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Suhrn

Kolorektalny karciném je v stc¢asnosti jednym z najcastejsich nadorovych ochoreni vysky-
tujucich sa v rozvinutych krajinach. Pochopenie molekularnych principov jeho vzniku patri
opdtovne v poslednom ¢ase medzi priority v oblasti onkogenetického vyskumu. Kolorektalny
karcinom je zaroven aj vhodnym modelom pre stadium kancerogenézy z dévodu dobrej do-
stupnosti prekanceréznych |ézii a tieZ z dévodu existencie viacerych jasne popisanych here-
ditarnych foriem ako familidrna adenomatdzna polypéza a Lynchov syndrém. Klasicky model
kolorektalnej tumorigenézy, popisany Fearonom a Vogelsteinom, predstavuje tradi¢nu cestu
vyvoja kolorektélneho karcinému zo sekvencie adeném-karcindm. Tento model bol postaveny
na dokladnej analyze mutacii v jednotlivych morfologickych stadidch kancerogenézy, ktorych
progresivna akumuldcia vedie k malignej transformacii kolonického epitelu. V poslednych ro-
koch bol v3ak prijaty aj alternativny model vyvoja kolorektalneho karcinému zo seratovanych
prekurzorov. Tato cesta vyvoja, nazyvana aj seratovana cesta, priniesla novy pohlad na kolo-
rektdlnu tumorigenézu. V suicasnosti sa predpokladaju minimalne tri molekuldrne cesty kolo-
rektalnej tumorigenézy: 1. cesta chromozdmovej instability reprezentovana dedi¢nou formou
familidrnej adenomatdznej polypdzy; 2. mutatorova cesta s mismach repair fenotypom repre-
zentovana dedi¢nou formou Lynchovho syndrému, ale aj ¢astou sporadickych kolorektalnych
karcinomov; a 3. hypermetylacna seratovana cesta charakterizovana vysokou frekvenciou hy-
permetylacie CpG ostrovéekov prométorovych oblasti urcitych génov (CIMP+).
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GENETIKA TUMORIGENEZY NADOROV KOLOREKTA (MOZNOSTI TESTOVANIA A SCREENINGOVEJ PREDIKCIE)

Summary

Colorectal cancer is currently one of the most frequent cancers in developed countries. Understanding the molecular principles of its patho-
genesis has recently come into focus of many oncogenetic studies. Colorectal cancer also represents an ideal model for the study of molecular
basis of cancerogenesis owing to the wide availability of its precursor lesions and the existence of several notorious genetic predispositions such
as familial adenomatous polyposis and Lynch syndrome. The classical model of colorectal tumorigenesis, described by Fearon and Vogelstein,
suggested the idea of a conventional progression from adenoma to carcinoma. It was based on a careful analysis of mutations occurring within
particular stages of carcinogenesis with regards to their stepwise accumulations leading to neoplastic transformation of the colonic epithelium.
Recently, new evidence has pointed to an alternative model of colorectal tumorigenesis introducing the concept of serrated precursors. This
alternative pathway, known as the serrated pathway, has provided a new perspective on colorectal cancer development. Nowadays, three mo-
lecular pathways leading to colorectal tumorigenesis are recognized: 1. the chromosomal instability pathway typified by familial adenomatous
polyposis; 2. the mutator pathway characterized by inactivation of DNA mismatch repair genes such as in Lynch syndrome or a number of spo-
radic colorectal cancers; 3. the hypermethylation serrated neoplasia pathway characterized by excessive methylation of some CpG islands in the
promoter region of certain genes (positive CpG islands methylator phenotype) (CIMP+).
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Uvod
Kolorektalny karciném (colorectal carci-
noma — CRC) je jednym z najcastejsie sa
vyskytujucich onkologickych ochoreni
so stéle vysokou mortalitou. Incidencia
tohto ochorenia ma vzostupny charak-
ter predovietkym v rozvinutych kraji-
nach, pricom krajiny strednej Eurépy sa
uz tradi¢ne drZia na Spici [1]. Mortalita na
CRC sa vdaka vcasnej diagnostike a zlep-
Sujucej sa lie¢be znizuje, stale vsak do-
sahuje 8 % zo vsetkych umrti na nddo-
rové ochorenia. V oblasti rektosigmy sa
vyskytuje 43 % diagnostikovanych CRC,
zvy$ok (57 %) v oblasti vy3sich ¢asti hru-
bého creva [2]. Zname rizikové faktory
pre vznik CRC su jednak environmen-
télne a jednak genetické. Z pohladu ich
vzdjomného zastUpenia rozliSujeme tri
formy vyskytu nadorov kolorekta:

+ Sporadickd forma, pri ktorej nezazna-
menavame familiarny vyskyt, pred-
stavuje 70 % vsetkych CRC. Najcastej-
Sie sa vyskytuje vo veku nad 50 rokov
a predovsetkym stravovacie zvyklosti
a environmentalne faktory zohravaju
ulohu v etiolégii ochorenia.

« Hereditdrna forma, predstavuje 5-7 %
CRC s jednoznacnou genetickou pre-
dispoziciou ako etiologickym fak-
torom. Tato skupina sa dalej rozlisuje na
formy polypdzne a nepolypdzne podla
toho, ¢i polypy kolorekta st alebo nie
su zakladnym prejavom ochorenia.
U vécsiny hereditarnych foriem (here-
ditdrnych syndrémov) dnes pozndme
kauzdlne mutédcie zodpovednych
génov a vieme ich rutinne testovat.

« Familidrna forma, je tretou a zatial

najmenej objasnenou skupinou CRC.
Predstavuje asi 25 % vsetkych pripa-
dov. V rodinach pacientov s tymto
typom CRC zaznamendavame fami-
liarny vyskyt, ktory vsak nezodpoveda
obrazu ani jedného z hereditarnych
syndrémov. Clenovia takychto rodin
maju zvysené riziko vyskytu CRC, ktoré
vsak nedosahuje riziko pri hereditar-
nej forme. V multifaktoridlnej etiolo6-
gii ochorenia sa uvaZuje o Ucasti viace-
rych zatial menej prebadanych génov
mensieho Gcinku, pripadne menej za-
vaznych variantov zndmych génov.

Vysoka uUroven poznatkov o mole-
kuldrnej podstate vzniku CRC sa stala
zédkladom aj pre pochopenie tumori-
genézy inych solidnych nadorov. Spe-
cifickd germinativna mutécia je zodpo-
vedna za vznik hereditarnej formy CRC,
kym akumulacia za sebou iducich soma-
tickych mutdcii je predpokladanym pod-
kladom vacsiny sporadickych pripadov
ochorenia.

Molekularna patogenéza CRC

CRC je vysledkom progresivnej akumu-
lacie genetickych a epigenetickych alte-
racii, ktoré vedu k transformacii kolonic-
kého epitelu na adenokarciném. Speci-
fické genetické zmeny veduce k tomuto
procesu mézu byt jednak vrodené (ger-
minativne mutacie) alebo castejsie zis-
kané (somatické mutacie). Takéto mu-
tacie mézu prinasat selektivne rastové
zvyhodnenie urcitych buniek, ktoré

vedie k ich preferen¢nej prolifera-
cii. Hovorime o klonalnej evolucii na-
dorovych buniek. Monoklonélna teéria
kolorektélnej kancerogenézy, prvykrat
popisana v roku 1990 Fearonom a Vo-
gelsteinom, je dnes povaZzovana za za-
kladny predpoklad vyvoja aj inych so-
lidnych nadorov. Podla tohto modelu
rastové zvyhodnenie, ktoré urcita bunka
ziskava, umoznuje jej klondlnu expan-
ziu voci ostatnym susediacim bunkam.
Z tejto monoklonalnej populdcie buniek
musi byt urcita bunka zvyhodnena dal-
$ou ndhodnou mutéciou veducou k dal-
3ej vine klondlnej expanzie. Takéto pro-
gresivne nahromadenie kritického
poctu ziskanych mutécii vedie potom
v kone¢nom désledku k bunkovej dezor-
ganizacii a event. aj schopnosti invaziv-
neho rastu a metastazovania. Nadorové
tkanivo ma teda monoklondlne zlozenie
buniek, na rozdiel od normalneho kolo-
nického epitelu, ktory ma vzdy polyklo-
nalny povod.

Kolorektalna tumorigenéza je teda
vzdy viacstupnovym procesom a ma
svoje morfologické a aj molekularne
urovne [3].

Sekvencia adenom-karciném
(klasicka cesta)

Sliznica kolorekta vdaka svojej dob-
rej dostupnosti predstavuje idealne
tkanivo na vyskum nadorovej patoge-
nézy. Uz dlhy cas je zndme, ze CRC sa
u ¢loveka vyvija z prekancerézneho pre-
kurzora, ktorym je vo vacésine pripadov
adenédm (adenomatdézny polyp). Prolife-
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racia a diferenciacia kolonocytov z kme-
novych buniek nastava vylu¢ne v glan-
dularnych kryptach kolonického epitelu
ajeohrani¢end nadolnd tretinu krypt. Pri
jej dysreguldcii prolifera¢nd aktivita mig-
ruje smerom nahor, ¢o vedie spociatku
k tvorbe mikroadenémov a neskér aj
k tvorbe makroskopicky evidentnych
adenomov. Takto vzniknuté aberantné
bunkové linie stracaju schopnost pod-
riadit sa normalnemu procesu dozrieva-
nia a apoptdzy. To napokon vedie k fo-
kdlnemu rastu dysplastickej mukézy
v loZiskach aberantnych krypt a nasled-
nému vyvoju invazivneho adenokar-
cinému. Cely tento proces prechodu
normalnej mukoézy na adenédm a neskor
karcinébm je postupny a trva vacsinou
priblizne 5-10 rokov [4].

Sekvencia hyperplasticky
seratovany polyp-karciném
(alternativna cesta)

Predpoklad, ze takmer vsetky CRC sa vy-
vijaju z benignych adenomatéznych pre-
kurzorov, bol platny dlhé roky. Avsak
nedavne dbkazy coraz viac podporuju
existenciu alternativnej cesty kolorektal-
nej kancerogenézy cestou seratovanych
polypov. Seratované |ézie predstavuju
heterogénnu skupinu polypov Sirokého
morfologického spektra od hyperplastic-
kych polypov, cez sesilné seratované po-
lypy/adenémy az po tradi¢né seratované
adendémy a zmiesané polypy. Typickym
histologickym znakom vsetkych z nich je
zUbkovita Struktdra hypermaturovaného
epitelu kolonickych krypt. Dlho sa verilo,
Ze sU to benigne lézie bez vyraznejsieho
maligneho potenciadlu. Avsak koncom
90. rokov 20. storocia bolo na moleku-
larnej drovni preukdzané, Ze niektoré
z tychto lézii mézu viest alternativnou
cestou k vyvoju CRC, ktora existuje popri
tradi¢nej ceste adenédm-karcindm. Tento
mechanizmus malignej transformacie
bol popisany u pacienta so seratovanou
polypézou (mnohopocetnym vyskytom
seratovanych polypov) a stal sa zndmy
ako alternativna seratovand cesta kolo-
rektdlne tumorigenézy.

Molekularne cesty kolorektalnej
tumorigenézy

V sucasnosti sa predpoklada, Ze existuju
prinajmensom tri molekuldrne cesty

veduce, kazdd inym mechanizmom,
k vzniku CRC: 1. supresorova cesta alebo
cesta chromozémovej instability (CIN),
2. mutétorova cesta alebo cesta mikro-
satelitovej instability (MSI) a 3. epigene-
tickd hypermetylacna cesta (CIMP+).

1. Supresorova cesta -
chromozémova instabilita

Touto cestou sa vyvija priblizne 60-85 %
CRC z prekurzora adenomatézneho po-
lypu. Trvanie kancerogenézy sa od-
haduje na 7-10 rokov. Podla akceptova-
ného modelu kolorektalnej tumorige-
nézy postavenej Fearonom a Vogelstei-
nom koreluju za sebou iduce 3pecifické
genetické zmeny s konkrétnym morfolo-
gickym nalezom [3].

Tento linedrny model vyvoja sa z po-
hfadu novych poznatkov stal sice
viac komplexny, ale je stdle uzna-
vany. Kazdy krok morfologickej zmeny
od normalnej sliznice smerom k inva-
zivnemu karcindmu zahfna 3Specifické
a dobre definované genetické altera-
cie. Tieto alterdcie sa tykaju jednak on-
kogénov a jednak tumor supresorovych
génov. Nadorové tkanivo je pri tejto mo-
lekuldrnej ceste charakteristické pritom-
nostou velkého poc¢tu chromozémovych
abnormalit (CIN) véetne delécii, inzer-
cii a straty heterozygozity. Podla charak-
teru Uvodnej genetickej zmeny moézu
byt tieto tumory bud hereditarne, ak sa
jedna o germinativnu mutdciu, typickym
reprezentantom je familidrna adenoma-
tézna polypodza (FAP), alebo sporadické
pri nahromadeni somatickych mutacii.

Onkogény
Onkogény su homolégy normalnych
génov bunky, ktoré sa podielaju na kon-
trole jej rastu a na reguldcii bunkového
cyklu. Mutécie onkogénov vedu k ich
aktivécii, vysledkom ¢oho je nekontro-
lovanda bunkova proliferacia. Medzi on-
kogény podielajuce sa na kanceroge-
néze sporadickych CRC patria onkogény
RAS, SRC, C-MYC a C-ERBB-2. Najdolezi-
tejsi z nich je K-RAS, mutdcia ktorého je
pritomnd asi u 50 % sporadickych CRC
a 50 % adenémov vécsich ako 1cm.
K-RAS koéduje rodinu malych protei-
nov (homolégov G proteinov), ktoré sa
podielaju na prenose extracelularnych
rastovych signalov smerom do jadra

bunky. Tato geneticka alteracia je zazna-
mendvand pocas neskorej progresie
adendmov a zohrava ulohu aj v procese
nadorovej invazie a metastazovania. Kli-
nicky vyznam detekcii RAS mutacii u CRC
ma svoje opodstatnenie pri stanoveni
ucinnosti cielenej biologickej liecby
a RAS je aj jednym z perspektivnych DNA
markerov diagnostiky v€éasného CRC zo
stolice pacienta [5].

Tumor supresorové gény
Na rozdiel od onkogénov tumor supre-
sorové gény maju za normalnych pod-
mienok inhibi¢nd funkciu v regulacii
bunkového cyklu. Pri poruche ich funk-
cie dochddza k naruseniu ich supresoro-
vej a apoptotickej ¢innosti, ¢im nastava
strata kontroly replikacie a proliferacie
bunky. Na bunkovej trovni tumor supre-
sorové gény funguju ako recesivne gény,
tzn. strata funkcie proteinu nastava len
pri vyradeni obidvoch koépii génu bodo-
vou mutaciou, deléciou alebo prestav-
bou. Tento mechanizmus dvojkroko-
vého vyradenia funkcie supresorovych
génov bol prvykrat popisany Knudso-
nom u RBT génu spoOsobujuceho det-
sky retinoblastom. Knudsonova teoria
objasnila, preco sa ten isty nddor moze
vyskytovat ako vo forme hereditarnej
(prvym zdsahom je germinativna mu-
tacia zdedend alebo vzniknutd de novo)
tak aj vo forme sporadickej (prvym za-
sahom je somatickd mutacia v jedinej
bunke), a vysvetlila aj klinické rozdiely
medzi uvedenymi formami. Prvym do-
kazom ucasti tumor supresorovych
génov v kancerogenéze CRC boli studie
popisujuce stratu heterozygozity (LOH)
dlhych alebo kratkych ramien Specific-
kych chromozémov u velkého poctu
tumorov kolorekta. Neskor boli na ta-
kychto lokusoch identifikované kon-
krétne gény, a to na lokuse 5q gén APC,
na lokuse 17p gén TP53 a na lokuse 18q
gény SMAD4, SMAD2 a DCC.
Pravdepodobne najkritickejsim gé-
nom uUcinkujdcim uz v skorych stadidch
kolorektélnej tumorigenézy je APC tu-
mor supresorovy gén. Somatické mu-
tacie jeho obidvoch alel su pritomné
u 80 % sporadickych CRC a ako samo-
statna germinativna mutdcia je zodpo-
vedny za FAP, dominantne dedi¢ny here-
ditarny syndrém vyznacujuci sa tvorbou
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stoviek az tisicov kolorektalnych po-
lypov. Strata druhej APC alely, zazna-
menana uz u malych adenomatéznych
polypov s dysplastickymi loZiskami, pou-
kazuje na velmi véasny zasah v kolorek-
télnej kancerogenéze. Funkcia protei-

nového produktu APC génu nie je zatial

presne objasnena. Vie sa viak, ze CRC vy-
kazujice normalny stav APC génu maju
mutdcie B-kateninu, ¢o je protein za-
interesovany na tej istej signalizacnej
kaskade ako APC protein, oznacova-
nej ako Wnt signalizacnd cesta. V sucas-
nosti sa uvazuje, ze prave aktivacia Wnt
cesty, ktord zohrava ontogeneticku
ulohu v embryonalnom vyvoji a obnove
¢revného epitelu, moze byt spustacom
kancerogenézy [6].

Dalsim z tumor supresorovych génov,
ktorého inaktivaciu nachadzame u 75 %
CRC, je gén TP53. Ide o najcastejsie mu-
tovany gén zaznamenany u ludskych na-
dorovych ochoreni. V kolorektélnej kan-
cerogenéze je strata funkcie TP53 génu
relativne neskory zasah. Cim je ochorenie
v pokrocilejsom stadiu, tym je frekven-
cia zistenych mutdcii TP53 vyssia. Supre-
sorovy gén TP53 je nazyvany aj ,straz-
com gendému’, jeho proteinovy produkt
kontroluje funkciu najmenej 20 dal-
sich génov podielajucich sa na prolife-
racii, diferenciacii a procese apoptézy
bunky. Germinativha mutdcia tohto
génu spbsobuje Li-Fraumeni syndrém,
zdvaznu dominantne dedi¢nu predis-
poziciu pre vznik réznorodych onkolo-
gickych ochoreni, ktoré sa manifestuju
uz v nezvycajne mladom veku. Niektoré
studie poukazuju, Zze mutécie p53 zis-
tené u CRC znamenaju jeho celkove hor-
Siu prognodzu [7].

Chromozém 18q a supresorové gény
DCC, SMAD4 a SMAD2 - strata expre-
sie tychto génov je castym javom
hlavne v pokrocilejSich stadidch adené-
mov a znamena horsiu prognézu CRC.
SMAD4 gén koéduje protein, ktory je
sucastou TGF-B (transforming growth
factor-f) signaliza¢nej cesty kontro-
lujucej okrem iného aj rast a diferen-
ciaciu buniek. Germinativna mutdcia
SMAD4 génu je asociovana s juvenilnym
polypéznym syndrémom (JPS), heredi-
tarnou predispoziciou k tvorbe mnoho-
pocetnych juvenilnych polypov a zvyse-
nym rizikom vyvoja CRC.

2. Mutatorova cesta -
mikrosatelitova instabilita
Mutatorova cesta, nazyvana tiez MSI
cesta, je dalSim molekuldrnym mechani-
zmom vyvoja invazivneho CRC z adeno-
matdzneho polypu a pravdepodobne aj
zo seratovaného adenému. Tymto sp6-
sobom sa vyvija hereditdrna forma CRC
asociovand s Lynchovym syndrémom
a tiez asi 15 % sporadickych CRC. Klico-
vym momentom pri tomto procese kan-
cerogenézy je chybna funkcia DNA mis-
match repair (MMR) enzymu, ktora je
vysledkom vyradenia obidvoch alel jed-
ného z mutatorovych génov.

Mutatorové gény

Zakladnou funkciou mutatorovych (MMR)
génov je oprava poruch vznikajicich pri
replikacii DNA a tym zaistovanie integrity
genetickej informacie bunky. Normalna
MMR funkcia si vyZaduje koordinovanu
sucinnost viacerych réznych génovych
produktov MMR génov. V stcasnosti je
zndmych uz minimélne sedem takychto
génov: MSH2, MLH1, PMS1 a PMS2, MSHe,
MLH3 a MSH3. [8]. Funkcia nie vsetkych
z nich je v3ak plne jasna. Germinativna
mutdcia MMR génu je kauzélnou muta-
ciou zistovanou u vacsiny rodin s Lyncho-
vym syndrémom. U sporadickych foriem
CRC s chybajucou expresiou MMR génov
viak nenachadzame mutdcie inkrimino-
vanych génov. Namiesto toho vykazuju
tieto nadory epigenetické zmeny, ktoré
vedu ku génovému silencingu. Dosled-
kom chybnej funkcie mutatorovych
génov je hromadenie mutacii v genéme
bunky, biologickym markerom ¢oho je
fenomén MSI. Mikrosatelity su kratke
repetitivne DNA sekvencie opakujuice
sa v genéme bunky desiatky az stovky-
krat, ktoré pri chybnej MMR funkcii vy-
kazuju zmeny poctu oproti zdravému
tkanivu. Ak najmenej 30 % mikrosateli-
tovych lokusov vykazuje zmenu, tumor
je hodnoteny ako MSI-H, teda ma vysoky
stupen MSI [9]. V praxi sa Standardne vy-
Setruje panel piatich mikrosatelitovych
lokusov, tumor sa povazuje za MSI-H,
ak aspon dva z nich vykazuju instabilitu.
V pripade, Ze MSI je zistena v menej ako
dvoch sledovanych markeroch, tumor
je oznaceny ako MSI-L (tumor s niz-
kou MSI) alebo MSS (mikrosatelitovo
stabilny) [10].

MSI-H a MSI-L fenotyp CRC

Na rozdiel od MSS CRC, MSI tumory
maju svoje charakteristické klinicko-pa-
tologické znaky. Vyskytuju sa Castejsie
v proximalnych usekoch hrubého ¢reva,
byvaju slabo diferencované, mavaju mu-
cinézny charakter, meduldrny rast a na-
chadzame u nich lymfocytarnu infiltra-
ciu. Adenémy byvaju makroskopicky
vacsie, plochsie a rychlejsie progreduju
do $tadia karcindomu (2-3 roky). Napriek
tymto zdanlivo nepriaznivym histolo-
gickym ukazovatelfom ich prognéza je
celkove lepsia. Sved¢i to o inom bio-
logickom zdklade uvedenych tumo-
rov. Vyznam MSI-L fenotypu CRC nie
je zatial celkom jasny. Hoci sa tento fe-
notyp nespdja jednoznacne s poru-
chou MMR funkcie, pravdepodobne
ide o nie nahodny ukaz, ktory ma svoju
biologicku podstatu. Uvazuje sa o epi-
genetickom ovplyvneni funkcie MGMT
génu, zohravajuceho ulohu pri alterna-
tivnej seratovanej ceste kolorektalnej
tumorigenézy [11].

Genetika Lynchovho syndromu

Lynchov syndrém, nazyvany aj here-
ditdrny nepolypozny kolorektalny kar-
cindm (hereditary non-polyposis colo-
rectal cancer — HNPCC), je najcastejsie sa
vyskytujicou dedi¢nou pric¢inou vzniku
nadoru hrubého ¢reva. Tvori asi 2-3 % zo
vietkych diagnostikovanych pripadov
CRC. Ide o autozomovo dedi¢né ocho-
renie predisponujuce aj k vzniku inych
druhov nadorov, hlavne karcinému en-
dometria. Genetickym podkladom
vzniku Lynchovho syndrému je ger-
minativna mutdcia niektorého z MMR
génov, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, alebo
strata expresie MSH2 v désledku delécie
EPCAM génu. Kinaktivacii génu vedie vy-
radenie aj druhej alely bud’ somatickou
mutaciou, stratou heterozygozity alebo
epigenetickym silecingom hypermety-
laciou promotora génu. Medzi identi-
fikovanymi mutdciami su u pacientov
s Lynchovym syndromom najcastejsie
zastupené mutacie MLHT (32 %) a MSH2
(39 %), menej casto mutacie MSH6
(15 %) a PMS2 (14 %) [12]. Zakladnou
funkciou DNA MMR systému je oprava
drobnych poruch vznikajucich pri chyb-
nom parovani baz pri replikacii DNA.
Aby mohol tento systém ucinne fun-
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govat, vyzaduje si koordinovanu ¢in-
nost réoznych MMR génovych produk-
tov. Zndme su viaceré heterodimérové
proteinové komplexy DNA MMR sys-
tému: MutS-a (MSH2/MSH6), MutS-f3
(MSH2/MSH3), MutL-a (MLH1/PMS2),
MutL-B (MLH1/PMS1) a MutL-y (MLH1/
/MLH3). Porucha ich funkcie vedie k in-
stabilite celého gendmu a hromadeniu
mutaci, a to aj v génoch priamo zainte-
resovanych na procese kancerogenézy.

Nalez MSI je sice typicky pre Lynchov
syndrém, avsak nie je Specificky. Uva-
dza sa, Ze 15 % sporadickych CRC vy-
kazuje tiez vysoky stupen MSI. Tieto
nadory sa vyvijaju odchylnou epigene-
tickou cestou hypermetylacie prométora
MLHT génu, nazyvanou aj CIMP (CpG is-
land methylator phenotype) a su spre-
vadzané mutdciami BRAF génu. Nadory
tohto typu vyvijaju rovnaky MSI feno-
typ, nespajaju sa viak s Lynchovym syn-
drémom a byvaju oznacované aj ako
Lynch-like CRC.

Epigeneticky silencing MSH2 génu
moze spdsobovat aj velkd delécia
3"konca susediaceho EPCAM génu. Nosici
takejto germinativnej mutacie maju de-
di¢nu formu hypermetylacie promotora
MSH2 génu s réznym fenotypovym do-
padom. Ide o samostatnu skupinu Lyn-
chovho syndrému s rizikom hlavne pre
vznik kolorektalnych nddorov [13].

Lynchov syndrom byva ¢asto neroz-
poznany, hlavne jeho viac atenuované
formy spdjajuce sa s mutaciami MSH6
aPMS2 génov. Na identifikaciu rizikovych
jedincov st s roznou senzitivitou a Speci-
ficitou vyuzivané zname Amsterdamské
kritéria, Bethesda kritérid a rozne pre-
dik¢né modely zvazujuce jednak fami-
liarny vyskyt a jednak individualne kli-
nické a histologické znaky. Na rozdiel
od selektivnych stratégii existuju aj na-
zory presadzujuce potrebu zavedenia
univerzalneho screeningu vietkych CRC
na MSI.

Screening a moznosti

reflexného testovania Lynchovho
syndrému

KedZe sekvencna analyza germinativ-
nych mutacii MMR génov je pracnd a fi-
nancne naro¢na, vysetrenie sa opti-
malne zacina screeningom nadorového
tkaniva.

Mikrosatelitova instabilita

MSI je hlavnym molekuldrnym markerom
Lynchovho syndrému a jej vysetrenie je
prvym krokom testovania rizikovych je-
dincov. Pritomnost MSI-H v tumorovom
tkanive svedc¢i o chybnej funkcii MMR
génu. Screening MSI je vysoko senzitivny
pre Lynchov syndrém. Viac ako 90 % CRC
vykazuje u Lynchovho syndrému vysoku
hladinu MSI.V suc¢asnosti v laboratériach
$tandardne vyuzivané panely zachytdvaj-
Uce viac dinukleotidové ako mononuk-
leotidové repeticie vsak nemusia v plnej
miere zachytit MSI u poruchy funkcie
MSH6 a PMS2 génov, ktoré mozu prejavo-
vat aj nizsi stupen MSI [14,15]. MSI-H sta-
tus vsak nie je ako samostatny screeni-
govy ukazovatel dostato¢ny na detekciu
Lynchovho syndréomu. U sporadickych
CRC s MSI-H ide o hypermetyléaciu pro-
motora MLHT génu, ktora vedie k strate
MLHT funkcie a nasledne k MSI. Rozlise-
nie sporadickych a s Lynchovym syndré-
mom asociovanych MSI-H tumorov ndm
umozniuje jednak meranie stavu mety-
lacie MLHT génu v nddorovom tkanive
alebo jednoduchsou formou je gene-
tickd analyza BRAF onkogénu. Mutécia
BRAF génu je velmi zriedkava u Lyncho-
vho syndrému, ale ¢astd (40-87 %) u spo-
radickej formy. Jej identifikdcia u CRC
prakticky vyluc¢uje Lynchov syndrém,
jej nepritomnost vsak nemd dostato¢nu
Specificitu na jeho potvrdenie. Zistenie
pritomnosti hypermetyladcie MLHT ma
obdobnu senzitivitu, Specificita je viak
o nieco vyssia.

Imunohistochemické vysetrenie

Imunohistochemické vysetrenie (IHC),
realizované najcastejsie na patologic-
kom oddeleni, umoznuje detekovat
stratu expresie niektorého z DNA re-
paracnych proteinov v jadrach nado-
rovych buniek. IHC génovych produk-
tov MMR génov moéze byt vyuzivana
v screeningovom protokole samostatne
alebo spolu s vysetrenim MSI, idedlna
je ich kombinacia vzhladom na ich roz-
dielnu vypovednu hodnotu. KedZze MMR
systém tvoria heterodiméry, strata ex-
presie hlavného (obligatneho) proteinu
(MLH1 alebo MLH2) je sprevadzand
sekundarnou degradaciou druhého pro-
teinu v komplexe (PMS2 alebo MSH6).
IHC vysetrenie pomocou protildtok proti

MMR proteinom umoznuje identifikaciu

defektného proteinu, pricom vysledky

IHC analyzy mézu byt vyuzité v mu-

tacnej analyze relevantného génu.

Strata IHC expresie MLH1 a/alebo aj
PMS2 poukazuje na tumor s MSI fenoty-
pom. Na rozlisenie, ¢i ide o kauzalnu mu-
taciu MLH1 alebo castejsiu sporadicku
formu CRC, sltzi vysetrenie mutacie V600OE
BRAF génu alebo pritomnosti hypermety-
ldcie MLHT promotora v nddorovom tka-
nive. V pripade negativneho vysledku
BRAF sa pokracuje v testovani na zaro-
doc¢nu mutaciu MLHT. Pristrate nukledrnej
expresie MSH2 a/alebo aj MSH6 v nadoro-
vych bunkach je Lynchov syndrém vysoko
pravdepodobny a odporuca sa pokraco-
vat genetickym testovanim na zarodoc¢né
mutacie MSH2 a dalej na MSH6. Chyba-
juca expresia MSH2 proteinu méze byt
sposobena aj uz spominanou velkou de-
léciou EPCAM génu. V tychto pripadoch
(20-25 %) kauzalnu mutaciu MSH2 ne-
nachadzame, fenotypovym dopadom
je vsak Lynchov syndrém. Pri izolova-
nej strate nukledrnej expresie MSH6 sa
testuju zdrodo¢né mutdcie génu MSH6
a v dalSom slede MSH2 génu a pri izolo-
vanej strate expresie PMS2 sa testuju za-
rodo¢né mutécie PMS2 a v dalsom slede
MLH1 [14,15]. IHC vySetrenie ma prave
u génov MSH6 a PMS2 svoj vyznam vzhla-
dom na moznost, Ze MSI sa v screeningu
u nich nemusi zachytit. Screeningové vy-
Setrenie MSI a IHC je mozZné aj na adeno-
matdéznych polypoch, pokial nie je k dis-
pozicii tkanivo zo zhubného nadoru. Treba
vsak ratat s ich mensou vytaznostou. Sen-
zitivita vySetreni sa zvySuje u velkych ade-
némov (> 1 cm) a adendmov s vysokym
stupriom dysplazie.

Na definitivne potvrdenie diagnézy
Lynchovho syndromu je potrebna
identifikacia kauzalnej mutacie MMR
génu. Testovanie germinativnych mu-
tacii MMR génov je indikované v tychto
pripadoch:

- pacienti s MSI-H nadorom po MSI/IHC
screeningu,

- ak nie je mozné screeningové testova-
nie nadorového tkaniva a je silné podo-
zrenie na Lynchov syndrém (zdvazna
rodinnd a/alebo osobnd anamnéza),

- prediktivne testovanie pokrvnych pri-
buznych nositela znamej mutacie
MMR génu (schéma 1).
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Schéma 1. Algoritmus testovania Lynchovho syndromu.

LS - Lynchov syndrém, MSS — mikrosatelitova stabilita, MSI — mikrosatelitova instabilita, MSI-L — nizka MSI, MSI-H - vysoka MSI, IHC — imu-
nohistochemické vysetrenie, MLH1-, PMS2—, MSH2-, MSH6- - strata expresie nukledrneho proteinu génu, mut — patologickd mutdcia

3. Hypermetylacny fenotyp
(CIMP+) - seratovana alebo
alternativna cesta

Nové snahy o histologicku klasifika-
ciu hyperplastickych/seratovanych po-
lypov a neddvne objavenie alterna-
tivnej seratovanej cesty kolorektdlnej
tumorigenézy vyrazne zmenili pohlad
na tieto lézie a rozbehli vyskum v danej
oblasti. Donedavna sa predpokladalo,
Ze absolutna vacsina CRC vznika z kon-
venc¢ného adenému tradi¢nou cestou
nastartovanou inicidlnou mutaciou APC
génu. Ukazuje sa viak, Zze do 30 % zhub-
nych nadorov kolorekta vznikd alter-
nativnou cestou. Proces tumorigenézy
sa v tomto pripade vyvija na podklade

epigenetickej alterdcie (DNA hyper-
metyldcia promotora), ¢o moze viest
k poruche génovej expresie urcitych
génov. Hypermetyldcia postihuje naj-
CastejsSie CpG dinukleotidy, nazyvané
aj CpG ostrovceky, promotorovej ob-
lasti urcitych citlivych génov. Tento typ
tumorov sa oznacuje ako CIMP+ (CpG
island methylator phenotype) a naj-
CastejSie byva sprevadzany inicidlnou
mutéciou BRAF onkogénu. Tumory vzni-
kajuce takymto mechanizmom mézu
vykazovat MSI, ak sa epigeneticky si-
lencing tyka MMR génu (MLHT génu)
alebo su bez MSI (napr. u génov P16,
MGMT alebo IGFBP7). Najlepsie pre-
skimanym je silencing MLHT génu, ktory

vedie k sporadickym CRC s MSI-H fenoty-
pom. Inicidlna mutacia BRAF onkogénu
podnecuje vyvoj seratovanych lézii, kto-
rymi su najcastejSie mikrovesikuldrne
hyperplastické polypy alebo sesilné se-
ratované polypy. Predovietkym velké
polypy s pravostrannou lokalizaciou by-
vaju BRAF pozitivne, kym mensie polypy
s prevazne s lavostrannou lokalizéciou
mozu byt asociované aj s K-RAS muta-
ciou. CRC vykazujuce CIMP+ maju pri-
tomnost BRAF alebo K-RAS mutécie zis-
tend v 90 % [16].

Seratovany polypé6zny syndrom
Seratovany polypézny syndrém (SPS),
zndmy aj ako hyperplasticky polypézny
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syndrém, je zriedkava klinicka jednotka
charakterizovana tvorbou mnohopo-
¢etnych seratovanych polypov a zvy-
Senym rizikom vzniku CRC. Tak ako FAP
slizila ako model na identifikaciu kla-
sickej cesty kolorektalnej tumorigenézy
zo sekvencie adeném-karciném, SPS je
vhodnym ochorenim na vyskum klinic-
kych, patologickych a molekuldrnych
prejavov alternativnej cesty vyvoja. Kli-
nicky predstavuje heterogénnu skupinu
fenotypov, vznikajucich s najvacsou
pravdepodobnostou na rozdielnom ge-
netickom podklade.

Podla WHO na diagnézu SPS musi
pacient splnat niektoré z troch kritérif:
1.viac ako pat seratovanych polypov

proximalne od sigmy, z toho min.

2>10mm,
2. akyhokolvek pocet seratovanych po-
lypov proximélne od sigmy a pribuzny

I. stupné s SPS,
3.viac ako 20 seratovanych polypov

akejkolvek velkosti v celom kolorekte.

Polypy u SPS byvaju vo vacsine pri-
padov velké, ploché, proximalne loka-
lizované a casto zle rozpoznatelné pri
kolonoskopickom vysetreni. Az 90 %
pacientov s SPS ma okrem seratovanych
|ézii zistenu pritomnost aj tradi¢nych
adendmov, ¢o sa povazuje za sucast kli-
nického obrazu. Priemerny vek manifes-
tacie polypozy je 55 rokov, pricom fami-
liarny vyskyt je zaznamenany az do 59 %
pripadov [17,18]. U SPS sa uvaZzuje o mo-
nogénovej etioldgii, kauzadlna muta-
cia véak doteraz zistena nebola. SPS tak
ostdva jedinym dedi¢nym polypdznym
syndromom bez zndmej kauzalnej gene-
tickej alteracie. Molekuldrne studie doka-
Zuju u tychto pacientov vysoku hladinu
atypickej hypermetylacie roznych génov
(CIMP+) v kolorektalnych karcindmoch,
ale aj polypoch. Vysoky stuperi DNA me-
tylacie bol zisteny dokonca aj v zdravej
kolorektélnej mukdze mladych pacientov
s SPS, ¢o je za normalnych okolnosti nalez
pozorovany s rasticim vekom. Vznika tak
predpoklad, Ze méze ist o geneticky pod-
mienenu poruchu epigenetickej kontroly
a dedic¢nu predispoziciu k hypermetyla-
cii, ¢o by sa dalo opisat aj ako geneticky
naprogramované predcasné starnutie
kolorektélnej sliznice. Pacienti s klinickym
nalezom spifajdcim kritéria SPS maju

patnasobne vyssie riziko vyvoja CRC, ako
je bezne v populdcii, a doporucuje sa
u nich kazdoro¢na kolonoskopia. Ta sa
doporucuje aj u ich I. stupné pribuznych
od veku 40 rokov v patro¢nych interva-
loch do objavenia sa polypov.

Frekvencia doporuceného kolonosko-
pického sledovania pacientov s men-
$im poctom seratovanych lézii sa odvija
od lokalizacie, velkosti, poctu a histolo-
gického typu zistenych |ézii v interva-
loch od jedenkrat ro¢ne do jedenkrat za
10 rokov [19].

Zaverecné zhrnutie

CRC predstavuje idedlny model pre
$tudium molekuldrnej patogenézy so-
lidnych nadorov z dévodu lahkého
pristupu k biopsii tkaniva a jasnej pro-
gresie z normalneho kolonického epi-
telu do stadia invazivneho karcinému
cez prekurzor-polyp. Viackrokovy proces
$pecifickych genetickych zmien aktivuje
transformdciu z normalneho kolonického
epitelu na invazivny karciném. Jedna Spe-
cificka germinativna mutdcia sa moze po-
dielat na vyvoji zndmych vrodenych syn-
drémov (napr. FAP, Lynchov syndrém),
kym sporadicky kolorektalny karciném je
vysledkom akumulacie postupnych viac-
pocetnych somatickych mutécii. Mutacia
APC génu sa vyskytuje najcastejsie ako
vcasny krok, kym mutdcia TP53 supresoro-
vého génu ako jedna z neskorych v tomto
procese. Koncept MSI predstavuje dalsiu
z Urovni tohto modelu. MSI-H fenotyp je
asociovany s Lynchovym syndrémom,
ale tiez je zisteny aj u 10-15 % sporadic-
kych CRC. Podla toho, o aky mechanizmus
straty genomickej stability bunky ide, su
v sucasnosti vyspecifikované tri moleku-
larne cesty kolorektalnej karcinogenézy:
chromozémova instabilita, porucha funk-
cie MMR génov a CIMP+ (CpG island me-
thylator phenotype). Bez ohladu na typ
molekuldrnej cesty kone¢nym vysledkom
je vzdy adenokarcinéom. Identifikacia Spe-
cifickych genetickych mutécii zodpoved-
nych za kolorektdlnu tumorigenézu ma
vyznam nielen na vytypovanie pacientov
so zvysenym rizikom vyvoja CRC, ale aj
ako prognosticky marker, potencialny te-
rapeuticky ciel a vo vyvoji su aj metddy
vcasného zachytu CRC vyuzitim detekcie
inicidlnych mutdcii tumorigenézy v stolici
pacienta.

Literatara

1.eco.arcfr[homepage on the Internet]. WHO, Internatio-
nal Agency for Research on Cancer; [updated 2012 Jul 26;
cited 2015 jun 15]. Available from: http://www.eco.iarc.
fr/eucan.

2. nczisk sk [internetova stranka]. Narodné centrum zdra-
votnickych informdcif, Slovenska republika; [aktualizo-
vané 31. decembra 2008; citované 15. juna 2015]. Do-
stupné z: hhtp://www.nczisk.sk.

3. Fearon ER, Vogelstein B. A genetic model for colonal tu-
morigenesis. Cell 1990; 61(5): 759-767.

4.Takayama T, Ohi M, HayashiT et al. Analysis of K-ras, APC,
and beta-catenin in aberrant crypt foci in sporadic ade-
noma, cancer, and familial adenomatous polyposis. Gas-
troenterology 2001; 121(3): 599-611.

5. Zauber AG, Winawer SJ, O'Brien MJ et al. Colonosco-
pic polypectomy and long term prevention of colorectal
cancer deaths. N Engl J Med 2012; 366(8): 687-696. doi:
10.1056/NEJMoa1100370.

6. Bienz M, Clevers H. Linking colorectal cancer to Wnt sig-
naling. Cell 2000; 103(2): 311-320.

7. Russo A, Bazan V, lacopetta B et al. The TP53 colorectal
cancer international collaborative study on the prognos-
tic and predictive significance of the p53 mutation. J Clin
Oncol 2005; 23(30): 7518-7528.

8. Moran A, Ortega P, de Juan C et al. Differential colo-
rectal carcinogenesis: molecular basis and clinical rele-
vance. World J Gastrointest Oncol 2010; 2(3): 151-158.
doi: 10.4251/wjgo.v2.i3.151.

9. Boland CR, Thibodeau SN, Hamilton SR et al. A Natio-
nal Cancer Institute Workshop on Microsatellite Instabi-
lity for cancer detection and familial predisposition: deve-
lopement of international crieteria for the determination
of microsatelite instability in colorectal cancer. Cancer Res
1988; 58(22): 5248-5257.

10. Kfepelova A, Pavlikova K, Plevové P. Diagnostika Lyn-
chova syndromu - nové geny a metody. Klin Onkol 2006;
19 (Suppl): S76-S81.

11. Whitehall VL, Wals MD, Zoung J et al. Methylation of
0O-6-methylguanine DNA methyltransferase characte-
rises a subset of colorectal cancer with low-level DNA
microsatellite instability. Cancer Res 2001; 61(3): 827-830.
12. Palomaki GE, McClain MR, Melilo S et al. EGAPP sup-
plementary evidence rewiew: DNA testing strategies
aimed at reducing morbidity and mortality from Lynch
syndrome. Genet Med 2009; 11(1): 42-65. doi: 10.1097/
GIM.0b013e31818fa2db.

13. Kempers MJ, Kuiper RP, Ockeloen CW et al. Risk of co-
lorectal and endometrial cancer in EPCAM deletion-posi-
tive Lynch syndrome: a cohort study. Lancet Oncol 2011;
12(1): 49-55. doi: 10.1016/51470-2045(10)70265-5.

14. Weissman SM, Bellcross C, Bitter CC et al. Genetic
counseling considerations in the evaluation of familie for
Lynch syndrome — a review. J Genet Couns 2011; 20(1):
5-19. doi: 10.1007/510897-010-9325-x.

15. Goodenberg M, Lindor NM. Lynch syndrome and
MYH-associated polyposis: review and testing stra-
tegy. J Clin Gastroenterol 2011; 45(6): 488-500. doi:
10.1097/MCG.0b013e318206489c.

16. Guarinos C, Sanchez-Fortun C, Rodriguez-Soler M
et al. Serrated polyposis syndrome: molecular, patholo-
gical and clinical aspects. World J Gastroenterol 2012;
18(20): 2452-2461. doi: 10.3748/wjg.v18.i20.2452.

17. Guarinos C, Sanchez-Fortun C, Rodriguez-Soler M
et al. Clinical subtypes and molecular characteristics of
serrated polyposis syndrome. Clin Gastroenterol Hepa-
tol 2013; 11(6): 705-711. doi: 10.1016/j.cgh.2012.12.045.
18. Leggett B, Whitehall V. Role of serraded pathway in
colorectal cancer pathogenesis. Gastroenterology 2010;
138(6): 2088-2100. doi: 10.1053/j.gastro.2009.12.066.

19. Rex DK, Ahnen DJ, Baron JA et al. Serrated lesions of
colorectum: review and recommendations from an ex-
pert panel. Amer J Gastroenterol 2012; 107(9): 1315-1329.
doi: 10.1038/3jg.2012.161.

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 1): S55-5S61

S61






