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ANOTACE

Tato prace se zabyva kalprotektinem, a jeho roli ve stievnich zanétech. V praci jsou popsany
nejcastéji se vyskytujici stitevni zanéty, jejich patogeneze, diagnostika a moznosti 1é¢by. Dale
je v praci popsan kalprotektin. Uvedeny jsou zékladni informace o kalprotektinu, jeho historie
a biologické funkce v téle. Dale jsou v praci uvedeny metody jeho stanoveni, a jeho role jako

biomarkeru ve stievnich zanétech.
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TITLE

The Role of Calprotectin in Diagnosis and Therapy of Inflammantory Bowel Disease

ANNOTATION

This thesis focuses on calprotectin, and its role in intestinal inflammation. The most common
intestinal inflammations, their pathogenesis, diagnosis and treatment options are described.
Calprotectin is also described. Basic information about calprotectin, its history and biological
function in the body are presented. Methods of its determination and its role as a biomarker in

intestinal inflammation are also presented.
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UvoD

Mezi idiopatické stievni zanéty (IBD) se fadi Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida.
V Ceské republice témito onemocnénimi trpi dohromady okolo 50 tisic pacientii. Nemoci se
objevuji jak u Zen, tak i u muzi, vétSinou star$ich jak 20 let. Tato onemocnéni jsou jiz delsi
dobu problémem, postihuji okolo 5 milionti lidi na celé planeté a pocet nemocnych stale narasta.
Tato onemocnéni vznikaji na zakladé vicero faktort jako je geneticka predispozice, porucha
imunitniho systému, poruseni sttevni mikroflory nebo zivotni styl.

I kdyzje lécba IBD velmi rozmanita, vétSinou nedojde k tipInému vylé€eni onemocnéni.
Nemoc pouze piechazi do stavu remise, pii které je potieba neustale v 1é¢bé a monitorovani
stavu onemocnéni pokraovat, aby se vcas predchizelo novému vzplanuti onemocnéni.
V rdmci zahajovaci 1écby se voli tato skupina 1é¢iv: imunosupresiva, glukokortikoidy,
aminosalicylaty a biologicka Ié¢ba. V nékterych piipadech je mozné nasadit i antibiotika. Lécba
je zvolena dle stadia, v které se onemocnéni nachazi. Nékteré z nich se uzivaji v obdobi remise
onemocnéni a nékteré z nich, jako je napf. biologicka 1é¢ba se nasazuji, pokud pacient na
zadnou z predchozich 1éceb nereagoval. I ptesto, ze 1écba nabizi Skalu moznosti, ¢ast pacientti
nakonec musi podstoupit chirurgicky zakrok.

Zlatym standardem diagnostiky IBD je endoskopické vysetieni. I piesto, ze ndm tato
technika umoziuje sledovat stav stievni sliznice, disponuje tato metoda nékolika nevyhodami.
Jednou z nich je vyssi cena vySetieni, jeji invazivnost a jisty diskomfort pro pacienta. Proto
v soucasné¢ dob& probihda vyzkum klinické studie zaméfené na vyhledavani a validaci
biospecifickych markert, které by nam poskytovaly dostatecné informace o konkrétnim
stfevnim zanétu. Pfi laboratorni diagnostice je dulezité celkovy krevni obraz a biochemické
vySetieni, S dirazem na pocet bilych krvinek, sedimentaci erytrocytt a CRP. CRP je
vyznamnym ukazatel zanétu v téle. Jedna se vSak o biomarker nespecificky, informujici pouze
0 zanétu systémovém. Velkou roli v diagnostice a 1é¢bé stievnich zanéti ma fekalni
kalprotektin. Jedna o molekulu, ktera je v pfimém kontaktu se sliznici stieva a jeho mnozstvi
ve stolici koreluje se zavaznosti postiZeni stfevni sliznice a zanétem. BéZné se kalprotektin
vySetfuje i ze séra, je vSak otazkou, jaky vyznam ma sérovy kalprotektin v diagnostice IBD.
Vysetieni fekalniho kalprotektinu je neinvazivni a existuje spousta metod, jak ho stanovit.
Vztah kalprotektinu k IBD je v mnoha ohledech piedmétem védeckych vyzkumu a studii, které
by mohly v budoucnu vést ke zlepseni diagnostiky IBD.
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1 Stievni zanéty

1.1 Crohnova choroba

Crohnova choroba (CD) je chronické zanétlivé onemocnéni, které se mize vyskytovat
po celé délce traviciho traktu. Ve vétsSiné ptipadt je nemoc v dobé diagndzy lokalizovana ve
35 % piipadi v oblasti tenkého stieva a tlustého stieva, ve 32 % pouze oblast tlustého stieva.
Ve 28 % je postizeno pouze tenké stievo a v poslednich 5 % je postizena oblast zaludku a
dvanactniku [1]. Dle “Crohn ’s and colitis foundation* je nejvice diagnostikovanych ve véku
od 20 do 30 let [2]. Pro G¢el vyzkumu a 1é¢by se CD rozdélila do fenotypovych subtypi, kterymi
je: zanétlivy, stenozujici a penetrujici fenotyp. Zanétliva CD je charakteristicka zanétem
gastrointestinalniho traktu bez zndmky stenozniho ani penetrujiciho onemocnéni. Zanét mize
vest k fibroze a z(zeni lumen. Diky témto zménam klasifikujeme nemoc jako stenozujici.
Jakmile dojde ke fibrostenitickym zménam, neni jind moznost 1é¢by nez chirurgicky zakrok,
jelikoZ jsou zmény nevratné. Pokracujici zanét mize vést ke vzniku pistéle, charakteristicky
pro penetrujici onemocnéni. Penetrujici onemocnéni je spise povazovano jako komplikace,
ktera se rozviji bez ohledu na zékladni fenotyp. Kazdy z téchto podtypti ma jinou etiologii a
vyzaduje rizné piistupy ke sledovani pribéhu onemocnéni a jeho 1é¢by [3]. Nejrozsifengjsi
klasifikaci CD je klasifikace Montrealska [4], ktera bere v Uvahu faktory jako je vék, ve kterém
byla nemoc diagnostikovana, lokace CD a fenotyp [5]. Tyto faktory jsou spole¢né se starsi
Videnskou klasifikaci shrnuty v Tabulce 1. Ta vznikla v roce 1998 z Rimské klasifikace [6].
Montrealské klasifikace se oproti ni neméni v z&kladnich kategoriich, pouze v rozdéleni uvnitt
nich. Pokrok v genetickych studiich podpofil koncept, Ze lokalizace CD je biologicky znak,
ktery se v pribéhu onemocnéni neméni. V dusledku toho lze ptedpokladat, ze pacienti, kteti
maji onemocnéni lokalizované v konkrétni Casti travici trubice, mohou mit riznou miru

odpovédi a remise na konkrétni terapii a rozdilné mechanismy ucinku [5].
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Tabulka 1 Montrealska a Videnska klasifikace Crohnovy choroby (prevzato z [4])

Montrealské klasifikace Videniska klasifikace
Vék v dobé diagnozy Al: <16 Al: <40
A2:17-40 A2: >40
A3: >40
Lokace L1: Terminalni ileum L1: Terminalni ileum
L2: Tlusté stievo L2: Tlusté stievo
L3: Ileum a tlusté stievo L3: Ileum a tlusté stievo
L4: Izolované postizeni horni
¢asti GIT
Fenotyp B1: Nestenozujici B1:Zanétlivé
B2: Stenozujici B2: Stenozujici
B3: Perforujici B3: Perforujici

Patogeneze CD zahrnuje nékolik faktord jako jsou genetické predispozice, sloZeni
mikrobiomu a enviromentalni faktory. Do dnes$ni doby bylo objeveno pies 200 genetickych
markert, které byly spojeny s CD [7]. Zapojené geny naznacuji, ze imunoreaktivita véi
stfevnim bakteriim je rozhodujici slozkou rizika vzniku nemoci [8]. Dilezitym genem, ktery
byl objeven, je NOD2, také znan jako CARD15, na chromozomu 16. NOD2 je cytosolovy
receptor rozpozndavajici vzory (PRR), ma za Ukol regulovat imunitni systém pfi pfitomnosti
intracelularnich bakterii. Je totiz schopny rozpoznavat muramyl dipeptid, ktery je obsazen
V bunééné sténé bakterii. Pfesné mechanismy, jak NOD2 ovliviiuje CD nejsou do hloubky
prozkoumané, ale miZeme fict, ze reguluje vrozenou imunitni odpovéd, poskytuje télu
antibakterialni ochranu a prozanétlivou odpovéd, ktera se spousti pii rozpoznani patogent a
dojde k produkci prozanétlivych cytokind [9]. Pokud se tento gen objevi v homozygotni formé,
je pravdépodobnost, Ze pacient bude trpét CD, 20krat az 40krat vys$si nez u genu s formou
heterozygotni [4]. Dilezitost stfevniho mikrobiomu je demonstrovan na ptipadu, kdy fekalni
transplantace prispiva k 1é¢bé a prevenci recidivity onemocnéni [9]. Bylo zjisténo, ze
adherentn¢ invazivni Escherichia Coli (AIEC) se vyskytuje vice u jedinct s CD nez u jedinct
zdravych. AIEC ma schopnost napadat stievni epitel a mnozit se v makrofazich [4].

Mezi enviromentalni faktory ovliviiujici nemoc lze zaradit kouieni, 1€ky nebo dietu.
Koufeni zvySuje riziko onemocnéni 2krat. Riziko je zvySené jak u lidi, ktefi kouti v dobé
diagnostiky, tak i u lidi, kteti uz s koufenim v minulosti ptestali [3]. Role diety ve vzniku
nemoci je nejasny, ale nékteré studie tvrdi, ze vysoky piijem cukrd, omega-6 mastnych kyselin,
polynenasycenych mastnych kyselin a masa zvySuje pravdépodobnost vyskytu CD. Naopak

dieta bohata na vlakninu a ovoce riziko snizuje [4].
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Patogeneze je zaloZzena zejména na zanétu tkang, ktery je zptusobeny nezvladatelnou
imunitni odpovédi proti bakterialnim antigentim na povrchu lumen. Imunitni bunky, jako jsou
T- lymfocyty, B-lymfocyty, monocyty a NK buiiky jsou zacastnéné v tomto procesu tak, ze se
infiltruji do stfeva pacientdl postizenych touto nemoci. Cast imunitné podminéné nachylnosti k
CD spociva v n€kterych vlastnich obrannych mechanismech proti infekénim onemocnénim, a
stievni sekrece hlenu je jejich soucasti. Bylo zjisténo, ze s CD jsou spojené riizné varianty genu
Muc2, které snizuji produkci hlenu. Je exprimovan jednotlivymi buinikami, které jsou
prekurzory poharkovych bunék. VétSina téchto bunék je lokalizovana v oblasti krypt [11]. Kde

se krypty ve stievech nachazi, je vyznaceno na Obrazku 1, i s ostatnimi stfevnimi strukturami.
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Obrézek 1 Schéma anatomie stirevni sliznice (prevzato z [12])

Vietné¢ toho, byly sonemocnénim spojeny molekuly, které zprostiedkovavaji
bakteridlni adhezi. Jednou z nich je gen FUT 2, ktery koduje enzym fukosyltransferdzu. Lide,
ktefi jsou nositeli varianty tohoto genu, maji zménénou interakci s bakteriemi a jsou nachylné;jsi
ke vzniku CD. Patogeneze je také podpofena vzajemnym piasobenim bunék s integriny,
adhezivnimi molekulami a chemokiny. Ty jsou zodpovédné za zvySenou produkci zanétlivych
cytokind, které predstavuji cil imunitnich i neimunitnich bunék a podporuji slizni¢ni zanét [10].

Ptiznaky CD mohou byt nespecifické a mohou zalezet na lokalizaci a zavaznosti

onemocnéni. N&ktefi pacienti mohou mit pfiznaky onemocnéni i n€kolik let pted stanovenim
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diagno6zy. Hlavnimi pfiznaky je prijem a bolest bficha, kdy prijem miiZze byt i s ptimési krve
nebo hlenu [13]. Krvaceni z kone¢niku sice neni tak casté, ale mize se vyskytnout pfi
poskozeni distalniho tracniku [8]. Mezi dalsi pfiznaky patii inava, ibytek hmotnosti, horecka,
anémie a opakované pistéle nebo jiné perianalni viedy, mezi které se fadi napt. fisury. U
pacientl se striktné probihajicim onemocnénim se mohou objevovat stfevni obstrukce, které
maji za nasledek nedostate¢né vyprazdhovani. To muze vést K hyperaktivnim stievnim
zvuktm, nevolnosti a zvraceni [14]. CD se projevuje i mimo stieva, a to naptiklad artropatii,
dermatologickym a hepatobiliarnim onemocnénim. Jako dalsi se mohou objevit
tromboembolické a metabolické kostni onemocnéni. S CD je spojena i fada dalSich imunitné
zprostfedkovanych onemocnéni jako je astma, celiakie, revmatoidni artritida a roztrouSena
skleroza [15].

Vysetieni CD probihd v nékolika fazich, kdy jejich soucasti jsou zobrazovaci metody,
laboratorni vySetieni krve, stolice nebo samotné tkané. Zlatym standardem mezi vysetfenimi je
endoskopie. Typickym nalezem pii endoskopii je nerovhomérné rozlozeny zanét s lézemi.
PostiZzena tkan ma vzhled podobny dlazebnim kostkam, jak je vidét na Obrazku 2. U CD je take

Casto pozorovana aftozni eroze, kterd maze byt znamkou ¢asné faze onemocnéni [16].
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Obréazek 2 Typicky ndlez pri endoskopii u pacienta s CD. a) Tkan pripominajici dlazebni kostky.
b) Podélny vied v tlustém stievé. c¢) Tvorba jizev (sliznicni hojeni). (prevzato z [16])

Kli¢ovou roli stale v prvni linii zobrazovacich metod hraje rentgenografie. Slouzi
k detekci obstrukce stiev a rozsifeni stény stieva. K zobrazeni tenkého stieva se ¢asto vyuziva
ultrazvuk, kdy se nejvice zkouméa zména tloustky stény, kterd by neméla byt tlustsi jak
3 mm [4]. Pii provedeni magnetické rezonance je mozné pomoci kontrastni latky posoudit
ztlusténi stievni stény a mezenterickych cév. Mezi magnetickou rezonanci a endoskopickym
vySetfenim, které je povazovano za zlaty standard, byly zaznamenany podobné hodnoty
senzitivity, specificity a pfesnosti vysetieni [17].

Nejdulezitéjsimi parametry, které se v laboratofi vysSetfuji je fekalni kalprotektin,
kompletni vySetfeni krevniho obrazu, kompletni biochemické vySetieni, C-reaktivni protein,
sedimentace erytrocytu a laktoferin [4,18]. Tyto hodnoty ndm podavaji informace jak o prib&hu
nemoci, tak i o ucinnosti 1é¢by. Pro nas bude nejdilezitéjsi vysetieni fekalniho kalprotektinu.
Hodnoty kalprotektinu by se u zdravého ¢lovéka mély pohybovat do 50 ug/ g. Hodnoty vyssi
jak 100 pug/ g jsou spojeny s vyskytem 1ézi, a hodnoty vyssi jak 250 ug/ g jsou povazovany za
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patologické. Pokud je u pacienta pfitomen prijem, je potfeba vzorek stolice vySetfit na
ptitomnost stievnich patogenti a toxin produkovany Clostridium difficile [4,19].

Lécba CD zavisi na zavaznosti, lokaci a fenotypu onemocnéni. Pro 1écbu hnisavych
nebo periandlnich komplikaci se pouzivaji antibiotika, jejichz role v 1é¢b& neni kli¢ova. Jiz
mnoho let se nasazuje 1é¢ba imunosupresivy, které ale maji pomaly nastup, a tak se vice
pouzivaji v obdobi remise. Castgji se pouzivaji 1é¢iva v kombinaci s protilatkami anti-TNF,
které snizuji imunogenicitu. V dne$ni dobé se ¢im dal vice pouzivaji také monoklonalni
protilatky proti integrinim nebo interleukinim. Prvnim schvalenym antiintegrinem pro 1é¢bu
CD byl natalizumab, ktery je ale spojen se zvySenym rizikem rozvoje multifokalni
leukoencefalopatie nebo smrtelnou infekci mozku. Na druhé strané pouzivany ustekinumab,
ktery je inhibitorem IL-12 a IL-23, je stejné ucinny jako anti-TNF terapie. I kdyz je 1é¢ba velmi
rozmanita, 80 % pacientt po 20 letech od diagndzy vyzaduje chirurgicky zakrok [3].

1.2 Ulcerozni kolitida

Ulcerdzni kolitida (UC) je chronické idiopatické zanétlivé onemocnéni, které postihuje
tlusté stfevo. Poprvé bylo popsano v roce 1859 Samuelem Wilksem, a v soucasné dobé je
rozsitenéj$i nez Crohnova choroba [20]. Typickym znakem je recidivujici a remitujici zanét
sliznice, ktery mlize mit poc¢atek u konecniku a miize postupovat az do segmentil tlustého streva.
Nemoc muzeme rozdé€lit na zdkladé rozsahu a zdvaznosti onemocnéni podle Montrealské
klasifikace. Ta vymezuje tfi podskupiny UC na zaklad¢€ rozsahu onemocnéni a ¢tyfi na zakladé

zavaznosti. Tyto skupiny jsou popsany v Tabulce 2 a 3 [20,21].

Tabulka 2 Montrealska klasifikace rozsahu UC (prevzato a upraveno z [21])

Rozsah Anatomicka lokalizace

E1 — proktitida postizeni rekta (proximalni postizeni maximalné

k rektosigmoidealnimu spojent)

E2 — levostranny typ postizeni rekta a tra¢niku maximalné k linealni flexuie

E3 — extenzivni postizeni postiZeni tracniku pokracuje ordlné nad linealni flexuru
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Tabulka 3 Montrealska klasifikace zavaznosti UC (prevzato a upraveno z [20])

Zavainost Definice
SO — Kklinicka remise bez piiznakl
S1 - lehké ulcerdzni kolitida 4 a mén¢ stolic/den (s anebo bez krve),

nepfitomnost celkovych ptiznakt, normalni
zanétlivé markery (FW)

S2 — stfedné tézka ulcerdzni kolitida vice jak 4 stolice s ptitomnou Krvi denné, s
minimalnimi zndmkami celkové toxicity
S3 — té7ka ulcerozni kolitida negiméné 6 stolic denné s Kkrvi,

pulz > 90 nebo teplota > 37,5 °C nebo
hemoglobin < 105/g/l nebo FW > 30 mm/h

Dale se také ke klasifikaci onemocnéni vyuzivd Mayo skére. To bylo vyvinuto jako
slozeny index aktivity onemocnéni, pro pouziti v klinickych studiich. Pivodni Mayo skore
zohlediovalo dva parametry hlasené pacientem — frekvence stolice a krvéaceni z koneéniku,
k tomu endoskopicky vzhled sliznice a celkové hodnoceni 1ékate. Kazdy z téchto parametr byl
hodnocen na Skale od 1 do 3. Celkové je tedy mozné doséhnout az skore 12 bodl. V soucasné
dobé je akceptovano modifikované Mayo skore (mMayo). Oproti pavodni popisu skore Mayo
se 1i§i ve dvou parametrech. Endoskopicky vzhled sliznice jiz nezahrnuje slizni¢ni drobivost, a
celkové hodnoceni 1ékafe jiz neni zahrnuto do tohoto hodnoceni. Jelikoz se v klinické praxi
endoskopie neprovadi pifi kazdé navstéve I€kate, onemocnéni se téz hodnoti podle
tzv. castetného Mayo skore (pMayo). Na rozdil od mMayo skore, pMayo skoére dobie koreluje
S pivodnim Mayo skore [22].

Stejné jako u patogeneze CD, tak i u UC zavisi na vice faktorech, diky kterym dojde ke
vzniku onemocnéni. Pfi genové studii bylo identifikovano témét 260 lokust, které maji
souvislost s IBD, a vétsina z nich jsou pro UC a CD spoleéné. Tyto spolecné geny koduji jak
vrozené, tak i adaptivni imunitni drahy, signalizace cytokini a imunitni senzitivitu [23].
Nejsilngjsi genetické signaly specifické pro UC jsou spojeny s hlavnim histokompatibilnim
komplexem HLA na chromozomu 6, které jsou spojeny s poskozenim tlustého stieva [24].
V nedavnych studiich byla u pacienta s UC identifikovana nova, ale vzacna forma ADCY7,
ktera zvySuje riziko onemocnéni az dvakrat. M tedy spolu s oblasti HLA nejvétsi genetickou
souvislost s UC [23]. U 8-14 % pacientu, ktefi trpi UC, se zanétlivé onemocnéni stiev vyskytuje
i u pfedchozich generaci [25]. Vyskyt onemocnéni nema specifickou vé€kovou kategorii, ani
neni pravidlem, ze by se vice vyskytovalo u zen nebo u muzi [23].

V nedavné studii, kterd se piimo zaméfovala na zanét sliznice, bylo u nové

diagnostikovanych détskych pacienti zjisténo, pomoci metody RNA sekvenovani, snizeni
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exprese nekterych mitochondriélnich a jadernych geni. Mitochondrialni geny maji za dlohu
kodovat fetézec oxidativni fosforylace, jaderné geny jsou zodpovédné za biogenezi
mitochondrii. Témito procesy zahrnujeme mitochondropatii jako patologicky proces u UC [23].

UC je téz zavisla na enviromentalnich faktorech jako je koufeni a dieta. Ackoliv se
Vv soucasné dobé¢ patogeneze ulcerdzni kolitidy zmitniuje po boku Crohnovy choroby, jsou zde
zna¢né rozdily. CD se muze projevit v celé délce travici soustavy, zatimco UC se projevuje
nejvice v tlustém stieve. Pokud je u CD postiZeno tlusté stievo, je nejvice postizena jeho prava
¢ast. U UC je postiZzena zejména leva cast. DalSim rozdilem mize byt zptisob, jakym je zanét
Vv travici soustavé distribuovan. Pii CD je distribuce zanétu segmentalni, na druhé strané pii UC
je distribuce kontinudlni. U pacienti s CD prostupuje zanét celou sténou travici trubice a
dochazi ke tvorbé jizevnatych struktur a hlubokych fisur. UC je vétSinou omezena pouze na

sliznici tlustého stieva. Tyto odlisnosti jsou popsany na Obrazku 3. [26].

N A\ NN
v =
C D E / )

Obrazek 3 Nakresy demonstrujici zakladni makroskopické rozdily mezi Crohnovou chorobou a
ulcerdzni kolitidou(A: Segmentalni charakter Crohnovy choroby; B: Kontinualni charakter
ulcerdzni kolitidy; C: Transmuralni charakter Crohnovy choroby s tendenci ke tvorbé jizevnatych
struktur a hlubokych fisur; D: Omezeni ulcerézni kolitidy pouze na sliznice, tvorba plosnych
ulceraci, fibrotizace sliznice a vymizeni haustrace; E: Normalni tlusté strevo) (pievzato a
upraveno z [26])

19



Ptiznakem nemoci miize byt krvavy prijem s hlenem nebo bez, tenesmus a riizné stupné
bolesti bficha, nevolnost a ztrdta hmotnosti [27]. Vyskytujici se abnormality pti laboratornim
vySetfeni jsou napf. anemie zpusobena nedostatkem zeleza, trombocytéza, vyskyt
autoprotilatek proti poharkovym buitkkdm a proti cytoplazmé neutrofild, a také
hypoalbuminemie, ktera je markerem zdvaznosti onemocnéni a odpovédi na biologickou 1écbu.

Nékolik studii uvedlo spojeni UC s vyskytem Helicobacter pylori nebo s fokalni
gastritidou. Nejzavaznéjsi komplikaci onemocnéni je vznik toxického megakolonu, kdy
zanétlivy proces muze byt na tolik zavazny, Ze narusi nervosvalovou funkci stieva, a vede
k dilataci a nasledné perforaci stieva [20]. Ackoli je UC omezena na tlusté stievo, aZ u tietiny
pacientd se mohou vyskytnout extraintestindlni projevy. Nejcastéji je postizena klize, o¢i,
klouby a jatra. Nejvice se u pacienti vyskytuji artritidy [28]. Pfiznaky UC a CD se mohou lisit.
Pii CD se u pacientll vyskytuje bolest zejména v pravé spodni ¢asti biicha, u UC je bolest
lokalizovana spise v dolni levé oblasti biicha. U CD se dale nevyskytuje krvaceni z kone¢niku
pti pohybech stfev, jako je to typické u UC.

UC je diagnostikovana na zakladé kombinace vySetieni, kterd se sklada z endoskopie,
zobrazovacich metod a laboratorniho vysetfeni, stejné jako je tomu u CD. Endoskopie je
dulezity diagnosticky nastroj, ktery slouzi k odliseni UC od CD a jinych kolitid, nesouvisejicich
s UC. Endoskopie se provadi k posouzeni rozsahu onemocnéni a k ziskani vzorkd tkané pro
biopsii. Charakteristicky nalez pii endoskopii je kontinualni zanét sliznice, zanik normalniho
vaskularniho vzoru, granularita nebo krvaceni. K diagnostice UC neni potieba rutinné provadét
gastroskopii [29]. Pro spolehlivou diagnozu je potieba odebrat alespont dvé biopsie z minimalné
Sesti oblasti [20]. V histologickém preparatu je mozné pii diagndéze UC vidét naruseni
architektury krypt. Dale je také pozorovatelnd bazalni plazmocyt6za, zvySené mnoZstvi
lymfocytt v lamina propria, vyCerpani mucinu a metaplazie Panethovych bunék [29]. Nékteré

Z téchto patologii je mozno vidét na Obrazku 4 .

20



Obrézek 4 Sliznice tlustého stieva u ulcerdzni kolitidy s naruSenou architekturou krypt, zvysenym
poctem zanétlivych bunék a metaplazii Panethovych bunék (Sipky) (prevzato z [30])

Ze zobrazovacich technik se nejvice vyuziva vypocetni tomografie (CT), pomoci které
se primarné vysetfuje zesileni sliznice. TlouStka stfevni stény tlustého stieva je pii onemocnéni
zvySena v pruméru na 8 mm, oproti normalnim 3 mm [31].

Laboratornimi parametry, které se méfi v Krvi a séru, je kompletni krevni obraz,
sedimentace erytrocytl, C-reaktivni protein, sérovy albumin ve spojeni se studiem zeleza a
vitaminu B12. Ve stolici se poté provadi vySetieni fekalniho kalprotektinu a laktoferinu. Ty
napomahaji ur€it stupeii onemocnéni anebo odhalit klinicky relaps. Hodnoty fekalniho
kalprotektinu, které onemocnéni indikuji jsou stejné jako u CD [32]. Nejdukladnéji
studovanymi zanétlivymi markery je CRP a fekalni kalprotektin. Pro fekalni kalprotektin
existuje fada studii, které prokazuji velmi dobrou korelaci s klinickou aktivitou,
endoskopickymi ukazateli, a dokonce i s hojenim sliznice u UC [33]. K rozliseni UC a CD se
vyuziva vySetfeni dvou protilatek — perinuklearni protilaitky proti cytoplazmé
neutrofil ()ANCA\) a protilatky proti Saccharomyces cerevisiae (ASCA). Pokud pacient trpi
UC bude jeho vysledek testovani na pANCA negativni a na ASCA pozitivni. U pacientas CD
bude vysledek opacny [20].
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Vybér 1écby zavisi, tak jako u CD, na charakteru postiZeni a stupni klinické aktivity
onemocnéni [19]. Hlavnim pilifem 1é&by UC je mezalamin, ktery je znamy jako
kyselina 5 — aminosalicylova. Muze byt podavan bud’ per os, nebo per rektum ve formé ¢ipku
nebo klyzmatu. Rektalni podani 1éku poskytuje az stokrat vyssi koncentraci Gcinné latky
V misté zanétu, a proto je pro navozeni remise preferovano pied peroralnim podanim [34]. U
pacienti s akutni nebo tézkou formou onemocnéni se k primarni 1écb& pouzivaji
glukokortikoidy. Pouzivajici se také v situaci, pokud se remisi nepodaii navodit mezalaminem.
Vzhledem k znamym nezadoucim u¢inktim steroidii by se mély podavat pouze kratkodobé,
nikoliv jako udrzovaci 1é¢ba. Komplikovany prubéh 1é¢by je takovy, kdy pacient nereaguje na
béznou lé¢bu. V tomto piipadé miZzeme prabéh rozli§it na steroid-dependentni
a steroid-rezistentni. K 1é¢bé steroid-dependentniho onemocnéni se pouziva azathioprin, coz je
imunosupresivum. Jejich efekt nepfichazi diive nez za tii mésice, proto je nékdy nutné docasné
prejit na glukokortikoidy. Kromé& imunosupresiv, je mozné pouzit pii 1€cbé zéavislé na

steroidech anti-TNF protilatky, tzv. infliximab [34].

1.3 Jina stievni onemocnéni

Stievni onemocnéni nemusi byt jen vysledkem zanétlivého procesu, jako je tomu u
Crohnovy choroby a ulcerozni kolitidy. Vznik kolitid mize byt vysledkem infekce, ischemie,
uzivani 1éki nebo radiace. Jako dal$i mohou vznikat mikroskopické kolitidy, anebo jako
sekundarni onemocnéni pti imunodeficienci [35].

Mikroskopicka kolitida je zanétlivé onemocnéni tlustého stieva. D¢l se na dveé skupiny:
lymfocytarni a kolagenni kolitidu. Tyto dvé skupiny se d€li pouze na zaklad¢ histologického
obrazu, jelikoZ klinicky prub¢h i 1é¢ba jsou totozné. Ke stanoveni definitivni diagnézy nelze
pouzit zobrazovaci metody ani endoskopii, ale je potfeba udélat histologické vysetieni [36].
Typickym projevem tohoto onemocnéni je vodnaty prijem bez piimési krve, ¢asto se projevujic
Vv noci. Objevuji se i bolesti bficha, bolesti kloubu a Ubytek vahy. Obecné jde ale fict, ze jsou
ptiznaky této nemoci nespecifické [37]. Studie zroku 2023 se vénovala roli fekalniho
kalprotektinu v diagnostice mikroskopické kolitidy. Bylo zjisténo, Zze u pacienti s timto
onemocnénim byly hodnoty fekalniho kalprotektinu zvySeny. Ale i presto je fekalni
kalprotektin nespecificky marker pro toto onemocnéni a nejde se pii diagnostice spoléhat pouze
na n¢j [38].

Infek¢ni kolitida vznika ptisobenim bakterii, vird a parazitd a vede k zanétlivému typu

prijmu. U pacientd se objevuje hnisava, krvava, hlenovita fidka stolice, horecka, tenesmy a
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bolesti bficha. Bakterie, které bézné¢ zplsobuji infekéni kolitidy, jsou napf.
Campylobacter jejuni, Salmonella, Shigella, Escherichia coli, Yersenia enterocolitica,
Clostridium difficile a Mycobacterium tuberculosis. Mezi bézné pti¢iny virové kolitidy patii:
norovirus, rotavirus, adenovirus a cytomegalovirus. Parazitarni ndkaza muze vzniknout napf.
pasobenim Entamoeba histolytica. Tento prvok je schopen napadnout sliznici tlustého stieva a
zpusobit kolitidu [39].

U téchto infek¢nich prajma je zlatym standardem pro diagnostiku kultivace stolice.
Ovsem tato metoda je relativné zdlouhava a finan¢né narocna. Proto bylo testovano nékolik
biomarkerti, kdy nejlepsi vysledky vykazoval fekalni kalprotektin. Rozsahla studie
2382 pacientt s akutnim prijmem ukdazala, Ze senzitivita a specificita fekalniho kalprotektinu
v diagnostice akutniho bakterialniho prijmu je 83 % a 87 %. V pediatrické studii, ktera
hodnotila zvySeni fekalniho kalprotektinu u pacientt s bakteridlnim a virovym prijmem, bylo
zjisténo, ze pii virové infekci byla primérnd hodnota fekalniho kalprotektinu mensi jak
pramérné hodnoty u bakteridlniho priijmu. Tyto informace svéd¢i o jasném oddéleni virového
a bakterialniho prajmu [40].

Jak uz bylo zminéno dalsi pfi¢inou kolitidy mtze byt ischemie. Tato forma onemocnéni
vznika v dasledku snizeného pratoku krve. Muze se jednat o povrchové poranéni az po tiplnou
nekrozu tlustého stfeva [41]. K nedostatecnému dokrveni stény tlustého stfeva dochazi
v disledku celkového sniZeni krevného tlaku v téle, t€Zké dehydratace nebo pii ucpavani
krevnich cév, které by m¢ly tlusté stfevo vyzivovat. Roli ve vzniku onemocnéni hraje i vysoky
vék a celkova zchatralost organismu. U pacientii se onemocnéni projevuje ndhlymi bolestmi
bficha, stolici s piimési krve anebo jen vylucovanim krve bez stolice, prijmem a
nevolnosti [42]. Diagnostika ischemické kolitidy je obtiznd, protoze se projevuje
nespecifickymi pfiznaky a muze se zaménovat s jinymi kolitidami. Diagnostika se opira o
kombinaci klinické anamnézy, radiografickych nalezt, endoskopie, biopsie a vylouceni jinych
pti¢in kolitid, jako je infek¢ni onemocnéni [43].

Casto se IBD spojuje se syndromem drazdivého tra¢niku, hlavné v kontextu vySeteni
fekalniho kalprotektinu. Syndrom drazdivého tracniku (IBS) je funk¢ni stfevni porucha,
charakterizovana bolestmi bficha nebo nepfijemnymi pocity, nepravidelnosti stolice a
nadymanim. Tim, Ze je IBS funk¢éni onemocnéni, tak neni spojena se strukturalnimi nebo
biochemickymi abnormalitami, které jsou zjistitelné pomoci soucasnych rutinnich
diagnostickych nastrojia [44]. IBD od IBS lIze od sebe ptredevS§im odliSit nalezy pfi
endoskopickém vySetieni, kdy u pacientt sIBD se vyskytuji abnormalni vysledky

kolonoskopie s vyskytem stievnich viedu, ale u pacientt s IBS nikoli. Zna¢na prevalence IBS
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a prekryvani klinickych pfiznakd s IBD, miiZze zvysit poet provedenych kolonoskopii.
Neinvazivni diagnosticky marker miize byt v tomto ohledu velmi uzitecny. Proto je zkouman
vztah mezi hladinami fekalniho kalprotektinu u obou téchto nemoci. V jedné studii byla
uvedena senzitivita 87,5 % a specificita 90,5 % pii hrani¢ni hodnoté 150 ng/g pro fekalni

kalprotektin pfi rozliseni mezi IBS a IBD [45].
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2 Kalprotektin

2.1 Zakladni charakteristika

Kalprotektin, také znam jako MRP8/14 a S100A8/S100A9, je protein o velikosti
36,5 kDa vézajici vapnik a zinek, ktery je slozeny z heteromerického komplexu dvou
podjednotek S100A8 a S100A9. Konformace a oligomerizace S100A8/S100A9 je dana
vlastnostmi  vépniku a zinku, které vedou kevzniku fyziologicky aktivniho
heterooligomeru [46]. Je pozorovano, Ze podjednotky SI00A8 a SI00A9 mohou v lidském téle
cirkulovat jako samostatné molekuly, ale nejvic stabilni jsou ve formé heterodimeru, ktery je
zobrazen na Obrazku 5. Ten hraje klicovou roli v biologické interakci proteint [47].
Kalprotektin je v lidském téle uvoliiovan z neutrofilti a monocytd, a piedstavuje okolo 60 %
solubilnich proteint v lidskych neutrofilnich granulocytech [48]. Pievazné je kalprotektin
lokalizovan v cytoplazmé. Po zvySeni intracelularni hladiny vapniku se piemistuje
Z cytoplazmy do cytoskeletu a bunécné membrany. Pii aktivaci neutrofilli nebo endotelialni
adhezi monocytid se vylucuje alternativni cestou zprostfedkovanou mikrotubuly [49].

V této dobé¢ o kalprotektinu pojednava spousta studii, ale poprvé byl kalprotektin zminén
jiz ve studii zroku 1980 M.K. Fagerhola a spol., ktera se vénovala izolaci proteinu L1
Z lidskych leukocytt [50]. L1 byl ptivodni nadzev pro kalprotektin. V budoucnu byl oznacovan
i jinymi ndzvy, jako je napiiklad Migraci Inhibujici Faktor (MIF) souvisejici s proteiny 8 a 14
(MRP- 8/14), a antigen cystické fibrozy (CFA). Mezi témito tfemi navrhy byla urcena
podobnost, diky které byl nazev uréen na kalgranulin A a B, kvili jeho schopnosti vazat vapnik
a jeho puvodu v granulocytech [51]. Struktura tohoto proteinu byla v roce 1989 zatazena do
rodiny proteini S100, specificky do SI00A8/A9 [52]. Jeho soucasny nazev, kalprotektin, byl
navrzen o 10 let pozdéji od jeho objeveni, diky jeho antimikrobialni aktivité proti

Enterobacteriaceae v krevni kultufe a Cryptococcus spp. v mozkomisnim izolatu [53].
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Obrazek 5 Struktura kalprotektinu (N; C= konce bilkovin, CA501; CA502= vazebna mista pro
Ca2+) (prevzato z [51])
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Tento protein muze byt v lidském téle nalezen a méfen v ne¢kolika télnich tekutinach,
jako napf. v plazmé, moci, slinach, synovialni tekutiné nebo ve fekaliich [48], které jsou pro
nas, v kontextu stievnich zanétt, nejdilezitéjsi. Jelikoz je aktivni stievni zanét spojen s migraci
leukocytd do stieva, jsou v misté stievniho zanétu ptitomny neutrofily, a kalprotektin se
uvolnuje diky rozpadu a apoptdze bunék v lumen stieva. Protein je poté soucasti stolice a je
mozné ho métit [54]. Samoziejmé i dalsi formy kalprotektinu jsou dulezité, jako je napft. sérovy
kalprotektin, ktery je vySetfovan pfi autoimunitnich onemocnéni jako je napt. revmatoidni
artritida [55]. V posledni dob¢ ziskal sérovy kalprotektin vétsi pozornost jako biomarker IBD,
protoze biomarker vySetiovany z pIné krve mutize byt v rutinni praxi vhodné&jsi, a pro pacienty
ptijatelnéjsi. Ackoli byl sérovy kalprotektin pfedmétem mnoha studii, jejich vysledky vSak
kalprotektinem a CRP, nikoli vSak kalprotektinem fekalnim. Piedpoklada se, ze sérovy
kalprotektin mutize vice reprezentovat systémovy zanét nez zanét stievni [56]. Fekalni
kalprotektin je extrémné odolny k degradaci pankreatickymi Stdvami a intestinalnimi
proteazami, stejné tak jako k bakterialni degradaci in vitro, tak i in vivo. Jeho jednotna
distribuce a stabilita ve stolici az po dobu jednoho tydne ptispiva k jeho vyznamu jako
diagnostického biomarkeru. JelikoZ jsou fekalie v pfimém kontaktu se zanétem a postizenou
stievni sliznici, napomaha nam méfeni biomarkerti, se v nich nachéazejic, lepsi odhaleni

stitevnich zanéta nezli pii méteni sérového biomarkeru [48].
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Pti prvnich analyzach byly vysledky udavany v ug/ml. S optimalizaci analytickych sad
na testovani fekalniho kalprotektinu se nyni uvadi hodnoty v ug/ g stolice. Tato zména byla
pravdépodobné provedena kvili vyrovnani ii¢inku fedéni, ktery by mohl mit priijem na vzorek,
ktery by se kvantifikoval na zaklad¢ objemu [51].

Molekuly, které jsou kalprotektinu podobné jsou napt. laktoferin nebo fekéalni hemoglobin.
Laktoferin je Zelezo vézajici protein, obsazen v sekundérnich granulach slizni¢nich neutrofili

Ve srovnani s kalprotektinem je mén¢ stabilni, ale pofad dobfe stanovitelny [57].

2.2 Biologicka funkce

Jedine¢na struktura kalprotektinu mu davéa schopnost nékolika roli v organismu, zavisejici
na koncentraci, posttranslaéni modifikaci nebo na jeho oligomerickych formach. Kalprotektin
ma funkci jak intracelulérni, tak extracelularni. P¥ehled funkci, které kalprotektin zastava je
uveden na Obrazku 6.

= —
'- : B e e O s e ——

oy reymppmnabt i ) 11

Obréazek 6 Kalprotektin v kontrole stievniho zanétu. 1- Vznik zanétu, 2- Piisobeni cytokinii na
poskozenou tkan, 3- Akutni zanet vede ke sliznicnimu naboru neutrofilnich granulocytit (fialova),
které castecne migruji do lumen stieva. Neutrofily konstitutivné exprimuji a uvolnuji kalprotektin
(modra), ktery miize podnécovat sliznicni zanét, protoze kalprotektin pohani chemotaxi neutrofilii,

indukuje expresi endotelialnich adheznich molekul a aktivuje receptory rozpoznavani vzorii na

bunkach vrozené a adaptivni imunity. Kalprotektin u neutrofili moduluje adherenci tkanit
prestavbou mikrotubulii (zelené) a cytotoxicitu tvorbou reaktivnich forem kysliku prostrednictvim
NADPH oxidazy, 4- Antimikrobiélni funkce kalprotektinu, 5- Funkce kalprotektinu jako
neinvazivniho biomarkeru onemocnéni (prevzato a upraveno podle [58])
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2.2.1 Intracelularni funkce kalprotektinu

Je znamo, ze komplex S100A8/S100A9 je senzor pro Ca?* kationty, v cytosolu ma
regulacni a ochranné funkce, fidi intracelularni drdhy bunék vrozené imunity a umoziuje
regulovat imunitni odpovéd’ [57]. Tento komplex miize mit vliv i na rezistenci vuci patogennim
bakteriim. Jednou z hlavnich intracelularnich funkci je rychlé zprostiedkovani cytoskeletu,
které je ptredpokladem pro rychlou pfestavbu, fagocytdzu a exocytozu. Prestavba je zavisla na
vapenatém kationtu, stejné tak jako interakce komplexu S100A8/A9 s cytoskeletalnimi
proteiny, zahrnujici tubuliny, mikrofilamenta a kreatinovd intermedialni filamenty
v aktivovanych fagocytech epitelialnich bun¢k [58].

Komplex se podili na polymerizaci a reorganizaci mikrotubula. Tvorba komplexu je
regulovana fosforylaci S1009, zprostifedkovanou mitogenem aktivovanou proteikinazou, a
zavisi na koncentraci Ca?*. Rychlé piijiméani leukocytl z krve do zanétlivych mist zavisi na
kaskadé adheznich dé&ji, které jsou spoustény selektiny a B2 integriny. SI00A8 a S100A9 tidi
adhezi neutrofilti k fibrinogenu prostiednictvim aktivace B2 integrinu Mac-1 [59].

Dalsi funkci je transport polynenasycenych mastnych kyselin a aktivace NADPH
oxidazy. Komplex se podili na respiracnim vzplanuti, pfi niZ se zvySuje spotieba kysliku
jednotlivych bunék, a leukocyty zacinaji na obranu produkovat toxiny [58]. Kalprotektin je
hlavnim proteinem, ktery v lidskych neutrofilech vaze kyselinu arachidonovou. Tento proces
je zavisly na Ca?*, a zd4 se, Ze je jedinedny pro tento specificky protein [59]. Transport této
kyseliny na membranu aktivuje NADPH oxidazu a tvorbu ROS fagocytii. Tato aktivace muze
byt dale podpoiena komplexem, ktery se vmezeii mezi kyselinu a NADPH oxidazu, pro
upevnéni jejich vzajemné interakce [58]. Kyselina arachidonova je silnym zanétlivym
lipidovym mediatorem, protoze je nezbytnd pro syntézu leukotrienu B4, ktery podporuje zanét

a poskozeni tkani béhem IBD [58].
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2.2.2 Extracelularni funkce kalprotektinu

Jednou z extracelularni funkci je podpora sekrece mnoha cytokini v zanétlivych
buiikach, které mohou udrzovat nebo zhorSovat pribéh zanétu. Béhem septického Soku ST00A8
indukuje translokaci MyD88, hyperfosforylaci IRAK-1 a aktivaci NF-kB, coz vede k zvySeni
exprese TNF-a ve fagocytech [59].

Jednou z dalsich funkci je funkce antimikrobialni. Pokud je komplex po infiltraci
fagocytli nebo po bunééné nekroze uvolnén do extracelularniho prostoru, vykazuje komplex
fadu antimikrobialnich aktivit. Tato aktivita je zprostifedkovana schopnosti vazat a kontrolovat
hladiny esencialnich kovii jako Zn?* a Mn?*, které jsou potiebné k riistu bakterii. Inhibice riistu
byla popsana in vitro u druhii jako Escherichia coli, Candida albicans, S. aureus, Salmonella
typhimurium a dalsi. Ve slizni¢nich tekutinach, dychacich cestich a tkanovych abscesech
pfispiva k omezeni ristu komenzalnich mikroorganismti a prevenci proti praniku patogend.
Ubytek komplexu u my3i, vede ke znaénému zvyseni bakterialni zatéze v krvi, jatrech a slezing.
ST100A8/A9 tedy inhibuje rast patogent v infekcnich mistech pii pocatecni fazi infekce, ¢imz
poskytuje cas pro prestavbu fagocytli. S100A9 nasledné zvySuje fagocytarni aktivitu
infiltrujicich leukocyti, ¢imz se urychluje proces odstranéni patogent [58].

Ve studii z roku 2022 byla zkoumana interakce kalprotektinu s biofilmem Pseudomonas
aeruginosa a Staphylococcus aureus. S mikrobialnimi filmy in vivo je spojena spousta nemoci,
jako je cysticka fibroza, chronicka infekce ran nebo zanéty stfedniho ucha. Kalprotektin ma
schopnost ovliviiovat bakteridlni buniky, zpisobem zavislém na kovu, 1 na pfimém kontaktu.
Pfedpoklada se, ze povrchové interakce kalprotektinu asociované s mikrobidlnimi filmy by
mohly pfimo ovlivnit extraceluldrni polymerni latku, zpisobem nezavislym na nedostatku
zinku. Pro ovéfeni hypotézy byla struktura biofilmu zkoumanych mikroorganismu studovana
pomoci rastrovaci elektronové a konfokalni laserové skenovaci mikroskopie. Pomoci téchto
metod byly skuteéné pozorovany piimé interakce kalprotektinu sbunéénym povrchem
mikroorganismu. Data z této studie by v budoucnu mohly vést k vyvoji efektivnéjsi 1é¢by
mikrobialnich infekci [60].
tkan¢ pii nadmémém zanétu. S100A8, S100A9 a S100A8/A9 ovliviuji produkci
prozanétlivych mediatord, véetné cytokini, chemokint, ROS a NO. S100AS in vitro redukuje
degranulaci zirnych bunék a sekreci IL-4, IL-6 a GM-CSF, pti odpovédi na IgE kiizovou vazbu,
inhibovanou intracelularni produkci ROS. V plicich mysi s astmatem, S100A8 potlacuje
degranulaci zirnych bunék, infiltraci eozinofilii a produkci eosinofilnich chemotraktanti.
Pfedstimulace jak lidskych, tak mySich monocytd pomoci S1000A8, tlumi produkci IL-6 a
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TNF-a pfi odpovédi na lipopolysacharid a bakterie. Diky regulaci fosforylovaného p38, jenz
chrani hostitele pred smrtelnou sepsi. Kromé toho, nekovalentni a vysoce afinitni vazba
S100A8/A9 s prozanétlivymi IL-1, IL-6 a TNF-a, naznacuje schopnost komplexu vychytavat
prozanétlivé cytokiny, a tim tlumit aktivitu imunitniho systému. Také ptisobi regulaéné proti
zanétu prostiednictvim svého potencialu inhibovat rist a apoptdzu neutrofili. V posledni fazi
zanétu jsou neutrofily odstranéni fagocytdzou, kterd posléze aktivuje inhibi¢ni signaly
prozanétlivé aktivity makrofagi. Lze tedy fict, ze SI00A8, S100A9 a S100A8/A9 se podileji
na modulaci a obnové homeostazy pii zadnétlivé reakci, ale jejich ptiliSnd exprese a sekrece

muze vést k nerovnovaze zanétlivych procest [58].
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3 Metody stanoveni kalprotektinu

3.1 Odbér a priprava vzorku

Pied odbérem vzorku stolice je vhodné informovat pacienta o doporucenych opatienich.
Pied odbérem neni tfeba dodrzovat specialni dietu. Na rozdil od diety, hladiny kalprotektinu
ovliviiuji nékteré Iéky, a je tieba je pred odbérem vynechat. Jde zejména o 1éky tlumici bolest,
léky by se mély vysadit na 4 tydny pfed vySetienim. Dale by se mélo omezit koufeni a
konzumace alkoholu minimaln¢ 24 hodin pfed odbérem [61].

Vhodna doba pro odbér vzorku je diskutabilni. VE&tSinou se doporucuje odebirat prvni
ranni stolici, ale pti vyzkumu bylo dokazano, Ze jen u tfetiny vzorkd byly hodnoty kalprotektinu
zvysené. Nejvyssi hodnoty byly naméfené v druhém vzorku dne. V jiné studii pii vySetieni
vzorki stolice, ze dvou po sob¢ jdoucich dnti u pacientl s CD, byl zjistén signifikantni rozdil
V hodnotéch kalprotektinu. Naopak studie zabyvajici se denni variabilitou hladin FC u pacient
s CD a UC, zjistila vysokou variabilitu béhem odbérti béhem dne, proto se doporucuje ranni
odbér pro odstranéni moznych rozdilti v hodnotach [62].

Vzorek se odebira do specidlnich plastovych kontejnerd, které se lisi podle provadéné
metody stanoveni [62]. Pii odbéru je nutné, aby stolice nebyla v kontaktu jak s vodou,
zachodovymi piipravky, tak ani s moc¢i [61]. VSechny tyto véci by mohli ovlivnit vysledky
méfeni. Proto je potieba do toalety umistit napt. plastovy kontejner, noviny nebo obalit toaletu
do strecové folie. Postup samotného odbéru se také lisi podle pouzité metody, kazda metoda
vyZaduje jiné mnozstvi vzorku. Ke kvalitnimu provedeni vySetfeni je tieba odebrat alespon
100 mg stolice normalni konzistence.

Po odbéru je nutné vzorek dopravit do laboratoie do 4 dni od samotného odbéru. Do té
doby se vzorek skladuje v lednici, bez piitomnosti pfimého svétla. Vzorek se poté mize
skladovat pfi -20 °C az 3 mésice, pii -70 °C i déle. Pro naslednou analyzu je potieba provést
extrakci kalprotektinu ze stolice. Nejcastéji se provadi pomoci pufru. Konkrétné je mozné
proteiny extrahovat napt. Tris HCI pufrem, ke kterému je pfidano NaCl a povrchové aktivni
latka, kterou muze byt napt. Triton X. Bilkoviny je mozné extrahovat i jinymi metodami, jako
je napf. precipitace, filtrace s naslednou centrifugaci nebo pomoci afinitni chromatografie Pfi
extrakci bilkovin je potieba zvazit jeji pouzité mnozstvi. Stolici je mozné zvazit manualné, ale
spiSe se upiednostiiuje pouziti specialnich ptistroju, specifickych pro kazdou méfici sadu.
Pouzitim téchto pfistroju se minimalizuje manipulace se vzorkem. Poté uz nastiva samotna

analytickd faze, kdy mtzeme kalprotektin méfit jak kvantitativng, tak kvalitativné, kdy ale
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kvalitativni méfeni ma malou klinickou vahu, a proto je vétSina sad kvantitativniho
charakteru [61] . Kalprotektin se da stanovovat i Vv jinych télnich tekutinach, jak uz bylo
zminéno, ale oproti fekalnimu kalprotektinu nemaji takovou specifitu vic¢i stievnim

onemocnénim [48].

3.2 Imunoanalytické metody s indikatory

3.2.1 ELISA

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) je technika pouzivana v klinickych
analyzéch pro prukaz specifickych proteind v biologickém materialu. V této metodé¢ se vyuziva
toho, Ze jedna z komponent je nespecificky sorbovana nebo kovalentné vazana na povrch pevné
faze, kterou miize byt napt. mikrotitrani jamka, magneticka ¢astice nebo plastova kulicka. Tato
vazba nam usnadiiuje oddé€leni navazanych a volné znaCenych reaktanti. Metoda je zaloZena
na reakci protilatky s antigenem. Pii vySetfeni se kalprotektin navaze na protilatku proti
kalprotektinu, ktera je navazana na mikrotitrani desticku. Poté je do reakce pfidan konjugat
(protilatka znaCena enzymem), ktery nasledné Stépi pfidany substrat a podle koncentrace
kalprotektinu, ve vzorku vznika zbarveni o dané intenzité. Kone¢né mnozstvi produktu je
pfimo tumérné mnozstvi antigenu ve vzorku. Pro vysokomolekularni antigeny, kterym
kalprotektin je, je vhodné nekompetitivni uspotfadani. Tato tzv. sendvicovd metoda, kdy jsou
jednotlivé faze vrstveny na sebe, poskytuje i informaci o kvantité analytu. Postup této metody
je zndzornén na Obrazku 7. Na principu metody ELISA funguje test PhiCal (odkaz na testovaci

sadu: https://www.svarlifescience.com/products/cpt400 )
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Obrazek 7 Princip nekompetitivni metody ELISA (prevzato a upraveno z [63])

PhiCal test

PhiCal test, na vySetfeni fekalniho kalprotektinu, ma povahu kvantitativni metody
ELISA. Pro provedeni testu se vyuzivaji polyklonalni protilatky proti kalprotektinu.
Kalprotektin obsazeny v roztoku vzorku, je navazan na protilatku vazanou na povrch plastické
jamky. Protilatka s navazanym enzymem se vaze na antigen a nasledné enzym Katalyzuje
pfeménu substratu na barevny produkt. Intenzita zbarveni je pfimo Umérna obsazenému
antigenu. Koncentrace kalprotektinu je vypoctena diky zprostfedkovanym standardiim, které
maji koncentraci od 6,25 do 100 ng/ml [64].
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V soupravé tohoto testu nalezneme jiZ potaZzenou desticku protildtkou proti kalprotektinu,
konjugat, kterym je alkalicka fosfatdza znaena imunoafinitné ocisténymi krali¢imi 1gG
protilatkami. Soucasti je také substrat, promyvaci, fedici a extrakéni roztok. Dale jsou to jiz
zminéné kalibra¢ni roztoky o danych koncentracich. Nakonec obsahuje pozitivni a negativni

kontrolu [64]. Veskeré komponenty této sady jsou vidét na Obrazku 8.

-

-

Obrézek 8 Komercni sada PhiCal a jeji vSechny komponenty (pievzato z [65])

Zmrazeny vzorek je potfeba rozmrazit pii pokojové teploté. Stejné tak je nutné
vytemperovat na pokojovou teplotu vSechny reagencie. Po zvazeni prazdné zkumavky se
Sroubovacim uzavérem, je do ni pomoci dievéné aplikacni ty¢inky pieneseno piiblizné 100 mg
stolice. K danému mnozstvi vzorku stolice je ptidan extrakéni roztok v pomeéru 1:50. Napiiklad
tedy ke 100 mg stolice je ptidano 4,9 ml extrakéniho ¢inidla. Zkumavka je nasledné uzaviena,
a po dobu 30 sekund intenzivné protfepana, nebo umisténa na michacku. Dale nasleduje
promichani na tfepaéce. Ta by méla byt provadéna po dobu cca. 25 minut. Vzorek by nem¢l
byt michan mén¢ jak 20 minut. 1 ml vzorku je centrifugovan 20 minut pti 10000 x g a pokojové
teploté. Doba a sila g centrifugace musi byt dodrZena. Po centrifugaci, je tieba se ujistit, ze je
peleta na dné zkumavky celistva. Pokud ano, je odebrano 0,5 ml z horni poloviny supernatantu
do nové zkumavky. Takto pfipraveny extrakt je mozny okamzité testovat. [64].

Vzorek extraktu je nafedén 1:50 (ptip. 1:250) . Podle rozvrzeni mikrotitraéni desticky
v navodu je provedeno napipetovani vySetiovanych roztoki. VSechny vySetfované roztoky se
davaji po 100 ul po dvou. Poté se desticka prikryje krytem a inkubuje se pii pokojové teploté
po dobu 45 minut. Na konci inkubace je kazda jamka promyta 0,4 ml zfedéného promyvaciho

roztoku. Tento krok je zopakovan jesté dvakrat. Po poslednim promyti je desticka otoCena, a
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jemné vyklepana na absorpéni tkaninu. Dale je do kazdé jamky ptidano 100 ul promichaného
konjugéatu. Je opakovéana inkubace a promyti z ptredchoziho postupu. Poté je pfidano do kazdé
jamky 100 ul substratu. Nésleduje inkubace pii pokojové teploté, po dobu 30 minut. Inkubace
musi probihat na tmavém misté, nebo zabalena v hlinikové folii. Poté se jiz odecte hodnota
absorbance pomoci EIA ¢tecky pii 405 nm. [64].

Rozmezi hodnot, pro které je vhodné pracovat s timto testem, je 15,625 az 250 ug/ g.
Analyticka senzitivita tohoto testu je 6,25 ng/ ml, coz odpovida 15,6 ug kalprotektinu na gram
stolice pii fedéni vzorku 1:2500. Pro pfesné vyhodnoceni je potieba vypocitat primérnou
hodnotu absorbanci dvojic pro kazdy vzorek. Od téchto priméru je potieba odecist hodnoty
absorbanci slepé¢ho vzorku. Pokud byl vzorek tedén, je tfeba toto fedéni pifi vypoctech
zohlednit. Vypocty zahrnuji korekci fedéni a normalizaci hmotnosti stolice. V klinickém
vyznamu jsou hodnoty od 15,625 do 50 ug/ g povazovany za normalni. Hodnoty v rozmezi
5az 120 pg/g jsou hrani¢ni hodnoty, a vzorky musi byt po 4 az 6 tydnech znovu vySetfeny.
Hodnoty vyssi jak 120 pug/ g jsou hodnoty abnormalni. Tyto vzorky je potfeba opakovat podle
klinické indikace [64].

PhiCal test byl prvnim testem pro méfeni kalprotektinu v USA, ktery Utad pro kontrolu
potravin a léc¢iv (“US Food and Drug Administration*) povolila k pouZivani, na zakladé¢
literatury popisujici napady pro méteni fekalniho kalprotektinu z roku 1999. Ve studii z roku
2021 byl tento starsi test porovnan s dal$imi ¢tyfmi testy nové generace. Testy nové generace
by s sebou méli pfinést automatizaci a zrychleni metod oproti klasické ELISA metodé, a také
roz$ifeni rozmezi hodnot, pro které je vhodné test provadet. Testy, s kterymi byl PhiCal test
porovnavan jsou: LIASON Calprotectin (Diasorin) , QUANTA Lite Calprotectin ELISA (Inova
Diagnostics), Chemiluminiscence ELISA (ALPCO) a fCAL turbo (BUHLMANN). Pro studii
bylo od pacienti vybrano 50 vzorka stolice. Po vysetfeni vzorkli vSemi metodami byly
vysledky rozdéleny do tfi kategorii: normalni, hrani¢ni a zvysené, dle referenc¢nich rozmezi
danych vyrobcti. Jak je vidét na Obrazku 9, celkové byla mezi 5 testy dobra kvalitativni shoda,
ale u nov¢jsich testl bylo o néco méné normalnich vysledkii, dle referencnich rozmezi
jednotlivych testll jsou normalni hodnoty ty , které neukazuji na pifitomnost onemocnéni.

Odpovidajicim zptisobem se zvysil pocet hrani¢nich vysledka [66].
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Obrazek 9 Pocet kvalitativnich vysledkii pro 5 testii pro kalprotektin na zdkladé referencnich
mezich vyrobcii (prevzato a upraveno z [66])

Obecné Ize fict, Ze nova generace testl k vysetieni kalprotektinu méa podobné vlastnosti
jako PhiCal test. Je zde ale n¢kolik diivodi, pro¢ by laboratofe mohly od pouzivani testu PhiCal
opustit. MiiZze to byt napt. vyssi automatizace, sniZzeni poctu replikatl potfebnych na jeden
vzorek (napi. duplicitni testovani u ELISA) a moznost pouzivani zafizeni pro extrakci stolice,
které urychli pracovni postup laboratoie. Tyto vyhody by mohly vést ke zkraceni doby

zpracovani a snizeni nakladi pti zachovani kvality vysledki [66].

3.2.2 CLIA

Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (CLIA) je imunoanalyticka technika, pfi niz je
antigen nebo protilatka znac¢ena luminiscen¢ni molekulou. Luminiscence je definovana jako
emise viditelného, nebo téméi viditelného zatfeni, které vznika pii piechodu elektronu z
excitovaného stavu do stavu zékladniho. Pii méfeni luminiscence je méfena svételna jednotka.
V nasi souvislosti mluvime o chemiluminiscenci, jelikoz jako zdroj energie, potifebné k vzniku
elektronového excitovaného stavu, se vyuziva exergonické chemické reakce.

Nejvice pouzivanym typem této metody je heterogenni zpusob provedeni.
Chemiluminiscen¢ni metody mohou byt bud’ piimé, za vyuziti chemiluminiscen¢ni znacky,
anebo nepiimé, za vyuziti znaceni enzymem. Testy, které jsou v této praci popsany, funguji na
principu nepfimém. V metod¢é nepiimé se jako enzymatické znaceni protilatky pouzivaji
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alkalicka fosfataza se substratem adamantyl-1,2- dioxetan aryl fosfat nebo kienova peroxidaza,
a jako substrat se vyuziva luminol nebo jeho derivaty, jak je znazornéno na Obrazku 10.
Vyhoda této metody je jeji Siroké dynamické rozmezi (az ng/ml), vysoka intenzita signalu,
absence interferen¢nich emisi, rychlé ziskani analytického signalu, vysoka stabilita reagencii a
jejich konjugath, nizkd spotieba reagencii, snizené¢ inkubacni Casy a kompletni kompatibilita
s imunoanalytickymi protokoly. V porovnani s metodou ELISA je metoda CLIA vice citliva,
rychlejsi a méné pracna, jelikoz je spojend s vétsi automatizaci postupti. Pii porovnani cenové
naro¢nosti je CLIA draz8i neZ metoda ELISA. [67]. Testy, které funguji na principu
chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy, je test od firmy Diasorin (odkaz na webové stranky:
https://int.diasorin.com/en) nebo test od firmy ALPCO (odkaz na webové stranky:

https://www.alpco.com).

Luminol ™,
substrat 5 2
Vysetrovany antigen g N ‘u’
‘ \

\ A
A

Navazany antigen \

Biotinylovana zachytna protilatka

R R R TR R T R

Obrazek 10 Princip provedeni metody CLIA (prevzato a upraveno z [68]

3.2.2.1 DiaSorin LIASON Calprotectin test

Test DiaSorin LIAISON Calprotectin je in vitro diagnosticky chemiluminiscen¢ni
imunoanalyticky test. Je ureny ke kvantitativnimu méteni fekalniho kalprotektinu. Tento test
lze pouzit jako pomiicka pii diagnostice IBD. Slouzi také k rozliSeni IBD od syndromu
drazdivého tracniku [69]. Vysledky z tohoto testu jsou pouzity ve spojeni s informacemi
ziskanymi z klinického hodnoceni pacienti a dalSich diagnostickych postupti. Test musi byt
proveden na analyzatoru LIAISON XL (Obrazek 11), nebo LIAISON XS [69,74].
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Obréazek 11 Pristroj LIAISON XL (prevzato z [70])

Pro pfipravu vzorku stolice je urCeno zafizeni DiaSorin LIAISON
Q.S.E.T. - “Quantitative Stool Extraction and Test“. Pokud neni extrakce provedena pomoci
tohoto zatizeni, je vzorek stolice extrahovan manualné pomoci pufru od vyrobce. Pro manuélni
extrakci je potieba od 50 do 100 mg stolice. Oproti tomu, pro extrakci pomoci extrakéniho
zafizeni je potieba pouze 10,5 mg stolice [69]. Pti porovnani s ostatnimi extrakénimi metodami
ostatnich znacek, patii samotnd extrakce mezi ty rychlejsi. Kdy samotna extrakce trva 30
minut. Napf. u EliA testu firmy Thermo Fisher trva extrakce az 2,5 hodiny. I piesto , Ze je
DiaSorin extrakce rychlejsi nez testu EliA, nevyrovna se, co se ty€e rychlosti, extrakci testu
fCAL turbo. Rychlost extrakce tohoto testu, je pouze 10 minut [71].

Test inkubuje extrahovany vzorek, kalibrator, kontrolu nebo ovéfovaci kalibracni latky
s testovacim pufrem a paramagnetickymi ¢asticemi potazenymi monoklondlni protilatkou,
ktera specificky rozpoznava heterokomplex kalprotektinu. Po inkubaci se provede promyvaci
cyklus, aby se odstranil veskery nenavdzany materidl. Poté se do reakce ptidda monoklonalni
protilatka konjugovana s izoluminolem, ktera rozpoznava kalprotektin, a inkubuje se.
Nenavazany konjugat se odstrani druhym promyvacim krokem. Poté se piidaji startovaci
¢inidla a spusti se chemiluminiscenéni reakce. Svételny signal se méfi fotonasobicem, a je
ptimo umérny koncentraci kalprotektinu pfitomného v kalibratorech, kontrolach nebo vzorcich.

Vsechny kroky testu a inkubace se provadéji pomoci analyzatoru LIAISON® XL. Software
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analyzatoru automaticky vypocita koncentraci kalprotektinu ve vzorku. Tato koncentrace je
vyjadiena v ug/g [69].

Rozmezi, pro které je mozné tuto metodu pouzit, je 5-800 pg/g. Koncentrace
kalprotektinu, které jsou mensi jak 50 pg/g, jsou povazovany za normalni. Ty, které spadaji do
rozmezi 50-120 pg/g jsou hodnoty hrani¢ni. Hodnoty vétsi jak 120 pg/g jsou hodnoceny jako
abnormalni [69].

Tento test je velmi variabilni, a je mozné na ném méfit kalprotektin i v jinych télnich
tekutinach jako je napf. sérum nebo pleuralni vypotek [72,73].

Ve studii z roku 2021 byl tento test pouzit k odliSeni IBD od IBS. Do studie bylo
zahrnuto celkem 240 pacientt, kdy 102 z nich bylo diagnostikovano IBD, 67 z nich IBS a
zbylych 71 mélo jiné stfevni onemocnéni nez IBD nebo IBS. U pacienta s IBD byly hodnoty
fekalniho kalprotektinu znatelné vyS$i nez u pacientd s IBS, nebo s ostatnimi stfevnimi
onemocnénimi. V primeéru byly hodnoty fekalniho kalprotektinu u pacient s IBD 522 ng/g,
s IBS 34,5 pg/g a s ostatnimi stfevnimi onemocnénimi 28,6 pg/g. Senzitivita a specificita tohoto
testu ve vztahu k IBD je 92,2 % a 88,4 %. Na Obrazku 12 je ROC kiivka pro rozliSeni IBD od
IBS od pomoci testu LIAISON. LIAISON Calprotectin ptichazi s efektivnim testovanim
kalprotektinu, kdy prvnim vysledkiim se dostava do 35 minut, a nabizi rozSifeny rozsah testu
az na 8000 pg/g . Pomaha nam rozlisit IBD od IBS s pouzitim “cut-off “ hodnoty ~100 pg/g
[74].

100 —
80 —
8 60 —
=
N
c
(]
n 40 -
20 -
AUC = 0.964
P <0.001
0 —
' v v ¥ l ] L ] l L} L) T l L L} Al l T T T l
0 20 40 60 80 100

Specificita
Obrézek 12 ROC krivka pro rozliseni IBD od IBS a jinych gastrointestinalnich poruch pomoci
testu LIAISON Calprotectin (prevzato a upraveno z [14])
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Test byl pouZit i ve studii, kterd zkoumala, zda je moZné pomoci hodnot FC, zmétenych
timto testem, predikovat relaps u pacientd s UC. Test vykazoval senzitivitu a specificitu 63 %.
To naznacuje, ze FC nemusi byt specificky pro pacienty s UC, ahodnoty FC mezi 50 a 250 pg/g
mohou obvykle ptedpovidat relaps priblizné u 50 % pacientt [75].

3.2.2.2 ALPCO Calprotectin Chemiluminiscence ELISA test

ALPCO test je in vitro diagnosticky chemiluminiscenc¢ni test uréeny ke kvantitativnimu
méfeni kalprotektinu. Tento test funguje na principu sendvi¢ového imunoadsorb¢niho systému
s chemiluminiscen¢ni detekci [76].

Soucasti soupravy je mikrotitraéni desticka, potazena protilatkou proti kalprotektinu.
Déle to jsou standardy pro proméieni kalibraéni kiivky . Ty jsou dodavany v koncentracich od
0 do 10000 ug/g. V baleni, které je na Obrazku 13, jsou i 3 kontroly, jejichz koncentrace
najdeme specificky v kazdé sad¢, pufr, detekéni protilatky, pufr pro detekéni protilatky,
promyvaci pufr, streptavidin a pufr pro n¢j. Jako posledni je soucésti chemiluminiscen¢ni
substrat. Pro analyzu jsou potieba jesté tyto pomucky a reagencie, které ale nejsou soucasti
baleni. Pro ptipravu vzorkl stolice jsou potifeba jednordzové sterilni ockovaci smycky nebo
drevéné tyCinky, jednordazové zkumavky se Sroubovacim uzavérem a zkumavky znacky
Eppendorf. Jako dalsi to je citliva digitalni vaha, extrakéni pufr, michacka trepacka, centrifuga,
mraznicka a jako posledni zatizeni ALPCO, pro snadnou extrakci stolice [76].

Pro samotné méfeni jsou nutné nasledujici potieby — automatické pipety s objemem
100 pl a jednorazovymi $pickami, odmérné nadoby, destilovana voda, promyvaci zafizeni na
mikrotitraéni desti¢ky, tfepacka desticeck a c¢tecka mikrodesticek, schopnd snimat

luminiscenci [76].
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Obrazek 13 Komercni sada ALPCO a jeji komponenty (prevzato z [17])

Pro analyzu je mozné pouzit vzorek i fidké nebo tekuté stolice, jelikoZ soucasti vypoctu
vysledné koncentrace, je normalizace na hmotnost stolice. Mélo by byt odebrano piiblizné 1-5 g
stolice. Vzorek by mél byt do laboratofe dorucen do 4 dni od odbéru. Teplota pii pieprave by
neméla presdhnout 28 °C. Vzorek by mél byt do 14 dnii od odbéru stolice bud’ extrahovan nebo
zmrazen. Po extrakci mohou byt vzorky wuskladnény pii 2-8 °C az po dobu
14 dni. Pokud nebude analyza vzorku provedena do 14 dni, musi byt vzorky zamrazeny pii
-20 °C nebo -80 °C. Extrakci lze provést na zatfizeni “ALPCO Easy Stool Extraction®, anebo
podle nasledujiciho postupu manualnim vazenim. Pfi standartni extrakci je potieba jako prvni
odebrat 50 az 100 mg vzorku stolice a pienést je do pfedem zvazené zkumavky. Do zkumavky
je pfidan extrak¢éni pufr s pouzitim 99nasobku objemu navazky. Vzorek je promichan na
michacéce po dobu 30 minut. Poté je vzorek centrifugovan po dobu 5 minut pti 3000 x g. Poté
je potieba supernatant dekantovat do Cisté oznacené zkumavky. Po tomto kroku je jiz mozné
vzorek analyzovat, nebo ho uchovat pro dalsi analyzu [76].

Pied samotnou analyzou je potieba si pfipravit viechna ¢inidla. Cinidla a vzorky musi
byt vytemperovany na pokojovou teplotu a dobtfe promichény. Reagencie, které jsou potiebné
natedit, jsou nafedény dle navodu vyrobce. Kalibracni kfivka musi byt sestavena s kazdou
zkouskou a s kazdou mikrotitracni destickou. Pro analyzu musi mit vzorek kone¢né fedéni

1:25 000. Standardy a kontroly jsou pipetovany po dvou objemu 100 pl. Objem nafedénych
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vzorkd je také 100 ul. Vzorky nejsou pipetovany po dvou, ale pouze po jednom. Po
napipetovani standardu, kontrol a vzorki se desticka zavie a inkubuje se po dobu 30 + 5 minut
na tiepacce pro mikrotitraéni desticky, pii 700900 rpm a 18-28 °C. Po inkubaci jsou jamky
vyklepnuty a 6krat promyty pouZzitim minimalné 300 pl promyvaciho pufru. Do kazdé jamky
je napipetovano 100 ul nafedénych detektorovych protilatek. Mikrotitra¢ni desticka je uzaviena
a inkubovéna za stejnych podminek jako pii predchozi inkubaci. Po inkubaci je desticka
vyprazdnéna a promyta podle postupu prvniho promyvani. Do vSech jamek je napipetovano
100 ul nafedéného streptavidin-HRP, destic¢ka se inkubuje a po inkubaci je promyta za stejnych
podminek. Jako posledni je do vSech jamek napipetovano 100 pl chemiluminiscenéniho
substratu. Desticka se nechd inkubovat 2-5 minut. Bezprostiedné po inkubaci je desticka
umisténa na chemilumiscenéni c¢tecku. Doba, po kterou se chemiluminiscence méii je
1 sekunda [76].

Koncentrace vzorku stolice je vypocitana z kalibracni kiivky, kterd je sestavena
Z hodnot standardti. Rozmezi koncentraci, pro které se da tento test pouzit je 7,9 - 6000 ug/g.
Koncentrace kalprotektinu, mensi jak 50 pg/g, je povaZzovana za normalni a analyza nemusi byt
opakovana. Hodnoty 50-100 pg/g jsou oznacovany jako nejednoznacéné a analyza by méla byt
zopakovana za dalsich 4-6 tydnt. Pokud jsou hodnoty kalprotektinu vétsi jak 100 pg/g,

jsou hodnoty zvysené, a analyzu je nutno opakovat dle klinické indikace [76].

3.2.3 Metoda nepi‘imé imunofluorescence

Imunofluorescence je zalozena na detekci antigenu nebo protilatky pomoci znaceni
latek fluorochromy. Fluorochromy jsou barviva, ktera absorbuji zafeni, jsou jim excitovana a
vyzaruji viditelné svétlo. Jednim znejpouzivanéjSich fluorochromti je fluorescein
isothiokyanat, zelené barvy. Jako dalsi se pouziva rhodamin ¢ervené barvy [78]. My se budeme
zabyvat imunofluorescenci nepiimou. Jaky je rozdil mezi pfimou a nepiimou
imunofluorescenci je na Obrazku 14. Pti nepfimé imunofluorescenci dochazi k navazani
primarni protilatky na kalprotektin. Na tento komplex je poté navazana sekundarni protilatka
znacena fluorescencnim barvivem. Pii vystaveni svétlu je fluorescencni barvivo excitovano, a
vyzaiuje vinovou délku, kterou 1ze pozorovat. Na principu nepiimé fluorescence je zaloZen test
od firmy ThermoFisher (odkaz na webovou stranku:

https://www.thermofisher.com/phadia/wo/en/our-solutions.html)
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Obrazek 14 Rozdil provedeni piimé a neprimé imunofluorescence (prevzato a upraveno z [19])

3.2.3.1.Thermo Fisher — EliA Calprotectin 2

EliA test je fluorescenéni enzymoimunoanalyza zaloZzenia na nepfimém stanoveni
ELISA. Test je uréen ke kvantitativnimu méteni kalprotektinu v lidské stolici in vitro jako
pomiicka pii klinické diagnostice IBD. Metoda je provadéna na pfistroji Phadia 250 [80].

Jamka ElA je potaZena jednim nebo nékolika cilovymi antigeny, které jsou
rozpozndvany a vazany specifickymi protilatkami. Pfi stanoveni kalprotektinu ze stolice
pacienta jsou jamky dodévané vyrobcem potazeny monoklonalnimi protilatkami proti
kalprotektinu [81]. Pokud je kalprotektin ve vzorku pacienta pfitomen, navaze se na potazené
protilatky. Po promyti nenavazanych slozek se pfidavaji enzymem znacené protilatky proti
lidskému kalprotektinu, které vytvoii komplex kalprotektinu a konjugatu. Po inkubaci se
nenavazany konjugat promyje a navazany komplex se inkubuje s vyvojovym roztokem. Po
zastaveni reakce se méii fluorescence v reakéni smési. Cim vétsi je hodnota reakce, tim vice
kalprotektinu je ve vzorku pacienta piitomno [80].

K provedeni testu je poteba si od vyrobce zakoupit tzv. modularni bali¢ky. K provedeni
EliA Calprotectin 2 testu jsou potieba tyto balicky: EliA Calprotectin pozitivni kontrola,
negativni kontrola, sada pro extrakci stolice a jamky potazené monoklonalni protilatkou [80].

Na extrakci stolice lze pouzit sadu pro extrakci stolice EliA anebo ji Ize provést
manualné. Extrak¢ni sada obsahuje zkumavky s 750 ul extrakéniho pufru. Po odebrani vzorku
se vzorek rozmichan na michacce a je inkubovan 10 minut. Promichany vzorek je poté pienesen
do zkumavky Eppendorf, a je centrifugovan 5 minut pti 3000 x g. Po tomto kroku je odebrany

supernatant pfipraveny k analyze [80].
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Cela analyza probihd na analyzatoru Phadia 250, ktery vSechny kroky analyzy dé¢la
automaticky. Prvni vysledky jsou dostupné po cca. 2 hodinach [80]. Analyzator méfi
koncentraci kalprotektinu v jednotkach ng/ml, ale pomoci piepoéitacimu faktoru specifického
kodu desticky, jsou koncentrace automaticky prepocitavany na mg/kg [81].

Rozmezi, pro které je tento test pouzitelny je 15-3000 mg/kg [81]. Pokud je koncentrace
kalprotektinu mensi nebo rovno 50 mg/kg, je vysledek povazovan ze negativni. Pokud je
koncentrace vétsi jak 50 mg/kg je vysledek pozitivni [80].

Ve studii, ktera porovnavala test od znacky Thermo Fisher a znacky Calpro AS, bylo
zjisténo, ze test znacky Thermo Fisher je vice citlivy, ale zaroven mén¢ specificky v porovnani

s druhym testem, pii testovani FC [82].

3.2.3.2 Proglead test

Tato souprava se pouziva pro in vitro kvantitativni detekci obsahu kalprotektinu v lidské
stolici [83].

O tomto testu pojednavala studie z roku 2020, kdy ho porovnavala s ELISA testem od
znacky BUHLMANN. V dobg, kdy tato studie vy$la Proglead test jesté nebyl dostupny pro
komeréni pouziti. Dle mé reSerse stale neni pro Cesky trh dostupny. Pro studii bylo pouzito
111 vzorki stolice, které byly extrahovany pomoci zafizeni od znacky BUHLMANN. Proglead
test pro stanoveni fekalniho kalprotektinu je pouzivan ke kvantitativnimu stanoveni
kalprotektinu ~ ve  vzorcich  stolice.  Funguje na  principu  fluorescenénich
imunochromatografickych testi [84].

Analyza testu Proglead byla provedena tak, ze 90 ul supernatantu bylo pfidano do
nanaseciho mista pro vzorek na testovaci kazeté [84]. Pokud je testovaci kazeta oteviena je
potieba test do 1 hodiny provést [83]. Nasledovala 10minutova inkubace. Detekéni mysi
protilatka, konjugovana s fluorescen¢ni mikrosférou se vaze na kalprotektin ve vzorcich, a
komplexy antigen-protilatka proudi do detekéni oblasti. Detekéni oblast nitrocelulézové
membrany v testovaci karté byla potazena mysi zachytnou monoklonalni protilatkou, vysoce
specifickou pro kalprotektin. V detekéni oblasti byl vytvofen sendviCovy komplex dvojité
protilatky proti kalprotektinu — kalprotektinu —znacené protilatky. Poté byl signal generovan
fluorescenéni mikrosférou pod excitaénim svétlem, a signdl byl detekovan pomoci
odpovidajiciho fluoroimunologického pfistroje . Studie ukéazala, ze vysledky nového Proglead
testu s ELISA metodou od firmy BUHLMANN vykazuji dobrou shodu (Obréazek 15). Tato

metoda by mohla zefektivnit analyzu kalprotektinu a snizit ¢as analyzy pod 30 minut [84].
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Obrazek 15 Regresni analyza koncentract fekalniho kalprotektinu (FC) mezi metodami FC
Proglead a FC BUHLMANN (prevzato z [84])

3.3 Turbidimetricke metody

Turbidimetrie je metoda zaloZzena na méfeni stupné zakalu vzorku pro stanoveni hladiny
analytu. V kontextu nasi prace se bavime o imunoturbidimetrii, kdy kvantifikujeme komplex
kalprotektin-protilatka. Tvorba tohoto komplexu zvySuje zakal vzorku. Pti prichodu svétla
reakénim analytem je Cast svétla rozptylena vzorkem, Cast svétla je absorbovéna a zbytek svéta
vzorkem prochazi. Koncentrace kalprotektinu ve vzorku se stanovi méfenim absorbance svétla.
vyuzivana v klinické diagnostice. Schéma provedeni turbidimetrického stanoveni je na
Obrazku 16. Turbidimetrického stanoveni vyuziva ve svych testech firma BUHLMANN (odkaz

na webové stranky: https://www.buhlmannlabs.ch) .
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Obrazek 16 Schéma provedeni turbidimetrického stanoveni (prevzato a upraveno z [85])

BUHLMANN fCal turbo test

BUHLMANN fCAL turbo test je turbidimetrick4 imunoanalyza se zvySenym obsahem
¢astic a umoznuje kvantifikaci kalprotektinu ve fekalnich extraktech na analyzatorech klinické
chemie. Tato metoda je zaloZena na méfeni absorbance svétla, které proSlo pfipravenym
vzorkem. Tento vzorek je pfipraven tak, Ze je nejprve extrahovan pufrem pomoci extrakéniho
zatizeni BUHLMANN CALEX, anebo pomoci manualni vahové metody s koneénym
fedénim 1:500. Extrakty vzorku stolice jsou inkubovany s reakénim pufrem a smichany
s polystyrenovymi nanocasticemi. Kalprotektin pfitomny ve vzorku zprostfedkovava aglutinaci
imunocastic. Imunocastice jsou nosice pro protilatky proti lidskému kalprotektinu. V této sadé
jsou to polystyrenové kulicky. Pokud je kalprotektin ve vzorku vyskytuje, navaze se na
protilatku na kulickach. Zakal vzorku je poté méteny pomoci svételné absorbance, ktera se
zvySuje s tvorbou komplexu kalprotektin-imunocastice. Ten je pfimo umérny koncentraci
kalprotektinu [86]. Vlastnosti tohoto testu jsou shodné s klasickymi ELISA testy. Hodnoty,
zmé&fené timto testem, odrazely endoskopické skore pacientt, ktefi byli souc¢asti této studie [87].

Soucasti analytické soupravy jsou pouze 2 reagencie [87]: 35 ml reak¢niho pufru a
imunodastice, kterych je 7 ml (Obrézek 17). Pufr je sloZzenim 3-(N-morfolino) propansulfonova
kyselina. Jako imunocastice jsou pouzity polystyrenové kulicky potaZeny ptacimi protilatkami
proti lidskemu kalprotektinu. Tyto reagencie se nesmi zamrazit. Musi byt skladované
neoteviené pii 2—-8 °C. Dalsi reagencie, které jsou potieba, ale nejsou soucasti baleni jsou:
BUHLMANN fCAL turbo kalibra¢ni set, BUHLMANN fCAL turbo kontrolni set, CALEX
zafizeni S uzavérem a extrakcni souprava. Kalibra¢ni set obsahuje 1 az 6 kalibracnich roztok,

kontrolni set obsahuje pozitivni a negativni kontrolu [86].
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Obrazek 17 Reagencie pro provedeni testu BUHLMANN fCAL turbo (prevzato z [88])

CALEX je specialni zkumavka pro odbér stolice (Obrazek 18). Tato zkumavka obsahuje
5 ml pufru a davkovaci kolik. Tento kolik ma v sobé drazky, do kterych se zachytava vzorek
stolice. Vyhodou téchto zkumavek je jejich jednoduché pouziti. Postup pouziti se da shrnout
do tfi krokl. Prvni krok je samotny odbér stolice, kdy staci ponofit kolik na nékolika mistech
stolice, tak aby drazky byly vyplnéné. Dale se takto odebrany vzorek v koliku zastr¢i zpatky do
zkumavky, zkumavka se pevné uzavie a da se promichat. Jako posledni je potieba zkumavku
pouze deset minut centrifugovat a vzorek je ptipraveny k pouziti pro turbidimetrickou analyzu.
Extrakéni set obsahuje extrak¢ni pufr k alternativni extrakci stolice, pokud by vzorek nebyl
odebran do CALEX =zafizeni [86]. Pouziti této zkumavky k extrakci vzorku, vykazuje
podobnou pfesnost, jako pfi provedeni manualni extrakce. Navic, pouziti CALEX zkumavky,
je spojeno se snadnym pouzivani, Setfi Cas personalu laboratofi a neni potfeba pouziti vice

materialu [89].
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Obrazek 18 Zarizeni CALEX pro odbeér stolice (prrevzato z [90])

Odebrany vzorek stolice by m¢l byt dopraveny do laboratofe do 3 dni od odebrani
vzorkll. Mél by byt transportovan pii pokojové teploté 23 °C. Po ptevzeti vzorku laboratofi by
mél byt skladovan pii 2-8 °C maximalné 3 dny. VVzorky stolice jsou odebirany, extrahovany a
zfedény na kone¢nou koncentraci 1:500, pouzitim jiz zminéného CALEX zafizeni. Po extrakci
je vzorek centrifugovan deset minut p#i 1000-3000 x @, a poté lze navazat jiz samotnou
analyzou. Pokud neni vzorek odebiran do CALEX zafizeni je potieba vzorek stolice manualng
zvazit. Hmotnost stolice se fidi pomérem 1:50 k extrakénimu pufru. Po extrakci nasleduje
centrifugace 5 minut pii 3000 x g. Tento krok je nasledovan fedénim 1:10 extrakénim pufrem.
Pro takto vyextrahovany kalprotektin plati stejné doby uchovani pti danych teplotach jako u
kalprotektinu extrahovaného pomoci CALEX [86].

Samotné stanoveni pro BUHLMANN fCAL turbo se provadi na riiznych analyzatorech
klinické biochemie [91].

Poznamky popisujici instalaci a analyzu na konkrétnich pfistrojich jsou vydavany
spole¢nosti BUHLMANN. Dodavan4 ¢inidla jsou jiz pfipravena k pouziti. Pred vloZzenim do
pfistroje je potieba je jemné promichat. Lahvicky s €inidly 1ze umistit pfimo do pfistroje , pokud
neni v navodu uvedeno jinak. Kalibraéni souprava se pouziva k sestaveni Sestibodové
kalibra¢ni kiivky. Hodnoty kalibratoru jsou specifické pro danou S$arzi, ale pohybuji se
v rozmezi 0-2000 ug/ g. Po stanoveni kalibra¢ni kiivky a ovéfeni jeji platnosti pomoci kontrol,
je mozné piejit na samotné méfeni vzorku stolice. Samotné analyza je velmi rychla a je hotova
do deseti minut. Vysledky jsou automaticky vypoCteny na analyzatoru Vv jednotkdch ug/ g.
Rozmezi koncentraci, které se daji analyzovat, je 20—8000 ug/ g . Limit kvantifikace tohoto

testu je 19 ug/ g [86].
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Spole¢nost BUHLMANN doporuéuje pouZit stejné mezni klinické hodnoty jako u testu
BUHLMANN fCAL ELISA. Hodnoty mensi jak 50 ug/ g kalprotektinu nesvédéi o zanétu
v gastrointestindlnim traktu. U téchto pacientil s nizkymi hodnotami neni pravdépodobné
potteba provadét invazivni zdkroky ke zjiSténi pfiCiny zanétu. ZvySené hodnoty mezi
502200 ug/ g mohou predstavovat mirné organické onemocnéni. Tim miZe byt zanét
zpisobeny pouzivanim NSAID, mirna divertikulitida anebo IBD ve fazi remise. Pii téchto
hodnotach je doporu¢eno opakované méfeni a provedeni dalSich vySetfeni. Hodnoty
kalprotektinu vyssi jak 200 pug/ g svédci o aktivnim organickém onemocnéni se zanétem

v gastrointestindlnim traktu. V téchto piipadech se doporucuji dalsi vySetieni u specialistl [86].

3.4 Imunochromatografickeé testy

Pouziti imunochromatografickych testi je rychly zptisob diagnostiky, ktery se vyuziva
Vv prostfedi bez dostatecného laboratorniho vysetfeni nebo piimo v domacnosti. Pti vySetieni se
pouziva desti¢ka nebo prouzek, které je slozeny ze zony pro nanaseni vzorku, konjugaéni zony,
membrany, ktera je nejcastéji nitroceluldzova, testovaci a kontrolni linie, a absorpéni linie.
Jelikoz je kalprotektin latka vysokomolekularni, uplatiiuji se testy v sendvicovém usporadani
(Obrézek 19). Pii sendvicové metodé se pozivaji znacené polyklonalni protilatky. Pii naneseni
vzorku, ktery obsahuje kalprotektin, se antigen v konjuga¢ni z6né navaze na znacenou
protilatku. Vytvoieny komplex je unaSen na testovaci linii, kterd obsahuje fixovane protilatky.
Pokud vzorek obsahuje Kalprotektin, vznikd barevny prouzek (vazba imunokomplexu
s fixovanou protilatkou) , pokud ne prouzek nevznika. Zbytek imunokomplexu je unasen na
kontrolni linii, ktery obsahuje anti-1gG protilatky zviteciho ptivodu. Zde se prouzek objevi jak
pii pozitivni, tak i pfi negativnim vysledku, jelikoz slouZzi jako kontrola spravné provedeného

testu. Imunochromatografické testy vyrabi napt. jiz zminéna firma BUHLMANN.
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(pozitivni test) (platnost testu)

Obréazek 19 Schéma imunochormatografickeho testu (prevzato z [92])

3.4.1. BUHLMANN Quantum Blue fCAL test

BUHLMANN Quantum blue fCAL test je in vitro diagnosticky test pro kvantitativni
stanoveni kalprotektinu ve vzorku lidskeé stolice. Test je ur¢en k selektivnimu méfeni antigenu
kalprotektinu pomoci sendvi¢ové imunoanalyzy. Monoklonalni zachytna protilatka, ktera je
vysoce specifickd proti kalprotektinu, je nanesend na testovaci membranu. Druha detekéni
monoklonalni protilatka, ktera je konjugovana s koloidnim zlatem, je nanesena na podlozku pro
uvolnéni konjugatu. Tato protilatka je poté uvolnéna do reakéniho systému po piidani
extrahovaného a natfedéného vzorku stolice. Konjugat kalprotektin/antikalprotektin se zlatem
se vaze na protilatku proti kalprotektinu nanesenou na testovaci linii. Zbyvajici volny konjugéat
antikalprotektinu se zlatem se vaze na kozi protilatku proti mysi nanesenou na kontrolni linii.
Intenzita signalu testovaci a kontrolni linie se méti kvantitativné pomoci nésledujiciho postupu
BUHLMANN Quantum Blue Reader (Obrazek 20) [93]. Tento test je mozné vyuzit i pfi
oddéleni IBD od IBS. Pii “cut-off* 50 ng/g, je senzitivita a specificita 94 % a 91 % [94].
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Obréazek 20 Zarizeni Quantum Blue reader 3rd gen (prevzato z [95])

Tato sada obsahuje testovaci kazetu (Obrazek 21), extrakéni pufr, pozitivni a negativni
kontroly. Koncentrace jednotlivych kontrol jsou specifické pro danou Sarzi a jsou uvedené
Vv doplnkovém listu pro kontrolu kvality. Jako dalsi, sada obsahuje dvé RFID cipové karty a
kartu s ¢arovym kodem. Testovaci kazeta, které jiz byla vyjmuta z foliového obalu, musi byt
pouzita do 4 hodin. K provedeni je dale potfeba michacka, automatické pipety s jednorazovymi
$pickami, centrifuga, savy papir a BUHLMANN Quantum Blue Reader. K extrakci vzorku
stolice je potfeba méné nez 1 g nativniho vzorku. Vzorek se odebira do obycejnych zkumavek
a m¢l by byt dopraven do laboratofe do 3 dnd [93].

Po piipravé vzorku je mozné piejit k samotné analyze. Z ptislusné ¢ipové karty jdou
nahrat dvé alternativni metody: s internim cCasovacem a bez interniho casovace. Veskeré
uvedené postupy jsou aktualni pro analyzu provadénou na pfistroji “Quantum blue reader
3rd generation®. Pfed zahajenim analyzy je potieba vybrat jednu z Cipovych karet RFID. Dale
spole¢nost BUHLMANN nabizi dva rizné provozni rezimy pro méfeni vzorki: rezim “Fast
track® a “Fail safe”. Testovaci metodu lze nacist pomoci karty s ¢arovym kodem. Dale se
postupuje podle pokynii na piistroji. Pokud jsme si vybrali analyzu s internim ¢asovaéem, tak
bude probihat nasledovné: Vybalime testovaci kazetu a nechame ji alesponn 2 minuty
stabilizovat v laboratornim prostiedi. Pfidame 60 pl extraktu stolice do vstupniho otvoru
testovaci kazety. Kazetu vlozime do drzaku pfistroje , zavieme drzak a spustime méfeni volbou
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“Zacatek méfeni®. Skenovani se pusti automaticky po 12 minutach. Pokud jsme zvolily metodu
bez interniho Casovace je zacatek analyzy stejny, az po aplikaci extraktu stolice. Poté musime
ruéné zméfit inkubaéni dobu 12 minut, a az po uplynuti inkubace vlozime kazetu do pfistroje,

a spustime analyzu jako v ptedchozim kroku [93].

Obrézek 21 Testovaci kazeta testu Quantum Blue (prevzato z [96])

Aby byl vysledek testu platny, musi byt vzdy viditelna kontrolni ¢ara. Pokud neni
testovaci linie detekovatelné po 12 minutich inkubace, je koncentrace kalprotektinu ve vzorku
stolice pod detek¢énim limitem. Rozsah testu se pohybuje mezi 30 a 1000 pg/g.

Test by mél byt rozdélen do dvou skupin: s nizkym a vysokym rozmezim. Kdy test
onemocnénim. Jeho rozmezi se pohybuje od 30 do 300 pg/g. Druhé provedeni je spiSe uzitecné
pro vysetfeni pacientt s jiz diagnostikovanym IBD [97].

U pacientt, ktefi maji hodnoty pod 80 pg/g, jsou vysledky interpretovany jako normalni
a neni potfeba analyzu opakovat. Pokud se koncentrace pohybuje v rozmezi od 80 do 160 ug/g,
vysledky se objevuji v tzv. Sedé zoné a jsou povaZovany za hrani¢ni. Pii takovychto vysledcich
by se méla analyza zopakovat béhem 4 az 6 tydnt. U koncentraci vys$ich jak 160 ug/g jsou
hodnoty povazovany za zvySené a analyze je potieba opakovat dle potieby [93].

Studie zroku 2016 porovnavala metodu BUHLMANN Quantum blue fCAI test
s metodou LIAISON Calprotectin test. Byly porovnany jak metody extrakce, tak i funk¢énost
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uzivanych pfistroji. Mezi extrakénimi metodami danych testl nebyl zjistén Zadny rozdil. Pti
samotném méieni byly vysledky pro Quantum blue test vyssi ve srovnani s testem LIAISON.
Tyto neshody byly ptipisovany samotnym analyzatorum. Bylo zji$téno, Ze test Quantum blue
ma veétsi klinickou uc¢innost predpovédi relapsu, a byl schopny odhalit 100 % pacientii pii
relapsu. I kdyZ jsou vlastnosti testu Quantum blue a testu LIAISON velmi podobné, ma test
Quantum blue nékteré vyhody jako je napt. rychla a snadna extrakce [54].

3.4. ,,Point of care* testy

“Point of care testy (POCT) jsou urceny k analyze vzorkt v misté péCe o pacienta,
tedy mimo laboratorni prostiedi, kde se obvykle testy provadéji. Jedna se o jednoduché a rychlé
testy, které mize provadét i vyhodnotit pouceny laik. Princip téchto testii je zaloZeny na
imunochromatografickych testech. Tyto testy zprostiedkuji pacientovi pohodli pii odbéru a
analyze, kdy cely postup analyzy je mozny provést v pohodli domova. Odbér vzorku se provadi
jako pii odbéru k béznému laboratornimu vySetfeni. Pfi koupi téchto rapid testd v baleni
najdeme testovaci kazetu, zkumavku pro odbér vzorku a navod pro pouziti (Obrazek 22). Podle
toho, od které firmy test zakoupime, dostaneme i navod na stahnuti aplikace, kterd& nAm po
vyfoceni kazety test vyhodnoti. Vyrobé POCT se vénuje nespocet znacek. V préci budou
zmingny testy od firmy BUHLMANN, Preventis (odkaz na webové stranky:
https://preventis.com/en) a od znacky Calpro

(https://www.svarlifescience.com/products/calprotectin-solutions).
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Obrazek 22 Komponenty POCT sady od znacky QuantOn (prevzato z [98])

Ve studii z roku 2019 byly porovnavany tii druhy rapid testi (IBDoc, QuantOn Cal a
CalproSmart) sELISA metodami od stejnych firem (fCAL, IDK-Calprotectin a
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Calprotectin ALP). Obéma metodami bylo otestovano celkem 40 vzorku stolice, aby byla
pokryta cela $kala koncentraci kalprotektinu. Bylo provedeno celkem 1440 vyhodnoceni analyz
pomoci chytrého telefonu a 120 méfeni pomoci metody ELISA. K vyhodnoceni rapid testi byly
pouzity ¢tyfi druhy telefonli, pro ovéfeni vhodnosti zatfizeni pro piecteni kazety a jeho
nasledného vyhodnoceni. Po provedeni vSech analyz byly vysledky vyhodnoceny pomoci
Bland-Altmanovo diagramu, kdy byly porovnany pramérné hodnoty testl od stejné firmy.
IBDoc podhodnotil vysledky fCAL ELISA v celém rozsahu potencialnich hodnot kalprotektinu
s prumérnou odchylkou 105 pg/g. QuantOn Cal nadhodnotil vysledky testu IDK-Calprotectin
ELISA s primérnou odchylkou 137 pg/g. CalproSmart nadhodnotil vysledky testu ELISA
Calprotectin-ALP s primérnou odchylkou 141 ug/g. Vysledky studii ukazuji, ze u vSech
porovnani parovych méteni byly vysledky nizsich hodnot kalprotektinu bliz a vice seskupeny
u nulové linie, a vysledky vyssich hodnot kalprotektinu byly vice rozptyleny. Nizsi hodnoty
kalprotektinu jsou mensi nebo rovno 500 pg/g, vyssi hodnoty kalprotektinu jsou ty, které jsou
vétsi jak 500 pg/g. Lze tedy tvrdit, Ze rapid testy jsou srovnatelné s klasickymi ELISA

metodami pouze v niz§im rozmezi koncentraci [99].
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4 Kalprotektin jako biomarker v diagnostice a monitorovani

stirevnich zanétu

Fekalni kalprotektin je skvély neinvazivni biomarker u zanétlivych stievnich
onemocnéni. Jeho vyhodou jsou snadné a levné metody detekce a také disponuje veEtsi
diagnostickou piesnosti nez klasické sérové markery jako CRP, ESR, ANCA a ASCA. FC
ma dobrou diagnostickou ptesnost pro oddéleni organickych a funk¢énich onemocnéni. Je
také schopny predpokladat relaps IBD. Predpokladad se, ze u pacientli se zanétlivym
sttevnim onemocnénim, ktefi se 1é¢i, je pokles koncentraci nebo Uplné srovnani fekalniho
kalprotektinu na fyziologickou hodnotu pfesnym ukazatelem endoskopického uzdraveni.
Diky tomu lze sledovat lé¢ebny proces a podle koncentraci fekdlniho kalprotektinu je
mozné 1é¢bu dle potieb modifikovat [100].

Je také znamo, ze FC dobfte koreluje s aktivitou onemocnéni. Tomuto parametru FC se
vénovala studie z roku 2019. Ta se nejevice zamétila na posouzeni uZite¢nosti FC jako
markeru aktivity onemocnéni a studovala vztah FC s laboratornimi a endoskopickymi
parametry, v¢éetné slizni¢niho hojeni u pacientil s IBD. Do studie bylo zatazeno 93 pacientd,
z toho 55 s UC a 38 s CD. Vzorky stolice byly méfeny dvéma metodami: metodou ELISA
a imunochromatografickym testem. Vysledkem této studie bylo zjisténi, ze FC ma
vyznamnou souvislost s klinickou a endoskopickou aktivitou obou onemocnéni. Poznatek
o klinické aktivité¢ je shrnut v Obrazku 23. Pro piedstaveni klinické remise u UC méla
hrani¢ni hodnota 211,3 pg/g senzitivitu a specificitu 77,4 % a 75 %. U CD pii hrani¢ni
hodnoté 710 pg/g méla senzitivitu a specifitu 62,5 % a 59,1 %. U zhodnoceni vztahu FC a
endoskopické aktivity, byla u pacienti s UC s mezni hodnotou 201 pg/g senzitivita a
specificita 81,8 % a 100 %. Studie ohodnotila uzite¢nost FC jako biomarkeru pro sledovani
aktivity onemocnéni u pacienti s IBD pomoci ELISA i imunochromatografického testu.
Bylo potvrzeno, ze hladina FC byla u pacienti s IBD silné spojena s indexy aktivity
onemocnéni, sérologickymi markery a endoskopickou aktivitou. Oba testy dokazaly u
pacienti s UC ptredpovédét slizniéni hojeni s vysokou senzitivitou (> 81 %) a specificitou
(100 %) [101].
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Obrazek 23 Vztah mezi klinickou aktivitou a koncentraci FC pomoci metody ELISA u A-ulcerozni
kolitidy, B-Crohnovy choroby (CDAI-Index aktivity Crohnovy choroby) (prrevzato a upraveno 2
[101])

Dalsi studie z roku 2018, vykazovala podobné vysledky vztahu FC a endoskopické
aktivity jako ptfedchozi nov¢jsi studie. Tato studie také zjistila, Ze vysledky testovani FC
ma lepsi vysledky u pacientd s UC nez s CD. A i kdyz specifita testu u CD je 72,1 %;
27,9 % testl vykazovaly faleSné pozitivni vysledky, coZ by mohlo vést k 1écbé pacientt
s neaktivnim onemocnénim [102].

K ptedpovédi lé¢ebné odpoveédi pomoci FC je nashromazdéna spousta informaci. Bylo
zjisténo, ze u pacientl s remisi UC, u kterych byla zjisténa vyssi hodnota FC, doslo pii
zvyseni davky mezalaminu ke snizeni FC na hodnoty spojené s niz§i mirou relapsu [103].
U pacientl, kteti podstupovali 1é€bu pomoci infliximabu, se ukazalo, Ze u pacientd, u

kterych doslo ke snizeni FC po dvou tydnech [éCby, maji vysS§i pravdépodobnost
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endoskopické remise uz po 10 tydnech [104]. Studie od Narula a kol. zatadila celkem
677 pacienti s CD léCenych ustekinumabem a prokazali, ze FC po 6 tydnech mize
ptedpovidat endoskopické vylé€eni po 52 tydnech, coZ mlze byt ptinosnéjsi nez zlepSeni
klinickych ptiznakt [105]. FC v8ak nemusi byt uzitecny pro rozhodovani o terapeutické
odpovédi v kratkém obdobi po zahajeni primarni, indukéni, 1écby [106]. Studie z roku 2019
zkoumala vliv podévéani vedolizumabu na koncentraci FC a to, zda by koncentrace FC
mohla byt spolehlivym ukazatelem stavu onemocnéni. Koncentrace kalprotektinu byla vice
snizena pii podani vedolizumabu nez pii podavani placeba. Koncentrace FC v 6. tydnu mély
pouze pfiméfenou hodnotu biomarkeru pro endoskopicky stav. Udaje naznacuji, ze ackoli
FC muze zachycovat zanétlivou aktivitu onemocnéni, koncentrace FC po podani
vedolizumabem nemusi byt spolehlivym biomarkerem slizni¢niho zanétu [107].

U pacientti s IBD v klinické remisi bylo zjiSténo, Ze pacienti s vysokym FC maji vyssi
riziko ¢asného relapsu nez pacienti s nizkym FC. Bylo zjisténo, Ze u asymptomatickych
pacientd s IBD, ktefi méli opakované koncentraci FC nad hrani¢ni hodnotou, byla 53-83%
pravdépodobnost relapsu béhem 2-3 mésicu. Pacienti, ktefi m¢li opakované normalni
hodnoty FC, méli 67-94% pravdépodobnost udrzeni klinické remise v nasledujicich
2-3 mésicich [108]. Studie z roku 2013 se zabyvala méfenim FCP u pacientii s UC, ktefi
dostavali udrzovaci 1écbu infliximabu, kazdé 4 tydny. Bylo zjisténo, ze pacienti, u nichz
doslo ke vzplanuti, méli jiz 3 mésice pied vzplanutim vyznamné vys$si hladinu FC [104].
V nov¢jsi studii bylo zjisténo, ze idealni hranici, ktera predpovida relaps, je koncentrace FC
152 ng/g [109]. V jiné studii bylo zji$téna senzitivita a specificita FC pfedpovidajici relaps
je 78 % a 73 %. Ze vsech zatazenych pacientii s CD byla piedvidatelnost FC lepsi u CD
postihujici soucasné tlusté a tenké stievo nebo jen tlusté stfevo, na rozdil u pacienti
S postiZzenim pouze tenkého stieva [110].

Studie z roku 2017 zjistila, ze hodnoty FC <250 ug/g u pacienta s UC, piedpovidaji
slizni¢ni hojeni. Avsak této hodnoty musi byt dosazeno ve dvou po sobé provedenych
hodnocenich. Tato predpovéd’ mé vysokou spolehlivou prediktivni hodnotu, a tak mtize byt
FC povazovan za spolehlivy marker [111]. Jind studie zkoumala, zda FC dokaze
pfedpovédét hojeni sliznice u pacientl s UC, ktefi maji nasazenou biologickou lé€bu.
Hodnoty FC, které byly zméfeny po osmi tydnech 1é€by, pfedpovédély slizni¢ni hojeni pfi
54. tydnu 1é¢by. Na zakladé “cut — off* hodnoty FC 157,5 mg/kg je senzitivita a specificita
75 % a 88,9 %. Tyto parametry jsou porovnany pomoci ROC kiivky na Obrazku 24 [112].
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Obrézek 24 ROC krivka hladin fekalniho kalprotektinu v 8. tydnu pro predikci slizni¢niho hojeni v
54. tydnu (prevzato a upraveno 7 [112])
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ZAVER

Fekalni kalprotektin se ukazuje jako slibny marker IBD. Studie ukazuji, ze koncentrace
kalprotektinu dobie koreluji jak s endoskopickou, tak i s klinickou aktivitou, a také i s jinymi
markery zanétu jako je napt. CRP. Na rozdil od jinych markert, je fekalni kalprotektin
specificky pfimo pro stievni zanéty. Jeho vySetfeni ndam pomadhé sledovat uspeéSnost 1écby.
Diky tomu muzeme 1é¢bu zménit, v piipadé, Ze aktualni 1é¢ba nezabird. Je také dobrym
indikatorem relapsu.

I kdyz FC je povazovan za specificky marker IBD, zplisob vySetfeni ze stolice neni
v n&jakych ohledech idealni jak pro pacienty ani pro samotnou analyzu. Proto je otazkou
vyzkumu pfijit na biomarker, ktery by byl mozny vysetfit idealné ze séra pacienta. Takovymi
markery by mohl byt napt. onkostatin M nebo faktor aktivujici B-buiiky. Avsak to, jak velky
vztah maji tyto markery k IBD je potfeba jesté studovat. Piesto, zadny z téchto markeri
nekonkuruje endoskopickému vysetieni.

Metod pro vySetfeni kalprotektinu je spousta a potad dochazi k vyvoji novych, které by
méli lepsi vlastnosti jako je kratsi ¢as analyzy, mens$i naklady a vétsi senzitivitu a specificitu
k vySetfeni FC. Nejvice jsou provadény metody ELISA, CLIA anebo turbidimetrické
stanoveni. Nejvétsi rozmach maji v posledni dobé rapid testy. Ty jsou piizpisobeny pouziti
V domacim prostfedi nebo v podminkéch, kdy nemaji 1ékaii pfistup ke standartnimu
laboratornimu pfislusenstvi. Tyto testy nabizi pacientim jednoduché provedeni analyzy, vétsi
komfort v prostfedi domova, rychlejsi ziskani vysledki. Domaci testovani bylo velmi ptinosné
hlavné v dobé pandemie COVID-19, kdy pacienti omezovali pfimy kontakt s 1ékafi a rutinni
vySetteni byla odklani. Diky rapid testim bylo mozné potad sledovat aktivitu onemocnéni i bez
navstévy nemocnice, kterd byla pro pacienty s IBD v té dob¢ jistym rizikem.

I kdyZz domaci testovani ptinasi ur€ité vyhody, nemiZeme stavét diagnostiku IBD pouze
na rapid testech provedenych pifimo pacienty, a diagnostika musi byt nadale fizena odborniky

a rapid testy by méli zistat jen jakymsi doplitkem k hlavni diagnostice.
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