zbarveného prouzku v této zon€ jako indikatoru pozitivni reakce. Pokud vzorek
neobsahuje lidsky hemoglobin, nebo je pfitomen v niz$i koncentraci, nez je nastavena
citlivost, ¢erveny prouzek se neobjevi a vysledek je negativni. Kontrolni prouzek (C)
potvrzuje funkcnost testovaci soupravy a je zarukou, ze vzorek proSel spravné pies
membranu. Hodnoceni iIFOBT testu je zdsadn¢ kvalitativni, a pfedpoklada definovanou
cut-off hodnotu pozitivity testu.

Vyhodnoceni iFOBT spociva v odecteni pfitomnosti barevného prouzku, ptipadné
barevnych prouzkt. Pokud reaguje pouze protilatka s barevnym markerem v kontrolni
zoné (C), objevi se jeden prouzek a test je hodnocen jako negativni. V ptipad¢ vzniku
komplexu antigen-protilatka se v testovaci zoné (T) objevi druhy prouzek indikujici

piitomnost hemoglobinu ve stolici. Dva barevné prouzky tedy urcuji pozitivitu testu

(obr. 12).

Pozitivni test Negativni test Neplatny test

Obr. 12 Vyhodnoceni imunochemické reakce - pozitivni test vlevo, negativni test (bez reakce
antigen-protilatka) uprostied a neplatny test vpravo

K IFOBT zalozenym na principu imunoafinitni chromatografie patii naptiklad
testy ImmoCare, FOB test Dialab, Hexagon OBTI, Actim test. Techniku reverzni
pasivni hemaglutinace vyuziva test Heme-Select a k imunochemickym testim je fazen

i latexovy test Hemolex (Schneiderka, 2004).
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Obecné plati, Ze metody uzivané ke screeningu CRC by mély mit specificitu vyssi
nez 90 % (Herzog, 2013). Specifita imunologickych testi podle studie provedené
v Némecku kolisa od 58 do 96 % (Hundt et al., 2009).

Kwvalitativni imunochemické testy iFOBT druhé generace maji oproti guajakovym
dvojnasobnou senzitivitu, jejich specificita vsak vyrazné klesla a vykazuji vysokou

falesnou pozitivitu (obr. 13).

iFOBT Cut-off

Zdravi

Relativni cetnost

Nemochi

FP

Relativni pracovnirozsah (ngHb/ml)

Obr. 13 iFOBT vykazuji vysokou senzitivitu, ale vysoké procento fale$né pozitivity

Generace testi IFOBT se pravé vzhledem k vysoké falesné pozitivité a

heterogenité metod se pro screening neprosadila.

4.4.3 Testy 3. generace qiFOBT

Optimalni pro ucel screeningu kolorektalniho karcinomu se v sou€asnosti jevi testy treti
generace, kvantitativni qiFOBT (Quantitative Immunochemical Feccal Occult Blood
Test). Vznikly zdokonalenim imunochemickych testu, jez detekuji specifické latky proti
lidskému hemoglobinu. Koncentrace hemoglobinu je zjiSténa kvantitativni analyzou
vzorku stolice. Test vykazuje vysokou spolehlivost vhodnym nastavenim cut-off
hodnoty. Prostfednictvim qiFOBT je tedy mozné zjistit nejen piitomnost, ale i presné
mnozstvi krve ve stolici. Automatizace laboratornich technologii ovlivnila i vyvoj
pfistrojii na zpracovani vzorkd stolice a detekci okultniho krvaceni. Vedle
jednoduchych semikvantitativnich fotometrickych —analyzatord na kvantifikaci

imunochemické reakce, kde je vysledek zobrazen piimo na displeji pfistroje

vvvvvv
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pro kvantitativni analyzu s vyslednym vyjddfenim mnozstvi detekovaného
hemoglobinu.

Odbérovy systém QuickRead FOB zahrnuje testovaci soupravu s plastovym
kontejnerem k regulaci mnozstvi stolice, extrakéni pufr a maly pfistroj k vyhodnoceni
vzorku v ordinaci lékafe. Analyzator lze v pfipadé potieby pfipojit také k laboratornim
informacnim systémim. Hodnoceni testu je provadéno automaticky, vysledek je
zobrazen na displeji piistroje do tfi minut. Citlivost testu je nastavena magnetickou
kartou na 1mg Hb/g stolice, rozsah detekce je 1 - 100 mg Hb/g stolice. Metoda
QuickRead v soucasné dobé¢ dava vysledek kvantitativni (+/-), ale je zde moznost
prenastaveni hladiny pro pozitivitu podle doporucené hrani¢ni hodnoty pro danou
populaci (Spi¢ak et al., 2012).

Automatické analyzatory pro kvantitativni stanoveni Hb ve vzorku stolice vyrabi
nékolik, pfevazné japonskych firem. Jedna se napiiklad o analyzatory FOBIT (Wako),
HGS-180 (Jokohi), HM-Jack (Kyowa). V Evropé¢ je dostupny pfistroj japonské vyroby
OC-Sensor-u (Eiken).

Analyza vzorkll stolice prostfednictvim pfistroje OC-Senzor je zaloZena na
latexové imunochemické aglutinaéni reakci s mnohondsobnym monoklondlnim
antigenem k proteinu lidského hemoglobinu. Citlivost detekce se pohybuje v rozmezi
50 - 2000 ng Hb/ml. Identifikace vzorku je feSena interni jednotkou pro ¢teni carovych
kodi. Detekeni jednotkou je kiemikova fotodioda. Kvantitativni stanoveni Hb ve stolici
pomoci vySe zminéného analyzatoru umoziuje individualni nastaveni cut-off hodnoty.
V praxi se analyzator pouziva v zakladnim screeningu s vyssi hodnotou detekéniho
limitu. Kapacita analyzatoru OC-Sensor-u umoziiuje az 80 vzorkt za hodinu. Vyrobce
udava, na zakladé studie profesora Rozena z Tel Avivu, vysokou diagnostickou
specifitu (95%).

Kvantitativni imunochemicky test OC-Sensor sestava z vicka a tuby, soucasti je
odbérova ty¢inka s drazkami na konci (Spi¢ak, 2012). Po odbéru z povrchu stolice se
béhem zasunuti tyCinky s vickem protlaci pii priichodu membranou mezi drazkami
ty¢inky presné¢ 10 mg stolice do 2 ml stabilizujiciho pufrovaciho roztoku. Zkumavka se
uchova v chladni¢ce po odbéru doma i nasledné v biochemické laboratofi. Analyza testu
by méla probéhnout do 7 dnti. Vyhodnoceni testu probihd na automatickém analyzatoru
v biochemické laboratofi pomoci latex aglutina¢ni imunoturbidimetrické reakce

s protilatkou k A0 lidskému hemoglobinu.
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Metoda stanovuje hemoglobin s polyklonalni protildtkou k Hb A0 IgG —
respektive s mnohanasobnou monoklonalni protilatkou (Kocna, 2012). Protilatka pro
tuto analyzu vyzaduje vicendsobnou reakci pro aglutanacni aktivitu, tedy
mnohanasobnou monoklonalni reakci. Vlastni analyza je provadéna turbidimetrickym
méfenim pfi 600 nm, kalibrace je vétSinou nékolikabodova v rozsahu 20 -
2000 ng Hb/ml.

Na stanoveni lidského hemoglobinu ve stolici imunologickou reakci antigen-
protilatka je zaloZen 1 pfistroj italské vyroby FOB Gold NG (Sentinel Diagnostics),
v CR dodavany firmou GALI spol. s r.0., kdy lidsky Hb ptitomny ve vzorku rovnéz
reaguje s polyklonalni protilatkou adsorbovanou na latexovych ¢asticich za vzniku
aglutinovych ¢astic, jejichz narust je monitorovan turbidimetricky p#i 570 nm. Princip
automatické analyzy Hb ve stolici je tedy v podstaté stejny jako u analyzatoru OC-
Sensor.

Kvantitativni imunochemické testy vykazuji diky moznosti nastaveni hrani¢ni cut-
off hodnoty vyrazné vyssi senzitivitu i specificitu nez pfedchozi generace FOBT (obr.

14).

qiFOBT Cut off

Zdravi |

Relativni éetnost

Nemocni

FP
FN

Relativni pracovnirozsah (ngHb/ml)

Obr. 14 qiFOBT vykazuji vysokou senzitivitu i specificitu
Kvantitativni testy qiFOBT jsou povazovany v Evropskych doporucenich pro

zajisténi kvality screeningu a diagnostiky CRC pro populacni screening do budoucna za

nejvhodnéjsi, predevsim s ohledem na zajiSténi kvality testovaci metody (Seifert, 2012).
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4.4.4 Nové biomarkery, Septin 9

Rozvoj molekularni biologie a aplikace technologie PCR v rutinni diagnostice oteviraji
zcela nové moznosti i ve screeningu kolorektalniho karcinomu.

Nadorovym markerem rozumime chemickou substanci pfitomnou v nadoru, nebo
produkovanou nadorem nebo hostitelem jako odpovéd na piitomnost tumoru (Adam et
al., 2004). Tuto substanci Ize vyuzit k diferenciaci nddoru od normalni tkané€, nebo
uvazovat o pfitomnosti tumoru na zakladé analyzy télesnych tekutin (Valik et al., 2008).
Biomarker, nebo téZ biologicky marker, je obecné latka pouzivana jako indikator
biologického stavu. Je méfitelnd a mize byt objektivné vyhodnocena.

V posledni dob¢ se objevila moznost diagnostikovat CRC na zakladé genetického
vySetieni stolice. Molekularni testy na pfitomnost nddorové DNA byly hodnoceny
vV n€kolika menSich studiich (Herzog et al., 2013). Tyto studie ukazuji, ze test ma
pfijatelnou citlivost, 1 kdyZ nemtiZe identifikovat v§echny typy CRC.

Ve srovnani s metodami vySetieni stolice se jevi pro pacienty jako pfijatelnéjsi
sérologické testy, kterymi jsou rovnéz zjistovany genetické mutace. Jako takovy je
doporucovan test, ktery spociva v prukazu hypermethylovaného genu septin 9 v séru
nebo v plazmé. V soucasné dobé je tento test pouzivan ve screeningu CRC naptiklad v
Kanadé¢ a USA (Waren et al., 2011).

Proces metylace DNA se vyskytuje béhem onkogeneze, je stabilni, a mize byt
testovana v tkanich a té€lnich tekutinach (Model et al., 2007).

Metylace DNA je pfirozeny biologicky proces, ktery slouzi k regulaci genové
exprese a k udrzovani stability genomu. Nasledkem metylace DNA je uml¢ovani gent v
dasledku inhibované vazby transkripénich faktort.

Septin 9 (SEPTY9) je oficialni nazev genu, ktery je lokalizovan na dlouhém (q)
raménku chromozomu 17 v poloze 25 (Genetics Home Reference, 2009)
(obr. 15).

o o § gz o
& T
. §

Obr. 15 Detail lokalizace Septin 9 genu [cit. 2013-09-23]. Pievzato z:
http://ghr.nlm.nih.gov/gene/SEPT9
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Gen SEPT9 poskytuje instrukce pro tvorbu proteinu zvaného septin 9, ktery je
soucasti skupiny bilkovin zvanych septiny (Genetics Home Reference, 2009). Septiny
se podileji na procesu zvaném cytokineze, coz je krok v bunéném d¢leni, kdy se
tekutina uvnitt bunky (cytoplasma) rozd¢€li za vzniku dvou samostatnych bunék. Septin
9-protein také piisobi jako nddorovy supresor. To znamend, ze reguluje riist a déleni
bunc¢k a to velmi rychle, az nekontrolované. Zda se, ze gen SEPT9 mutze byt aktivni v
bunikach celé¢ho téla. Z tohoto genu miize byt produkovano ptiblizné€ patnéct, nepatrné
odlisnych verzi (izoforem). RUzné typy bun¢k produkuji jiné izoformy. Konkrétni
rozlozeni téchto izoforem v télesnych tkanich neni zatim pfesné znamo.

Septin 9 gen kdéduje GTP-vazebny protein spojeny s vlaknitymi strukturami
cytoskeletu (Wasserkort et al., 2013). SEPT9 hraje roli v n¢kolika typech tumort, bud’
jako onkogen nebo nadorovy supresor.

Regulace exprese SEPT9 je slozita a dosud ne zcela jasna, naproti tomu
hypermethylace genu byla neddvno zavedena jako biomarker pro vcasné odhaleni
kolorektalniho karcinomu (Wasserkort et al., 2013). Je spojena i s karcinomem prsu a
tumory v oblasti hlavy a krku. Methylovany Septin 9 je citlivy biomarker kolorektalniho
karcinomu z periferni krve (Toth et al., 2012). Takovy biomarker je dulezity pro
véasnou detekci karcinomu, predikci nebo monitorovani terapeutické odpovédi, a k
odhalovani recidivy onemocnéni CRC (Fukushige, S. et al., 2013 & Waren et al., 2011).

Test spocivajici v prikazu methylovaného genu pro septin 9 v séru nebo v
plazmé, vykazuje podle studii (Muralidharan et al., 2010 & Griitzmann et al., 2008)
senzitivitu 63 — 72 % a specificitu 89 — 90 %. Pro vysoky stupen senzitivity a specificity
tento test ve srovnani s gFOBT detekuje CRC 1épe a v porovnani iFOBT pfinejmensim
stejné dobie. Je dostupny i v CR, ale pro &asovou, personélni i ekonomickou naro¢nost

se s jeho zafazenim do screeningu u nas nepocita (Spi¢ak et al. 2012).
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PRAKTICKA CAST
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5 Stanoveni qiFOBT

Cilem praktické casti predkladané bakalaiské prace bylo seznamit se s technikou a
praktickym provedenim kvantitativniho testu na okultni krvaceni do stolice v klinické
praxi. Prakticka ¢ast byla realizovana na specializovaném pracovisti Oddéleni klinické

biochemie (OKB) Fakultni nemocnice v Olomouci.

5.1 Material a pristrojové vybaveni

Pristrojové vybaveni:

Automaticky analyzator OC-Sensor-p

Vyrobce: EIKEN Chemical co., Japonsko

Dodavatel: Dialab s.r.0., Nam. Osvoboditela 1, 153 00 Praha 5

Reagencie a spotiebni material:

OC Auto 3 latex reagent (kat. ¢. V-PH33) 2x7 ml, 1 lahvi¢ka obsahuje 1,4 ml
senzibilizované krali¢i antiHbAO IgG protilatky na ¢asticich latexu

OC Auto 3 pufr (V-PH46) 1x200 ml, 1 lahvicka obsahuje 2,38 g HEPES

OC Standard (V-1X50) 10x1ml

OC Control Low (V-PH57) 5x1ml

OC Control High (V-PH58) 5x1ml

Odbérové zkumavky na stolici k analyzatoru OC Senzor p

Kyvety do analyzatoru OC-Sensor-p

Ostatni spotiebni material (kepy, zkumavky eppendorf, zluté a modré $picky)

5.2 Biologicky material

Pacientem byl odebran a nasledné transportovan do laboratofe vzorek stolice. Stolice
byla odebrana do specidlni plastové odberové zkumavky s pufrem. Odbér se provadi
odebranim stolice kartdckem a nasledné zasunutim do kazety. Kazeta je navrzena tak,
aby po prichodu bylo oddéleno piesné mnozstvi vzorku stolice (10 mg) a ptevedeno do
stabiliza¢niho roztoku. Kazeta jiz zlstava uzaviena a je co nejdiive dopravena do

laboratote (obr. 16).
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Postup pfi provedeni
testu OC-Sensor®

1.0znaéte vzorek svym jménem

oc :.\_1':-5 o ‘ M'A
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a zapiste zde
datum odbéru vzorku

Testovaci kazetku popiste
svym jménem a datem odbéru.
Z druhé strany ma kazeta
identifikacni ¢arovy kod.
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3.Seskrabejte povrch stolice

Stolici opakovanym tahem
odbérového kartacku naberte
mezi zarezy - ryhy.
Spravné odebrany vzorek
stolice vypada takto:
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4. Zaplnte stolici ryhy

5. Zasufite kartacek a
vicko pevné zacvaknéte

Nikdy znovu
neotevirejte
"

Kartacek se stolici zasurite
zpét do kazetky, pevné uzaviete
vicko - zacvakne a kazetku
jiz neotevirejte - doSlo by k porusen
obsahu. Pred odevzdanim |ékafi
nebo laboratofi uchovavejte
v chladni¢ce, nejdéle 1 tyden.

: 6. Uchovavejte v chladu
(v chladnicce)

yr——

Obr.16 Schéma provedeni odbéru vzorku stolice a jeho pfevedeni do stabiliza¢niho roztoku
Prevzato z: http://www1.If1.cuni.cz/~kocna/qi-fobt.pdf

V obdobi od 4. 10. 2013 do 8. 1. 2014 bylo v laboratofi hodnoceno celkem 141

vzorkd stolice od 71 muzi a 70 zen ve véku 6 — 92 let (tab. 5).

Tab. 5 Tabulka vysetfovanych vzorku

Oznaceni Vek Pohlavi | Oznaceni Vek Pohlavi | Oznaceni Vek Pohlavi
vzorku (roky) vzorku (roky) vzorku (roky)
81 6 muz 92 59 zena 116 70 Zena
9 7 zena 16 60 zena 117 70 zena
48 12 muz 72 60 muz 121 70 muz
49 12 muz 29 61 muz 122 70 muz
85 15 zena 68 61 muz 123 70 muz
3 24 zena 111 61 zena 127 70 zena
15 25 zena 113 61 zena 11 71 muz
63 25 zena 141 61 muz e 71 Zena
65 33 zZena 73 62 zZena 30 72 zZena
66 33 zena 38 63 muz 118 712 muz
67 33 zena 59 63 zena 119 72 muz
31 34 muz 60 63 zena 120 72 muz
54 37 muz 61 63 zena 13 74 muz
55 37 muz 70 63 muz 76 74 zena
56 37 muz 71 63 muz 95 74 zZena
43 38 muz 112 63 muz 6 75 Zena
42 40 zena 114 63 muz 17 75 muz
99 42 zena 10 64 muz 21 75 muz
100 42 zZena 5 65 zZena 131 75 muz
101 42 zena 74 65 zena 91 76 muz

39



http://www1.lf1.cuni.cz/~kocna/qi-fobt.pdf

86
87
88
32
19
79
80
102
124
24

34
52
133
134
136
27
98

18
28
41
45

62
128

44
44
44
45
50
50
50
50
50
51
52
53
53
54
54
54
55
55
56
56
56
56
56
57
57
57
58

muz
muz
muz
muz
muz
zena
zena
zena
zZena
muz
zena
muz
zZena
muz
muz
muz
muz
zena
zena
muz
muz
zena
muz
muz
muz
zena
zZena

75
82
109
20
46
103
14
50
104
140
12
39
40
93
107
58
132
135
138
22
25
37
47
57
83
89
115

65
65
65
66
66
66
67
67
67
67
68
68
68
68
68
69
69
69
69
70
70
70
70
70
70
70
70

zena
zena
muz
zena
muz
muz
zena
muz
muz
muz
muz
zena
zZena
muz
zena
muz
muz
muz
muz
zena
zena
zena
zZena
zena
zena
zena
zena

23
44
78
84
33
53
69
90
64
129

35
137
110
125

94

97

36
139

26
130

51

96
105
106
108
126

7
78
78
78
81
81
81
81
82
82
83
83
83
84
84
85
85
86
87
88
91
92
92
92
92
92
92

muz
zena
muz
muz
zZena
muz
muz
zena
zZena
muz
muz
zena
zZena
muz
zena
zZena
zena
zena
muz
zZena
muz
zena
zena
muz
muz
muz
zena

5.3 Princip metody

Stanoveni lidského hemoglobinu ve stolici metodou qiFOBT je zaloZzeno na

vicenasobné imunologické reakci hemoglobinu s monoklonalni protilatkou k Hb A0

lgG.

Hemoglobin piitomny ve vzorku stolice reaguje s protilatkou proti Hb,
adsorbovanou na latexovych ¢asticich, za vzniku aglutinovanych ¢astic. Pfi aglutina¢ni
reakci dochazi ke spojeni antigenu a protilatky. Nartst aglutinovaného imunokomplexu
je zjistovan turbidimetrickym méfenim pii 600 nm, zalozenym na monitorovani
prochazejiciho svétla. Vlastni méfeni probiha dvakrat. Pred aglutinaci je odectena

vstupni hodnota a po aglutinaci s hemoglobinem je turbidimetricky odeftena zména

absorbance a nasledné pfepoctena koncentrace vzorku.
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5.4 Pracovni postup

Vzorky pro analyzu byly bezprostiedné po doruceni do laboratofe identifikovany
prostfednictvim carového kodu (identifikace vzorkll je feSena prostfednictvim
interni ¢tecky carovych kodi, a do doby zpracovani (do jednoho tydne) uchovavany
V lednici pii teploté 2 - 8°C.

Pted vlastni analyzou bylo provedeno vytemperovani vzorki na laboratorni teplotu.
Soucasné¢ se vzorky pacienti a jednorazovymi méficimi kyvetami byly do
analyzatoru vlozeny i dvé standardni kontroly, jako soucast vnitini kvality méfeni.
Reagencie OC Auto 3 latex reagent a OC Auto 3 pufr byly rovnéz vytemperovany
na laboratorni teplotu.

Lahvicka s OC Auto 3 latex byla ru¢n¢ protfepana a vsunuta do unasece reagentu.
Analyzator byl spustén podle volby nabizené v menu.

V analyzatoru byly kazety mechanicky stisknuty, ¢imz doslo k filtraci vzorku stolice
uvnitf odbérové kazety a jeho pievedeni do vzorkovaci jamky pod hlinikovou folii.
Hlinikova folie byla nasledné perforovana a jehlou bylo odebrano 25 ul filtrovaného

extraktu do méfici kyvety k analyze (obr. 17).

NASTRIK 25 il
PRO ANALYZU

VLOZENI PERFORACE
VZORKU STOLICE HLINIKOVE FOLIE

1 ‘
e
{ | 1
il ﬂ 3
'.‘ L
ELUIMINACE TRANSFER EXTRAKTU
NADBYTKU STOLICE PRES FILTR DO
TRANSFER 10 mg VZORKOVACI JAMKY

Obr. 17 Odbérovy systém OC-Sensor-p (Pievzato a upraveno z: www.dialab.cz)
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6 Vysledky

Vysledky méfeni jsou vydavany v jednotkach ng/ml. Ud4avana mez detekce je 20 ng/ml.
Hodnota cut-off pro detekci kolorektalnich karcinomi je 100 ng/ml. Tato hodnota byla
pfevzata z navodu vyrobce, ktery udava pti této hodnoté specificitu 95,3 % a senzitivitu
76,5%.

Z celkového poctu 141 vySettenych vzorki stolice bylo 22 vzorkt pozitivnich na
zaklad¢ ptekroceni hodnoty cut-off u hemoglobinu (100 ng/ml), v tabulce jsou tyto
hodnoty vyznaceny cerven¢ (tab. 6). Hodnota nad méfici rozsah analyzatoru se vydava

jako vysledek >2000.

Tab 6 Vysledky vlastniho mé&feni

Oznaceni Koncentrace Interpretace | Oznaceni Koncentrace Interpretace | Oznaceni Koncentrace Interpretace
vzorku Hb ng/ml vzorku Hb ng/ml vzorku Hb ng/ml
46 >2000 pozitivni 15 7 negativni 75 0 negativni
66 >2000 pozitivni 16 7 negativni 77 0  negativni
6 >2000 pozitivni 73 6 negativni 78 0 negativni
69 >2000 pozitivni 136 6 negativni 79 0 negativni
1 >2000 pozitivni 14 3 negativni 80 0 negativni
11 >2000 pozitivni 126 2 negativni 81 0 negativni
93 >2000 pozitivni 24 1 negativni 82 0 negativni
83 >2000 pozitivni 3 0 negativni 84 0 negativni
50 >2000 pozitivni 4 0 negativni 86 0 negativni
58 >2000 pozitivni 5 0 negativni 87 0  negativni
61 1031 pozitivni 7 0 negativni 88 0 negativni
9 564 pozitivni 8 0 negativni 89 0 negativni
13 538 pozitivni 10 0 negativni 90 0 negativni
27 381 pozitivni 12 0 negativni 92 0  negativni
35 340 pozitivni 17 0 negativni 94 0 negativni
60 329 pozitivni 19 0 negativni 96 0  negativni
30 196 pozitivni 20 0 negativni 97 0 negativni
130 183 pozitivni 21 0 negativni 98 0 negativni
103 173 pozitivni 22 0 negativni 99 0 negativni
39 147 pozitivni 25 0 negativni 105 0  negativni
72 120 pozitivni 28 0 negativni 107 0 negativni
91 101 pozitivni 29 0 negativni 109 0 negativni
95 70  negativni 31 0 negativni 110 0  negativni
59 67 negativni 32 0 negativni 111 0 negativni
119 63 negativni 33 0 negativni 112 0 negativni
26 60 negativni 36 0 negativni 113 0 negativni
85 57 negativni 38 0 negativni 114 0 negativni
100 50 negativni 40 0 negativni 115 0 negativni
106 50 negativni 41 0 negativni 116 0 negativni
18 47 negativni 42 0 negativni 117 0 negativni
2 45 negativni 43 0 negativni 120 0 negativni
76 41 negativni 44 0 negativni 121 0 negativni
118 36 negativni 48 0 negativni 122 0 negativni
134 36 negativni 49 0 negativni 123 0 negativni
101 34 negativni 51 0 negativni 124 0 negativni
102 34  negativni 52 0 negativni 125 0 negativni
53 32 negativni 54 0 negativni 127 0 negativni
104 25  negativni 55 0 negativni 128 0 negativni
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108 25 negativni 56 0 negativni 129 0 negativni
133 25  negativni 57 0 negativni 131 0  negativni
34 23 negativni 62 0 negativni 132 0 negativni
70 20  negativni 64 0 negativni 135 0  negativni
45 13 negativni 65 0 negativni 137 0 negativni
23 11 negativni 67 0 negativni 138 0 negativni
47 11 negativni 68 0 negativni 139 0 negativni
63 11  negativni 71 0 negativni 140 0  negativni
37 9 negativni 74 0 negativni 141 0 negativni

Pocet pacient(

Nasledujici graf znazornuje vysledky vSech testovanych vzorkl (obr. 18).
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Obr. 18 Grafické znazornéni vsech vysledkt qiFOBT (119 vzorki negativnich, tj. 84,4 %, 22
vzorku pozitivnich, tj. 15,6 %)

pozitivnich, jak je znazornéno v grafu (obr. 19).
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Z celkového poctu vzorki 71 muzi bylo 59 negativnich, respektive 12
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Obr. 19 Grafické znazornéni vysledkt na zakladé pohlavi - muzi (59 vzorkid negativnich, tj.
83,1 %, 12 vzorkl pozitivnich, tj. 16,9 %)

43



Z celkového poctu vzorka 70 Zen bylo 60 negativnich, respektive 10 pozitivnich,

jak je znazornéno v grafu (obr. 20).
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Obr. 20 Grafické znazornéni vysledkl na zakladé pohlavi - Zeny (60 vzorkt negativnich, tj.
85,7 %, 10 vzorkl pozitivnich, tj. 14,3 %)

Pacienti, zahrnuti v méfeni, spadali do vékové kategorie 6 - 92 let, nejveétsi

zastoupeni (66,6 %) mély osoby ve véku 50 - 80 let. (obr. 21).
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Obr. 21 Graf zavislosti koncentrace Hb na véku pacient bez ohledu na pohlavi (cut-off
100 ng/ml je vyznacena Cerveng)
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Pfi srovnani zavislosti na véku a pohlavi byl zjistén vyssi vyskyt pozitivnich

vysledktt u muzd. Pozitivni vysledky u muzt byly ve vSech piipadech detekovany u

pacientd ve véku nad 50 let (obr. 22).
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Obr. 22 Graf zavislosti koncentrace Hb na véku a pohlavi — muzi (cut-off 100 ng/ml je

vyznacena cervenc)

V piipadé€ Zen byl zjistén v nékolika ptipadech pozitivni vysledek u pacientek do

padesati let, na rozdil od muzi, kde tento jev nebyl ve sledovaném obdobi zaznamenéan

(obr. 23).
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Obr. 23 Graf zavislosti koncentrace Hb na vé€ku a pohlavi — Zeny (cut-off 100 ng/ml je

vyznacena cervene)
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Lze provést i detailngjsi vyhodnoceni podle jednotlivych stadii, naptiklad
srovnanim s vysledky Leviho studie provedené na pracovisti profesora Rozena v Tel
Avivu (2007), kdy byla na zakladé zavislosti detekovaného mnozstvi Hb v souboru
zdravych kontrol a nemocnych s CRC potvrzenych naslednou kolonoskopii urcena
rozmezi pro jednotliva stadia onemocnéni CRC. Studie byla provedena pii hrani¢ni
hodnoté¢ 100 ng/ml pfi poctu tii qiFOBT. Zachyt klinicky signifikované neoplazie
(pokrocilé adenomy a karcinomy) dosahoval senzitivity 67 % a specificity 91,4 %.

Hodnoty nami naméfenych koncentraci Hb jsem porovnala s moznymi

patologickymi nalezy podle uvedené Leviho studie v nasledujicim grafu (obr. 24).
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Obr.24 Graf vyhodnoceni vysledkii qiFOBT podle mozné patologie onemocnéni CRC
(normalni nalez, adenom, pokrocily adenom, karcinom) ve srovnani s Leviho studii
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7 Diskuze

Kolorektalni karcinom patii v nasi republice K nej¢astéj$im malignim onemocnénim u
obou pohlavi. V piedkladané praci jsme ve skupiné 141 pacienta hodnotili vysledky
qiFOBT, které pii pozitivnim hodnoceni testu mohou byt varovnym signalem pro
mozny vyskyt CRC. Podle Herzoga (2013) bylo prokazano, ze koncentrace
hemoglobinu ve stolici koreluje s rizikem kolorektélniho karcinomu. Z celkového poctu
provedenych testd v ramci naSeho Setfeni bylo 22 pozitivnich, coz je 15,6 %. Podle
idaji Narodniho onkologického registru CR byla v roce 2010 incidence kolorektalniho
karcinomu 78,47 piipadi na 100 000 obyvatel, tj. asi 0,078 %. Vyssi procento nami
zachycenych pozitivnich vzorki je dano specifickym vybérem pacientli - ambulantnich
i hospitalizovanych.

Pozitivni vysledky provedenych qiFOBT se vyskytovaly nejcastéji ve veékové
kategorii 50 - 80 let s pfevahou osob v sedmém deceniu — 8 vzork, tj. 36,3 % ze vSech
pozitivnich testt. Podle literatury, stejné jako v naSem méfeni, vyskyt kolorektalniho
karcinomu vyrazné nartsta po 50. roce Zivota a nejvyssi polty se nachazi ve vékové
skuping 65 - 79 let (Seifert 2012a).

U deseti pacientii pievySovala koncentrace Hb hodnotu 2000 ng/ml a dvanact
vzorkl se pohybovalo v intervalu 100 - 2000 ng/ml. Ptedpokladana souvislost mezi
Kvantitativné stanovenou hodnotou hemoglobinu ve stolici a moznym stadiem
onemocnéni odpovida udajim v literatufe, kdy téméf polovina CRC je zachycena v
pozdnim stadiu nemoci Il a IV (Holubec et al., 2004).

Diskutovanou otdzkou zlstdva u qiFOBT problematika nastaveni rozhodovaci
meze detekce hemoglobinu. Jednotlivé vyspélé zemé tesi nastaveni cut-off individualné
s ohledem na epidemiologické vystupy, ekonomické moznosti a rovnéz kapacitu sité
kolonoskopickych screeningovych center. V. CR probiha diskuze, jakou nastavit
optimalni hrani¢ni hodnotu pro detekci krve ve stolici pro potieby screeningu. Ceska
pilotni studie, publikovand v roce 2012, doporucuje pro screening CRC provedeni
jednoho imunochemického testu s cut-off hodnotou 75 ng/ml s prokazanou spolehlivosti
detekce karcinomu nebo pokrocilého adenomu, tedy vysledky pfinejmensim srovnatelné
s Leviho studii (Kovéiova et al. 2012). Podle Kovaiové byla v Ceské studii na souboru
815 kolonoskopovanych pacienti prokazana senzitivita 73 % a specificita 90,1 % pro

pokrocilé adenomy a karcinomy.
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Ceska pilotni studie ma velky vyznam pravé z diivodu osob zahrnutych v Setfeni
pochazejicich z ceské populace, zatizené vysokou incidenci onemocnéni. Z téchto
diivodt se Ceska republika, na zékladé doporuéeni, pravdépodobné piikloni ke zvyseni
senzitivity qiFOBT pii provedeni jednoho testu s cut-off hodnotou 75 ng/ml v rdmci
screeningu CRC, a tim k moznosti zachytit vice pokroc€ilych adenomii a ¢asnych stadii
kolorektalniho karcinomu.

V piipadé naseho provedeného méfeni se ovSem zadna hodnota v rozmezi 75 -
99 ng/ml, na které by bylo mozné ukdzat vyznam snizeni cut-off, nevyskytla. Aby mélo
analyzované méfeni statisticky vypovidajici hodnotu, bylo by tfeba do vyhodnoceni
zahrnout vice pacientt (obr. 25).

Pro potvrzeni, respektive vylouéeni piedpokladané hypotézy na zakladé vysledku
qiFOBT je také nezbytné jeji ovéteni naslednym lékarskym vySetfenim, které vede k

uréeni uptesnujici diagnozy.
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Obr. 25 Graf vlivu nastaveni cut-off 75 ng/ml (Ceska studie; znazornéno modte), a 100ng/ml -
(Leviho studie; znazornéno Cerven€), na senzitivitu a specificitu qiFOBT (OC-Sensor) pro
pokrocilé adenomy a karcinomy

Z uvedené¢ho porovnani vyplyva, ze z divodu koncentrace hemoglobinu
1031 ng/ml a vysSich v nami provedeném meéfeni existuje riziko vyskytu karcinomu
nebo pokrocilého adenomu u 11 pacientd, u dalSich 11 pozitivnich pacienti lze

predpokladat rizné formy adenomu (tab. 7).
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Tab 7 Stanoveni Hb ve stolici — diagnosticka specificita kolorektalniho karcinomu ve srovnani
S naméfenymi hodnotami

Rozmezi hodnot Rozmezi hodnot (ng/ml) Potet pacientl Mozna interpretace
(OKB FNOL)
Nizsi hodnoty 0-24 101 Normalni
25-45
Normalni (stfedni 35) 10 Normalni
Mezihodnoty 46 — 139 10 Mozny adenom
140 — 263
Adenom (stredni 485) 4 Adenom
Mozny adenom/pokrocily
Mezihodnoty 264 — 314 0 adenom
315 — 654
Pokrocily adenom (stfedni 202) 5 Pokrocily adenom
Mozny pokrocily
Mezihodnoty 655 — 696 0 adenom/karcinom
697 — 1477
Karcinom (stfedni 1087) 1 Karcinom
Vyssi hodnoty > 1478 10 Karcinom

Ve skupiné muzl bylo z celkového mnoZstvi provedenych testll zjiSténo vice
pozitivnich vysledkt (16,9 %) nez ve skupiné zen (14,3 %). V celkovém srovnani
pozitivnich nalezii podle pohlavi je jasna prevalence u muzské populace (54,5 %).
Podle literatury se ptfevaha vyskytu CRC u muzi pfedpokladd (Vyzula 2009). Za
pozornost stoji srovnani vyskytu pozitivnich testll ve vékovém rozmezi 60 - 79 let podle
pohlavi, kde se nachdzi u Zen v tomto intervalu o tfetinu méné& pozitivnich testi
(6 vzorkt), nez u muzu (9 vzorkt). Zjisténi odpovida literatuie, kde je uvedeno, ze
u zen je kolorektalni karcinom méné Casty, respektive kifivka jeho vzristajici incidence
v souvislosti s vékem je opozdéna (Spi¢ak 2012). U muzd jsme ve vysledcich
zaznamenali nejvEtsi zastoupeni pozitivnich ndlez v sedmém deceniu (6 vzorki), u Zen
az v osmém (3 vzorky). V naSem testovani se naopak nepotvrdila uvadéna pfevaha
onemocnéni u Zen v devatém a desatém deceniu (Seifert 2012a), jez je déana jejich
vy$§im podilem v populaci. V nasem piipad¢ pozitivni vzorky nejstarSich pacientl
pattily muzim - vzorek 69 (81 let) a 130 (91 let) a jen jeden vzorek 35 (83 let) Zen¢.

U pozitivnich vysledki zen je ziejmy vétsSi rozptyl ve vyskytu podle véku.

Zvlasté hodnoty 564 ng/ml — 7 let, >2000 ng/ml — 33 let u pacientek 9 a 66 se vymykaji
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souvislosti nartistu pravdépodobnosti onemocnéni CRC s vékem. Podle Seiferta (2012a)
je vyskyt kolorektalniho karcinomu do 35 let vzacny. V ptipadé pozitivity u mladsich
pacientek v produktivnim véku muize byt jednou z moznych pfiCin odbér vzorku
Vv menstrua¢nim obdobi, respektive tésné pired nebo po menstruaci. Pfitomnost Hb ve
stolici mize byt zplisobena také fadou jinych nenddorovych onemocnéni. Jde hlavné
infekéni a zanétlivdA onemocnéni stfeva, coz mize byt mozna pficina krvaceni
u sedmiletého ditéte (Kovarova et al. 2012).

Na zéakladé¢ prostudované literatury a provedenych studii (Jochim S., et al., 2010,
Kovarova et al. 2012, Levi Z., et al., 2007) je zfejmé, Zze kvantitativni stanoveni
hemoglobinu je jen orientatnim ukazatelem rozsahu patologického nalezu. Presngjsi
informaci o mozném charakteru kolorektalniho karcinomu muze poskytnout az

provedené nasledné kolonoskopické vySetteni.
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8 Zavér

Cilem prace bylo piedlozit principy, parametry a moznosti screeningovych metod pro
detekci kolorektalniho karcinomu se zaméfenim na laboratorni diagnostiku v Ceské
republice a jejich srovnani se zahrani¢im. Dale bylo tkolem popsat algoritmus pro
vysetfovani kolorektalniho karcinomu U nas a ve svété. Do prace jsem zahrnula jednak
star§i metody FOBT, které v minulosti prokazaly ve screeningu kolorektalniho
karcinomu dulezitou tlohu, ale jsou jiz pfekonany modern¢jsSimi metodami s lepSimi
parametry. Na druhé strané¢ jsem predlozila i metody, které se mohou uplatnit v
budoucnosti. Nedilnou soucasti prace bylo i praktické seznameni s technikou pro
stanoveni qiFOBT, piiprava vzorki pro vySetieni, provedeni analyzy testl a jejich
vyhodnoceni. Provedend analyza vysledkii praktické casti, i pfes omezeny pocet
pacientli naseho vyzkumu, korelovala s obecnymi epidemiologickymi daty uvddénymi v
literatute. Potvrdili jsme na zaklad¢ nasich vysledkll v porovnani s vysledky uvadénych
studii, ze metoda kvantitativniho stanoveni Hb je velmi dilezitd a pfinosna pro
diagnostiku CRC.

Kolorektalni karcinom je zdvazné onemocnéni, které predstavuje pro pacienta
zasadni omezeni zplsobu zivota, nékdy muze byt doprovazené fatdlnimi nasledky.
Kolorektalni karcinom se stal svou €etnosti v populaci a nakladnosti pé¢e o nemocné s
touto diagnézou v Ceské republice celospoledenskym problémem. Screening
sporadického kolorektalniho karcinomu ma v nasi zemi dlouhou tradici. Screeningové
programy zahrnuji hlavné laboratorni metody detekce okultniho krvaceni, detekci
nadorovych markeri a ze zobrazovacich metod ptedev§im screeningovou kolonoskopii.

Populaéni screening kolorektdlniho karcinomu je slozity program, ktery
pfedpokladd souhru vsSech zucastnénych subjektd. Dilezitou roli hraje dobie
organizovana sit’ primarni péce, kvalitni osvéta a propagace spolu s onkologickymi
registry umoziujicimi vyhodnoceni dat.

Uspéch celého projektu screeningu kolorektalniho karcinomu zavisi na
praktickym 1ékaium. K vétsi tcasti zen ve screeningu CRC pfispiva v poslednich péti
letech vstup ambulantnich gynekologii, kteti rovnéz vydavaji a hodnoti FOBT. V roce
2013 ptichazi dalsi impulz ke zvySeni efektivity kolorektalniho karcinomu ve formé

adresného zvani. VEtSim problémem vSak zlistava stale nizkd ti¢ast muzu.
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