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Souhrn

Lynchtiv syndrom - hereditarni nepolyp6zni kolorektdlni karcinom (HNPCC) - je nejc¢astéjsi znamou hereditar-
ni predispozici ke karcinomu tlustého stieva. Je zodpovédny pfiblizné za 2% vSech karcinomi tlustého stfeva
v populaci. Pacienti s Lynchovym syndromem maji vysoké celoZivotni riziko karcinomu tlustého stfeva a n€kte-
rych dalSich zhoubnych nadord. Hlavni pfi¢inou Lynchova syndromu jsou zarode¢né mutace nékterého z tzv.
,.DNA mismatch repair* (MMR) genil. Klinické podezfeni na Lynchiiv syndrom se opird zejména o soucasnou
pfitomnost kolorektilniho karcinomu u pacienta bez familidrni adenomat6zni polypdzy, vyskyt karcinomu stie-
va u jeho nejblizsich pfibuznych a postiZzeni pred 50 rokem véku. Pro diagn6zu Lynchova syndromu svédci dale
prukaz mikrosatelitové nestability v DNA nddoru a ztrata exprese MMR proteinu v nddorové tkani pfi imuno-
histochemickém vySetfeni. Diagnéza Lynchova syndromu je na molekuldrni trovni potvrzena prikazem pato-
genni zdrode¢né mutace nékterého z MMR gend. Pro zvySeni efektivity diagnostického procesu, komplikované-
ho nutnosti odlisit pfipady sporadickych a familidrnich CRC v populaci, byly navrZzeny komplexni diagnostické
postupy. Priikkaz patogenni mutace u pacienta umozni prediktivni DNA testovani u jeho pfibuznych. Doporuce-
né klinické sledovani nemocnych s Lynchovym syndromem a jejich pozitivné testovanych piibuznych zohled-
Huje vysoké riziko vzniku zhoubnych nddort a prokazatelné zlepSuje jejich prognézu. Hledéni dalSich kauzalnich
genll a optimalizace diagnostiky a klinického sledovani jsou stdle pfedmétem vyzkumu.

Klicova slova: HNPCC, Lynchiiv syndrom, kolorektdlni karcinom, mikrosatelitova nestabilita

Summary

Lynch syndrome - hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC) is the most frequent of known hereditary
predispositions to colon cancer. It is responsible for approximately 2% of all colon cancers in the population. Pati-
ents with Lynch syndrome are at high lifelong risk of the colon cancer and some other malignancies. The main
cause of Lynch syndrome is the germline mutation of one of the DNA mismatch repair (MMR) genes. Clinical
suspicion of the Lynch syndrome is based mainly on concurrent colorectal cancer without familial adenomatous
polyposis, colon cancer in relatives and manifestation before the age of 50 years. The diagnosis is supported by
the presence of microsatellite instability in tumour DNA and by the loss of expression of MMR proteins in tumour
tissue demonstrated by immunohistochemistry. The diagnosis of Lynch syndrome is confirmed at the molecular
level by the detection of a pathogenic germline mutation in the MMR gene. Complex diagnostic procedures were
suggested to improve the effectivity of diagnostic process. Detection of a pathogenic mutation in a patient ena-
bles a predictive testing in his/her relatives. Long term follow up of patients and their positively tested relatives
improves their prognosis. Search for new candidate genes, optimisation of the diagnosis and follow up are the
matter of current research.
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Obecné poznamky ke kolorektalni kancerogenezi

Na vzniku a vyvoji karcinomu tlustého stfeva se vyznamnym
zpuisobem podileji genetické a epigenetické faktory. Genetic-
ké faktory predstavuje vrozend nebo ziskand genetickd infor-
mace v buiice - zpravidla mutace nebo varianty rznych gen,
které se ucastni regulace proliferace, diferenciace, nebo smrti
buriky, epigenetické faktory pak nedédi¢né zmény genetické
informace majici za nésledek zmény exprese tychz gent.
Nékteré mutace a genové varianty mohou byt pfitomny ve
vSech burikdch organismu (vrozené, tzv. zarodecné mutace)
a jejich nosi¢stvi miZe predstavovat rizné vyznamné riziko-
vé nebo predispozi¢ni faktory, vétSina genovych mutaci
vyznamnych v procesu kancerogenese jsou mutace ziskané,
somatické, vzniklé v nékteré télni butice a dile dédéné jen dce-
finnymi somatickymi butikami. Mutace v buiikdch vznikaji
neustédle v disledku pisobeni zevnich chemickych a fyzikal-
nich vlivli nebo chyb vzniklych béhem replikace nebo rekom-
binace DNA. Prokaryotické a eukaryotické butiky pouZivaji
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mnoho funkénich systému k zachovani integrity genetické
informace, t.j. pro vyhledavéni a opravu chyb v DNA. Tento
prisny dohled zarucuje prenos prakticky konstantni genetické
informace na dcefinné buriky. Nelze-li chyby v DNA opravit,
existuji mechanismy, které mohou a maji zabrénit buiice v dal-
S$im déleni a navodit fizenou smrt - apoptosu takové butiky.
Dale existuji sloZité vzajemné provazané interakce pfiregula-
ci exprese genl a sloZité interakce v oblasti metabolismu buii-
ky, jejichz cilem je zajistit nejen dostatek potfebného protei-
nu, ale i jeho pfipadnou aktivaci, inaktivaci a likvidaci podle
aktudlni potfeby. Pokud dojde k poruse na kterékoliv z uve-
denych urovni v butice, kterd m4, nebo znovu ziska schopnost
déleni, mtZe dojit pfi splnéni dalSich podminek az ke vzniku
nddoru. Vznik zhoubného nddoru je mnohastuptiovy proces
zahrnujici dynamické zmény genomu bunék. Jen nékteré muta-
ce a genetické zmény se vSak v kancerogenesi uplatni - nej-
vyznamnéjsi jsou aktivujici mutace onkogent a inaktivujici
mutace tumor-supresorovych gend. Vzniku a kumulaci muta-



ci napomaha vrozend Ci ziskand porucha reparace DNA, pre-
Ziti a dal§imu déleni abnormalnich bunék napomahaji poruchy
regulace bunééného cyklu a porucha exekuce apoptozy.
Dochézi také k hrub§im a komplexnéjSim zméndm - chromo-
somové nestabilité, t.j. zméndm poctu a struktury chromoso-
mi v dasledku chybné segregace chromosomu v mitose, nebo
mikrosatelitové nestabilité, t.j. zméndm poctu opakovani krat-
kych repetitivnich sekvenci v genomu buiiky v disledku chyb
prireplikaci. Tyto hrubsi zmény jsou jak pfic¢inou, tak i disled-
kem zminénych genovych mutaci. Typickou epigenetickou
zménou doprovéazejici kancerogenesu jsou napt. zmény mety-
lace promotorovych oblasti n¢kterych gend, které maji za
nésledek ztratu exprese téchto gentl. Poznatky o genetickych
zméndch v buiice doprovézejicich kancerogenesi zhodnotili
v obsahlé praci Hanahan a Weinberg (1). Poznatky o genetic-
kych zménéch charakteristickych pro vznik a vyvoj kolorek-
tdlniho karcinomu shrnuli v dnes jiZ klasické publikaci Fearon
a Vogelstein (2), pozdéji s dirazem na hereditirni formy kolo-
rektalniho karcinomu Kinzler a Vogelstein (3).

Dédicnost u karcinomu tlustého streva.

Podle rodinné anamnézy miiZeme pacienty s kolorektdlnim
karcinomem rozdélit na pacienty se sporadickym karcinomem,
pokud nemocny nema Zadné piibuzné s CRC, pacienty s fami-
lidarnim vyskytem CRC, pokud m4 pacient pfibuzné s CRC,
vyskyt vSak nesvédci pro jasn€ dominantni typ dédi¢nosti,
a pacienty s hereditarni formou CRC, kdy jsou karcinomem
stfeva postiZeni dalsi blizci pfibuzni pacienta a genealogie
svédci pro dominantni typ dédi¢nosti. Sporadickych karcino-
m je asi 75%, familidrnich 15-25%, hereditarnich asi 5%.
Kromé pozitivni rodinné anamnézy svéd¢i pro mozny dédic-
ny podklad karcinomu tyto okolnosti: vyskyt mnohocetnych
(synchronnich nebo metachronnich) nadorti u pacienta, vyskyt
jinych nadori v rodiné, které patii do spektra nddort typickych
pro néktery syndrom (napt. karcinom endometria u Lynchova
syndromu), nizky v€k pacienta v dobé diagnézy (méné nez 50,
vyznamné pak méné nez 35 let).

Dosud byly popsdny dva hlavni syndromy s predispozici ke
karcinomu tlustého stfeva - Lynchiv syndrom a familidrni ade-
nomat6zni polypoéza - a nékolik dalsich vzdcnych syndromil
s hamartomatosni polyp6zou a rovnéz zvySenym rizikem kolo-
rektdlniho karcinomu. U téchto syndromil znime molekular-
ni podstatu onemocnéni, t.j. geny, jejichZ mutace jsou za pii-
slusny syndrom odpovédné. Molekuldrné genetické vySetfeni
se zde stalo soucasti klinické praxe. Ve skupiné€ familiarnich
karcinomi kolorekta nelze zpravidla z klinickych projevii nebo
histopatologického nalezu rozhodnout, zda jde o ndhodné neza-
vislé postiZzeni dvou nebo vice pribuznych, nebo zda skutecné
sdileji spolecnou vlohu. Pro tuto skupinu nemocnych jsou
vypracovavany diagnostické postupy kombinujici hodnoceni
klinickych udaji s jednodus$S§imi laboratornimi analyzami
s cilemidentifikovat jedince s vysokou pravdépodobnosti here-
ditarni predispozice a jen tyto pak ddle molekuldrné genetic-
Ky testovat. Také u mladych a velmi mladych nemocnych se
sporadickym karcinomem stfeva je nutno zvazit moznost vro-
zené predispozice. Nasledujici text se bude zabyvat pouze Lyn-
chovym syndromem, nebot familidrni adenomatézni polyp6-
ze a vzacnym syndromdm s hamartomatézni polypézou jsou
vénovéany jiné ¢lanky tohoto ¢isla.

Hereditarni nepolyp6zni karcinom tlustého stieva - Lyn-
chtiv syndrom.

Klinicky obraz.

HNPCC je nej¢astéjSim hereditdrnim syndromem s predispo-
zici ke karcinomu tlustého stfeva - nemocni s HNPCC pred-
stavuji asi 2% ze vSech nemocnych s CRC (4). Primérny vék
nemocnych v dobé diagndzy CRC je 42-44 let, o dvacet let
méné, neZ u populace s béZnym rizikem. Karcinomu nepfed-
chazi mnohocetna polypodza, jako Casnd a malo diagnosticka
zména muZe byt zachycen ojedinély adenom s dysplazii nebo

nékolik (méné neZ 10) adenomatosnich polypi stieva. Karci-
nom byvé Castéji, ne vSak vylucné, pravostranny, Casty je
vyskyt synchronnich a metachronnich nddort kolorekta. Kro-
mé karcinomu tlustého stfeva se u nemocnych s Lynchovym
syndromem vyskytuje vyznamné Castéji, neZ odpovida popu-
la¢nimu riziku, také karcinom endometria, Zaludku, tenkého
stieva, hepatobilidrniho traktu, pankreatu, ovaria, ureteru a led-
vinné panvi¢ky a nddory mozku (5, 6). Syndrom Muir- Torre
je variantou Lynchova syndromu, pfi niZ je nador typicky pro
HNPCC asociovan s niddorem sebaceosnich Zlaz, bez ohledu
na rodinnou zaté€Zz. Turcotlv syndrom je charakterizovdn
vyskytem kolorektilnich adenomil a karcinoma a primarnimi
nadory CNS.

Etiologie. Genetika HNPCC.

Od roku 1993 dosud byly identifikovany Ctyfi geny, jejichz
zarode¢né mutace jsou zodpovédné za Lynchlv syndrom. Jde
o geny ze skupiny tzv. ,,DNA mismatch-repair* geni (MMR
genll), t.j. genil, které se tCastni rozpoznani a opravy chyb
v DNA, vznikajicich pfi replikaci.

Gen MSH2 byl identifikovan jako prvni v roce 1993. Meto-
dou vazebné analyzy ve dvou velkych rodindch s HNPCC byla
nejprve prokdzdna genetickd vazba na chromosom 2, oblast
2p16-p15, pozdéji upfesnéna na 2p21. Prakticky soucasné byly
v nddorech pacientti s HNPCC zjiStény charakteristické zmé-
ny mikrosatelitnich repetitivnich sekvenci DNA - tzv. mikro-
satelitova nestabilita (7). Funk¢ni a strukturni homologie s jiz
dfive zndAmymi MMR geny u E.coli a S.cerevisiae pomohla
identifikovat v kritické oblasti i lidsky homolog, ktery byl
u nemocnych s HNPCC mutovan (8, 9, 10). Gen MSH2 je 73
kb dlouhy, obsahuje 16 exont, kédovany polypeptid ma 934
aminokyselin. Dosud bylo u nemocnych s HNPCC identifi-
kovano vice nez 200 riznych patogennich zarode¢nych muta-
ci tohoto genu. Mutace genu MSH2 jsou druhou nejcastéjsi
pfi¢inou HNPCC - byly prokédzany asi u40% nemocnych (11).
Gen MLH1 byl identifikovan vazebnou analyzou v rodinach,
které nemapovaly do oblasti genu MSH2. Gen byl lokalizo-
véan na kratké raménko chromosomu 3 do oblasti 3p23-21
aunemocnych s HNPCC byl mutovéan (12, 13, 14). Gen MLH1
je dlouhy asi 100 kb, obsahuje 19 exontl a kdduje polypeptid
0 756 aminokyseliniach. Dosud bylo u nemocnych s HNPCC
identifikovéno vice nez 250 riiznych patogennich zarode¢nych
mutaci genu MLHI (11). Mutace MLHI jsou nejCastéjSi pri-
¢inou HNPCC ve vétSin€ studovanych populaci, také v Ceské
republice (Kiepelova A, vlastni pozorovani).

Gen MSHG6 leZi v oblasti 2p21, jen 1Mb vzdalen genu MSH2.
Protein Msh6, ptivodné oznacovany GTBP, byl objeven jako
soucast funkcniho heterodimeru tvofeného spolecné s protei-
nem MSH2 (15, 16). Teprve pozdéji byly v nékterych rodi-
niach s HNPCC nalezeny zdrode¢né mutace tohoto genu (17,
18). Zéarode¢né mutace genu MSH6 jsou zodpovédné asi za
10% piipadi HNPCC.

Gen PMS2 je v oblasti 7q11.23 akéduje polypeptid 0 932 ami-
nokyselindch. Mutace genu PMS2 byly zjistovany jako pfici-
na HNPCC jen vzicné, také proto, Ze tento gen neni rutinné
vySetfovin. Analyza genu PMS?2 je navic komplikovéna exi-
stenci n€kolika vysoce homolognich pseudogent v lidském
genomu. A7 po zpresnéni detekéni metody a kombinaci s imu-
nohistochemickou analyzou PMS2 proteinu byly revidovany
nékteré star$i nalezy a nejnovéjsi prace sveédci proto, Ze pato-
genni zdrode¢né mutace PMS2 genu jsou pficinou Lynchova
syndromu ¢ast€ji, nez se dlouho myslelo (19).

Uloha zérode¢nych mutaci genu MLH3 pfi vzniku Lyncho-
va syndromu se nepotvrdila (20, 21), zarode¢né mutace dal-
§ich MMR gent nebyly u nemocnych s Lynchovym syndro-
mem popsany.

Zarodecné mutace MMR genti zjiStované u nemocnych s HNP-
CC jsou riizné: kratké inserce, delece vedouci k posunu cteci-
ho rdmce, mutace tvorici pfedCasny terminacni kodon, sestii-
hové mutace, mutace vedouci k ziméné aminokyseliny, nebo
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dlouhé delece v nékterém z vySe uvedenych genti. Mutace jsou
uvedeny napf. v databdzi InSiGHT. Souhrnné 1ze fici, Ze muta-
ce genu MSH2 a MLHI1 jsou zodpovédné za typicky Lynchiuv
syndrom, rodiny nesouci tyto mutace Casto spliiuji Amster-
damska kriteria, nddory t€chto nemocnych maji MSI-H cha-
rakter. Nosi¢i mutace genu MSH6 onemocni spiSe ve vy$§im
véku a Zeny maji vySsi riziko karcinomu endometria, jejich
nadory maji nizky stupefi mikrosatelitové nestability (MSI-L).
Mutace genu PMS2 byly zjiStény u pacientil se sporadickym
pravostrannym karcinomem tlustého stfeva. U vzicné popi-
sovanych pacientd - homozygotl nebo sloZenych heterozygo-
tl pro mutace MLH1, MSH2, MSH6, nebo PMS2 - byly uz
v détském véku pozorovany hematologické malignity, nido-
ry mozku a neurofibromatéza (22, 23).

Patogenesa. Funkce MMR proteinti a jejich vyznam v kolo-
rektalni kancerogenese.

Proteiny kodované MMR geny se tcastni rozpoznani a opravy
urcitych typti chyb v DNA, které vznikaji béhem replikace
vnové syntetizovaném vlakn€ DNA. Jde zejména o chyby typu
krétkych inser¢né-deleCnich smycek v dseku kratkych mono-
nebo dinukleotidovych repetitivnich sekvenci v genomu, kte-
ré vznikaji sklouznutim fetézce, nebo chyby v parovani bézi,
zejména G-T neshody, které vznikaji zafazenim nespravného
nukleotidu. MMR proteiny pracuji jako heterodimery (kom-
plexy sloZené ze dvou riznych proteintl) s ¢aste¢nou substra-
tovou specificitou. Diisledkem ztraty funkce tohoto opravné-
ho systému se aZ o tfi fady zvysi frekvence vzniku mutaci tohoto
typu v postiZzenych dcefinnych buiikach. Pfimy dasledek zavi-
si na lokalizaci mutace. Postihne-1i nek6dujici oblast genomu,
nemd funkéni vyznam, ale miZeme ji prokdzat molekuldrné
genetickym testem jako tzv. nestabilitu mikrosatelitd (MSI)
v nadorové tkani. MSI je charakteristickym znakem nédori
nemocnych s Lynchovym syndromem, je prokazovana u pfi-
blizné 90% jejich karcinomu stfeva, ale také u cca 15% karci-
nomu sporadickych, kde miiZe mit jinou pfic¢inu. Postihne-li
mutace kodujici oblast néjakého genu, kde se takova citlivd
repetitivni sekvence vyskytuje, miZe to byt jeden ze stupiiti ke
vzniku karcinomu. Mutace tohoto typu byly opakované pro-
kédzany napf. v genu TGFBRIL, MSH6, PTEN, nebo v genu
APC.

Diagnostika.

Diagnosticka kriteria. HNPCC se nemanifestuje specificky-
mi projevy, proto je podezieni na HNPCC vysloveno u nemoc-
nych s karcinomem tlustého stfeva s pozitivni rodinnou ana-
mnézou a/nebo s manifestaci pred 50. rokem véku. Jako
diagnostickd kriteria se ¢asto pouZivaji tzv. Amsterdamské kri-
teria [ (Tabulka 1), pivodné pouZita pro vybér rodin pro kola-
borativni studii a identifikaci zodpovédnych genii. Tato krite-
riabyla pozdéji s prihlédnutim k novym zkuSenostem upravena
na Amsterdamska kriteria II (Tabulka 2). VétSina nemocnych
s kolorektalnim karcinomem Amsterdamsk4 kriteria nespliiu-
je. Jako voditko, zda a ktefi z nich by méli také podstoupit
genetické testovani, byla na konferenci v Bethesdé vypraco-
vana voditka - Bethesda Guidelines, pozdéji také revidovana
a zjednodusena (Tabulka 3), pro indikaci k vySetfeni mikro-
satelitové nestability (MSI) v naddoru. Pro analyzu MSI posta-
Cuje splnéni jediného z Bethesda voditek (24). U nemocnych
s prokdzanou MSI v nidoru je pak vhodné provést mutacni
analyzu MSH2 a MLHI1 genu.

Diagnosticky postup. Cely diagnosticky postup shrnuji dopo-
ruceni, formulovana v roce 2002 na konferenci v Bethesdé
(Tabulka4) (24). Zakladem pro rozhodovani je zde opét rodin-
nd a osobni anamnéza. Je tieba zdiraznit, Ze podcenéni nebo
zanedbdani peclivé rodinné a osobni anamnézy miZe vazné
poskodit pravé pacienta s vysokym rizikem zhoubnych nado-
rfl a jeho p¥ibuzné. Aktudlni praxe v CR je takov4, Ze nemoc-
ni, spliiujici nékteré z revidovanych Bethesda voditek, pfi-
padné Amsterdamska kriteria II, jsou geneticky testovani na
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pritomnost zarode¢né mutace MSH2 a MLH1 genu pfimo, bez
pfedchozi analyzy naddorové tkané (Tabulka 4, bod 3). Dlivo-
dem je, Ze prakticky nikdy neni na onemocnéni pomysleno
vcas tak, aby byl k dispozici Cerstvy nebo zamrazeny vzorek
nadorové tkané€ pro analyzu MSI. Dodate¢né vySetieni tkané
z parafinového blocku je sice také mozné, u IHC dokonce stan-
dardni, ale pro obtiZnou dostupnost a nejisty vysledek je pro-
vadéno v mensiné ptipadd, prakticky vZdy dodate¢né jako
dopliiujici vySetieni napf. pro objasnéni mozné patogenity zjis-
t€né mutace, jen vzacné jako skute¢né voditko k rozhodnuti
o nasledné mutacni analyze. Ze 120 nemocnych doporuCenych
v roce 2005 z riznych pracovist CR k testovani zdrode¢nych
mutaci MMR genti byla jen u jednoho pfedem potvrzena MSI
a u asi 5% provedena IHC (vlastni pozorovéani).

Metody muta¢ni DNA analyzy.

Analyza zérode¢nych mutaci MMR gent v rdmci diagnostic-
kého testu se provadi v genomové DNA pacienta, izolované
zleukocytl periferni krve. Vhodnd je vysokomolekuldrni DNA
izolovana z 5 ml Zilni krve odebrané do K;EDTA. VétSinou
nejsou vhodné rizné ,,miniizolace* z kolonek nebo magnetic-
ké separace, takto izolovand DNA nemé potfebnou koncent-
raci a kvalitu. Jakkoli se to miZe zdat okrajova zéleZitost, je
otdzce spravné izolace DNA v soucasnosti vénovana velkd
pozornost v rdmci akreditacnich a standardizacnich procest
v CR i v EU. Diagnostickd DNA laboratof ma pravo odmit-
nout nevhodny vzorek, je proto lepsi, v pfipad€ pochybnosti,
zasilat ptimo 5ml vzorek krve pacienta. Po extrakci miZe byt
DNA uchovévana fadu let v tzv. DNA bance. Muta¢ni analy-
za MMR gent spocivd v amplifikaci jednotlivych exont (16
v genu MSH2, 19 v genu MLH1) a jejich analyze nékterou ze
screeningovych molekularné genetickych metod, které s riz-
nou mirou spolehlivosti, cca od 70 do 95%, odlisi pfitomnost
mutace ve vySetfovaném tseku ve srovnani s kontrolnim vzor-
kem (DHPLC, DGGE, TGGE, HA, SSCP). Useky podezrelé
z pfitomnosti mutace jsou ndsledné sekvenovény a pfitomna
varianta pfesné urcena. Je mozno také vSechny tseky piimo
sekvenovat, oviem za cenu vyS$Sich ndkladil. K detekci ¢4s-
tecnych genovych deleci nebo duplikaci 1ze pouZit analyzu
Southernova blotu, v posledni dobé se standardné vyuZziva
metoda MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplifi-
cation) (25). V na$i laboratofi pouZivime kombinaci PCR,
DGGE (26), MLPA asekvenovani. Vzhledem k tomu, Ze mole-
kularné genetické testovani je dnes soucasti péce o pacienty
s HNPCC, je snaha tyto analyzy standardizovat a kontrolovat
jejich kvalitu. Proto se pravidelné icastnime mezindrodni
mezilaboratorni kontroly kvality pofddané EMQN (European
Molecular Genetics Quality Network). Tato organizace vyda-
véataké doporuceni spravné laboratorni praxe. Pfi kontrole kva-
lity je kladen ddraz nejen na spravné urCeni genotypu, ale
zejména na spravnou interpretaci vysledku. Molekuldrné gene-
tické vy3etieni je v CR hrazeno zdravotnimi pojistovnami. Pre-
diktivni testy jsou jednodussi, v genomové DNA pacienta je
detegovéna cilen€ pouze mutace, diive zjiSté€na u postizeného
pfibuzného. Je standardem provadét prediktivni test dvakrit,
ve dvou nezdvisle odebranych vzorcich krve, aby byla vylou-
¢ena moZznost zimény.

Vysledky a interpretace muta¢ni DNA analyzy. Pokud paci-
ent splituje Amsterdamskd kriteria II, je diagn6za HNPCC vyso-
ce pravdépodobnd a uspéSnost DNA analyzy a priikazu muta-
ce MMR genu vysokd, 60 - 80% (78% v naSem souboru 50
nepiibuznych nemocnych) . ZjiSt€né mutace jsou zpravidla jed-
noznacné patogenni. U nemocnych, ktefi kriteria nespliuji, je
uspéSnost detekce vyrazné nizsi, 10-15%. Navic Casto zjistu-
jeme mutace, jejichZ etiopatogeneticky vyznam neni jasny -
zpravidla dosud neidentifikované mutace vedouci k zdméné
aminokyseliny. Pfi prikazu jasn€ patogenni zarode¢né muta-
ce je diagn6za Lynchova syndromu potvrzena na molekularni
drovni. Za jasné patogenni pokldddme mutace vedouci ke vzni-
ku pred¢asného terminacniho kodonu, krétké inserce a delece



vedouci k posunu ¢teciho rdmce a zpravidla pred¢asnému ukon-
¢eni translace, mutace sestfihovych mist, které vedou k chyb-
nému sestiihu mRNA a syntéze abnormélniho proteinu, a dlou-
hé castecné delece MMR genu. ObtiZné, nékdy nemoZzné, je
zhodnoceni vyznamu mutace vedouci k zaméné aminokyseli-
ny. Zde 1ze pouZit nékterd pomocné kriteria. Pro patogenni cha-
rakter mutace svédci, jde-li o nekonzervativni ziménu amino-
kyselin, jde-1i 0 ziménu aminokyseliny vysoce konzervované
mezi druhy nebo ve vysoce konzervované dulezité funkcni
doméné proteinu, absence varianty u kontrolni populace, kose-
gregace s chorobou v rodiné, asociace s MSI-H nebo ztratou
exprese proteinu v naddoru. Nutnost spravné interpretace byla
podnétem k fad¢ funk¢nich studii dosud popsanych variant
nejasného vyznamu. Tyto studie u mnoha mutaci potvrdily, Ze
maji za ndsledek mutdtorovy fenotyp u modelového organiz-
mu, nebo brani spravné funkcni interakci MMR protein,
u jinych mutaci byla patogenita zpochybnéna (27-30 a dalsi).
Co nejpresnéjsi interpretace vysledku molekularné genetické
analyzy je tkolem laboratote, kterd analyzu provadi. Pouze jed-
noznacné patogenni mutace l1ze pouZit pro nasledné prediktiv-
ni testovani u pfibuznych pacienta.

Analyza a interpretace mikrosatelitové nestability.
Vysetieni mikrosatelitové nestability se provadi v DNA izolo-
vané z nadorové tkan€. Je vhodné mit k dispozici také DNA
z normélni tkdné nebo periferni krve pacienta, aby mohla byt
vySetiena nestabilita v dinukleotidovych sekvencich. Je-li k dis-
pozici jen nddorova tkan, lze analyzovat zpravidla jen mono-
nukleotidové repetice, vySetfeni miiZe mit omezenou vypovédni
hodnotu. Standardné jsou podle doporuceni z Bethesdy analy-
zovany metodou fragmentacni analyzy tfi dinukleotidové a dvé
mononukleotidové repetice, pfi nejasném vysledku je postup
modifikovan (24). Je-1i alespoii ve dvou repeticich z péti pii-
tomna mikrosatelitova nestabilita (pfitomnost abnormélni ale-
ly proti nenddorové DNA), je nador hodnocen jako MSI-H,
s vysokym stupném MSI, je-li nestabilita v 1/5 repetic, je hod-
nocen jako MSI-L, s nizkym stupném MSI, neni-li MSI pro-
kézana, mluvime o MSS, stabilit€¢ mikrosatelitl.

Metody imunohistochemické analyzy.

Ztratu exprese proteinl lze vySetfit pomoci metody imuno-
histochemie ve fixované nddorové tkdni zatavené do parafinu.
V klinické praxi se béZné€ vyuZiva vySetieni proteind MLH1,
MSH?2 a MSH6. Lze vySetfit také expresi proteinu PMS2, pii-
¢emZ zarodeCné mutace genu PMS2 jsou vzécnéjsi. Hodnoti
se jadernd pozitivita exprese proteind. Inaktivace obou alel pfi-
sluSného genu se projevi kompletni ztratou barveni jader nado-
rovych bunék. Kontrolou spravnosti barveni je pozitivita bar-
veni jader normélnich epitelidlnich bunék, stromalnich bunék
nebo lymfocyth v piisluSném preparatu (31).

Ztrata exprese proteini MLH1 nebo MSH2 je specificka pro
nadory s vysokym stupném nestability mikrosateliti. Souhrn-
né zhodnoceni vysledkl publikovanych ve 49 ¢lancich, které
se tykaly imunohistochemické detekce proteini MLHI
a MSH2 u pacientt s kolorektalnim karcinomem, ukézalo, Ze
pomoci imunohistochemie bylo spravné detekovéano 136 nado-
rt ze 154 od pacientl se zdrode¢nou mutaci v genu MLHI [sen-
zitivita 88,3% (95%Cl, 85,8-90,8)] a 99 ze 109 nadort od paci-
entl se zarode¢nou mutaci v genu MSH?2 [senzitivita 99,8%
(95%CI, 88,5- 93,1)]. Dale bylo pomoci imunohistochemické
analyzy proteint MLH1/MSH?2 spravné oznaceno 191 z 244
vysoce nestabilnich nddori od pacientl bez zdrode¢né muta-
ce v genech MLHI/MSH?2 [senzitivita 78,3% (95%CI, 75,1-
81,5)] a 1262 z 1382 nadord s vysoce nestabilnimi mikrosate-
lity od pacientll bez provedené muta¢ni analyzy [senzitivita
91,3% (95%CI, 90,4-92,2%)]. Specifita metody byla 99,4%
(95%CI, 99,2-99,6) (31).

V dosud nejrozsahlejsi studii, kterd zahrnovala 1119 pacien-
th, mélo 58 (5,2%) nadord normalni imunohistochemicky nalez
exprese proteint MLH1 a MSH2, prestoZe vykazovaly vyso-

ky stupeil nestability mikrosatelitli. Asi 6% nosicl patogen-
nich mutaci (14 z 230) nebylo zachyceno pomoci imunohis-
tochemie. Pozitivni prediktivni hodnota a specifita imunohis-
tochemického vySetfeni s ohledem na vysledek vySetfeni
nestability mikrosatelitQ byly v této studii 99,1% a 99,6%. Nej-
vy$§i pravdépodobnost ndlezu patogenni mutace byla u paci-
entd, jejichz nadory byly vysoce nestabilni a ztracely expresi
nékterého z proteint (32).

Specifita imunohistochemické detekce proteinu hMSH6 neni
tak vysokd jako u proteint MLH1 aMSH2. Je popisovédna kon-
komitantni ztrita exprese proteinu MSH6 s proteinem MSH?2
v nadorech pacientil se zarodecnou mutaci genu MSH2. Toto
pozorovani je vysvétlovano skutecnosti, Ze tyto dva proteiny
spolu vytvéii funkcni heterodimer v komplexu MutSa. a poru-
cha syntézy proteinu MSH2 vede k nestabilit€ proteinu MSH6
(33, 34). Ptes nizkou specifitu je doporucovano, aby protein
MSHS6 byl zatazen do spektra proteint vySetfovanych pii pode-
zfeni na deficit MMR, nebot vySetfeni mizZe odhalit nadory
vzniklé na podkladé zarode¢né mutace genu MSHS6.

Pomoci metody imunohistochemické detekce exprese prote-
int MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2 je moZné relativn€ snadno
a levné vyhledavat jedince se zdrode¢nymi mutacemi v pfi-
slu§nych genech. Metoda je v porovnani s vySetfenim nesta-
bility mikrosateliti vysoce specifickd, avSak o néco méné sen-
zitivni. Ani jedna z obou metod vSak nedokédZe rozliit, zda
vyfazeni systému oprav chybného parovani bazi je podming-
no zarodecné ¢i somaticky. K tomuto rozlieni je nutnd mutac-
ni analyza genu.

Geneticka konzultace a prediktivni testovani.

Kazdé genetické testovani, tedy také genetické testovani pro
podezfeni na Lynchiv syndrom, mé byt spojeno s fadnou gene-
tickou konzultaci a provedeno jen s pisemnym informovanym
souhlasem pacienta. V Ceské republice provadi genetickou kon-
zultaci specialista v oboru l1ékai'ské genetiky. Genetik posoudi
osobni a rodinnou anamnézu pacienta (genealogii) a dostupnou
zdravotnickou dokumentaci, provede odhad genetického rizika
u pacienta a jeho pribuznych, informuje pacienta o rizicich
a vySetfenich, jimiZ je moZno predikci rizika upfesnit - zpravi-
dla potvrdit nebo vyloucit nosi¢stvi vlohy prediktivnim testem.
Genetik zajisti molekularné genetickou analyzu, pokud s ni paci-
ent souhlasi, interpretuje vysledek a organizuje naslednou péci
opacienta. Soucasnd legislativanedovoluje, aby pfibuzné v rizi-
ku informoval 1€kaf, musi to ucinit pacient sim. Také u pfibuz-
nych, kteff na zdklad¢ této informace maji zajem o prediktivni
testovani, organizuje genetik konzultaci, molekuldrné genetic-
ké vySetteni, interpretaci vysledku a nislednou klinickou péci,
vcetné ptipadné pomoci klinického psychologa. Doporucuje se,
aby se genetické testovani pro Lynchtv syndrom, zejména tes-
tovani prediktivni, provadélo udospélych, t.j. od 18 let véku. Ve
vzacnych pripadech manifestace karcinomu u adolescenta nebo
pfi podezieni na homozygozitu ¢i sloZenou heterozygozitu
u ditéte je Zadouci provést vySetfeni diive, samozfejmé jen
s informovanym souhlasem zédkonného zastupce.

Dlouhodobé sledovani nemocnych a osob v riziku.
Podrobny rozbor doporuceni klinického sledovéni je nad rdmec
tohoto sdéleni, pro tplnost je vSak tfeba se o ném zminit.
Plvodni doporuceni dlouhodobého klinického sledovani
nemocnych s Lynchovym syndromem formulovala Mezina-
rodni kolaborativni skupina pro HNPCC (Tabulka 5).
Dlouhodobé klinické sledovani pacientii podle ddle uvedenych
doporuceni se vztahuje a) na nemocné s CRC a molekuldrné
potvrzenym Lynchovym syndromem, b) nemocné s CRC
avyznamnou pozitivni rodinnou anamnézou, ktefi dosud neby-
li testovani, nebo testovani odmitli, nebo u nich nebyla mutac-
ni analyza dspéSnd, c) na pozitivné testované piibuzné, t.j.
dosud asymptomatické nosice patogenni mutace.

Pravidelny kolonoskopicky screening prokazateln€ sniZil mor-
talitu ve Finské studii (35). Riizn4 pracovisté doporucuji mezi
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kolonoskopiemi 1-3lety interval. Pfinos navrZeného gyneko-
logického sledovani byl nékterymi studiemi zpochybnén (36,
37). Uvazuje se, Ze gynekologicky screening by mohl byt méné
Casty a vice zaméfeny na rizikovéjsi skupinu, jako jsou nosic¢-
ky mutace genu MSH6.

U ostatnich nemocnych s CRC a u osob dosud zdravych s riiz-
nou mirou rodinné zatéZe je doporuceno sledovani, jehoZ inten-
zita je odstupniovdna podle miry empirického rizika (38).

Dalsi sméry ve vyzkumu a v diagnostice.

Lynchiiv syndrom je stéle pfedmétem vyzkumu. Jsou hledany
molekuldrni pfiiny onemocnéni u negativné testovanych paci-
entd, jak zlepSenim metod muta¢niho screeningu, tak snahou
o identifikaci novych kauzalnich geni pro HNPCC. Nékteré
nadorové charakteristiky u dosud negativné testovanych osob,
nejnipadnéji absence MSI, svéd¢i pro jiny mechanismus kan-

Tabulka 1: Amsterdamska kriteria I (39)

1. Vrodinég jsou alespoti tfi pacienti s karcinomem tlustého stieva, jeden
z nich je pfibuzny prvniho stupné ostatnich dvou

2. Jsou postiZeny alespori dvé generace

3. Aspoii jeden nemocny byl mladsi padeséti let v dobé diagn6zy

4. Nador byl verifikovén patologem

5. Je vyloucena familidrni adenomat6zni polypdza

Tabulka 2: Amsterdamska kriteria IT (39)

1. V rodiné jsou alespo tii pfibuzni s karcinomem sdruZenym s HNP-
CC (kolorektalni karcinom, karcinom endometria, tenkého stfeva, ure-
teru a ledvinné panvicky), jeden z nich je piibuzny prvniho stupné
ostatnich dvou

2. Jsou postiZeny alespoii dvé generace

3. Aspoii jeden nemocny byl mlad$i padesti let v dobé diagndzy

4. Nador byl verifikovan patologem

5. Je vyloucena familidrni adenomat6zni polypdza

Tabulka 3: Revidovand Bethesda voditka pro testovani MSI v nadorech (24)

1. Kolorektdlni karcinom diagnostikovany u pacienta mladsiho 50 let

2. Pfitomnost synchronnich nebo metachronnich karcinomii stieva nebo
jinych nadorti sdruZenych s HNPCC (karcinom kolorekta, endomet-
ria, Zaludku, tenkého stieva, ovaria, pankreatu, ureteru a panvicky,
bilidrniho traktu, mozku — glioblastom, kiiZe — adenomy sebaceo-
snich Zlaz a keratoakanthomy), bez ohledu na vék

3. Kolorektdlni karcinom s histologii odpovidajici vysokému stupni
MSI (MSI-H), diagnostikovany u pacienta mladsiho 60 let (pfitom-

cerogenese u téchto nemocnych. Rliznymi metodami je zkou-
man etiopatogeneticky vyznam mutaci MMR gent, které vedou
k zaméné aminokyseliny, s cilem zpfesnit interpretaci vysled-
ku vySetieni. Jsou hledany nddorové charakteristiky (metylace
promotoru genu MLH1, somatické mutace genu BRAF) které
by odlisily sporadicky CRC od nddoru vzniklého vramci HNP-
CC, zejména u velmi mladych nemocnych se sporadickym
CRC. OdliSeni je vyznamné pro predikci rizika u piibuznych
téchto pacientti. PokraCuje se v zlepSovani zobrazovacich
metod, zlepSeni terapie - optimalizace Casu a rozsahu chirur-
gické terapie, vCetné profylaktickych vykoni, optimalizace
dlouhodobého sledovéni. V3e je vedeno snahou zlepSit pro-
gnézu nemocnych s Lynchovym syndromem.

Podékovani 3
Podporeno grantem IGA MZ CR NR/8294-3.

Tabulka 4: Doporuceni pro molekuldrni analyzy u pacientl v rizi-
ku, spliiujicich Bethesda voditka (24)

1. Optimalnim piistupem pii vySetfeni je analyza MSI v naddoru nebo
imunohistochemicka analyza nadoru, nasledovana testovanim zaro-
de¢nych mutaci MSH2 a MLH1 genu u nemocnych s prokdzanou
MSI-H v n4doru nebo se ztratou exprese nékterého MMR genu

2. Po identifikaci mutace by méla byt pfibuznym v riziku doporu¢ena
geneticka konzultace a pokud si pfeji, mohou byt testovani

3. Alternativni postup, neni-li proveditelnd analyza tkané, je prikrocit
pfimo k analyze zarode¢nych mutaci MSH2 a MLH1 genii

4. Neni-li zji§téna zdrode¢nd mutace MMR genu u probanda s tumorem
s MSI-H a/nebo klinickymi projevy HNPCC, je vysledek genetické-
ho testu neinformativni. Pacienti a pfibuzni v riziku by méli byt kon-
zultovdni, jako kdyby byla diagn6za HNPCC potvrzena, a dlouho-
dobé sledovani jako pfi vysokém riziku.

5. Pacienti musi byt ujiSténi o davérnosti vysledki, aby byla zmirnéna
obava z moZné diskriminace kvuli jejich genetické dispozici.

Tabulka 5: Doporucené klinické sledovaniu osob s HNPCC/rizi-
kem HNPCC. Doporuceni ICG HNPCC (40)

nost tumor-infiltrujicich lymfocytd, lymfocytarni reakce podobna vySetfeni pocatek sledovani interval
Crohnové chorobg, mucinosni charakter, medularni rast, prstencové kolonoskopie od 20 - 25 let 2 roky
(signet ring) butiky v nadoru) gynekologické vySetfeni:
4. Kolorektdlni karcinom diagnostikovany u jednoho nebo vice pfi- transvagindlni sonogragie
buznych prvniho stupné s nddorem charakteristickym pro HNPCC, CA-125 od 30—35 let 1-2roky
jeden z nadort byl diagnostikovan pfed 50. rokem véku gastroskopie od 30— 35 let 1 — 2 roky
5. Kolorektalni karcinom diagnostikovany u dvou nebo vice pfibuznych rozbor moci
prvniho nebo druhého stupné s nadory sdruzenymi s HNPCC, bez sonografie mocového traktu od 30 - 35 let 1 -2 roky
ohledu na vek. genetické testovani po 18. roce
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