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Obecné poznámky ke kolorektální kancerogenezi
Na vzniku a v˘voji karcinomu tlustého stfieva se v˘znamn˘m
zpÛsobem podílejí genetické a epigenetické faktory. Genetic-
ké faktory pfiedstavuje vrozená nebo získaná genetická infor-
mace v buÀce - zpravidla mutace nebo varianty rÛzn˘ch genÛ,
které se úãastní regulace proliferace, diferenciace, nebo smrti
buÀky, epigenetické faktory pak nedûdiãné zmûny genetické
informace mající za následek zmûny exprese t˘chÏ genÛ.
Nûkteré mutace a genové varianty mohou b˘t pfiítomny ve
v‰ech buÀkách organismu (vrozené, tzv. zárodeãné mutace)
a jejich nosiãství mÛÏe pfiedstavovat rÛznû v˘znamné riziko-
vé nebo predispoziãní faktory, vût‰ina genov˘ch mutací
v˘znamn˘ch v procesu kancerogenese jsou mutace získané,
somatické, vzniklé v nûkteré tûlní buÀce a dále dûdûné jen dce-
fiinn˘mi somatick˘mi buÀkami. Mutace v buÀkách vznikají
neustále v dÛsledku pÛsobení zevních chemick˘ch a fyzikál-
ních vlivÛ nebo chyb vznikl˘ch bûhem replikace nebo rekom-
binace DNA. Prokaryotické a eukaryotické buÀky pouÏívají

mnoho funkãních systémÛ k zachování integrity genetické
informace, t.j. pro vyhledávání a opravu chyb v DNA. Tento
pfiísn˘ dohled zaruãuje pfienos prakticky konstantní genetické
informace na dcefiinné buÀky. Nelze-li chyby v DNA opravit,
existují mechanismy, které mohou a mají zabránit buÀce v dal-
‰ím dûlení a navodit fiízenou smrt - apoptosu takové buÀky.
Dále existují sloÏité vzájemnû provázané interakce pfii regula-
ci exprese genÛ a sloÏité interakce v oblasti metabolismu buÀ-
ky, jejichÏ cílem je zajistit nejen dostatek potfiebného protei-
nu, ale i jeho pfiípadnou aktivaci, inaktivaci a likvidaci podle
aktuální potfieby. Pokud dojde k poru‰e na kterékoliv z uve-
den˘ch úrovní v buÀce, která má, nebo znovu získá schopnost
dûlení, mÛÏe dojít pfii splnûní dal‰ích podmínek aÏ ke vzniku
nádoru. Vznik zhoubného nádoru je mnohastupÀov˘ proces
zahrnující dynamické zmûny genomu bunûk. Jen nûkteré muta-
ce a genetické zmûny se v‰ak v kancerogenesi uplatní - nej-
v˘znamnûj‰í jsou aktivující mutace onkogenÛ a inaktivující
mutace tumor-supresorov˘ch genÛ. Vzniku a kumulaci muta-
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Souhrn
LynchÛv syndrom - hereditární nepolypózní kolorektální karcinom (HNPCC) - je nejãastûj‰í známou hereditár-
ní predispozicí ke karcinomu tlustého stfieva. Je zodpovûdn˘ pfiibliÏnû za 2% v‰ech karcinomÛ tlustého stfieva
v populaci. Pacienti s Lynchov˘m syndromem mají vysoké celoÏivotní riziko karcinomu tlustého stfieva a nûkte-
r˘ch dal‰ích zhoubn˘ch nádorÛ. Hlavní pfiíãinou Lynchova syndromu jsou zárodeãné mutace nûkterého z tzv.
„DNA mismatch repair“ (MMR) genÛ. Klinické podezfiení na LynchÛv syndrom se opírá zejména o souãasnou
pfiítomnost kolorektálního karcinomu u pacienta bez familiární adenomatózní polypózy, v˘skyt karcinomu stfie-
va u jeho nejbliÏ‰ích pfiíbuzn˘ch a postiÏení pfied 50 rokem vûku. Pro diagnózu Lynchova syndromu svûdãí dále
prÛkaz mikrosatelitové nestability v DNA nádoru a ztráta exprese MMR proteinu v nádorové tkáni pfii imuno-
histochemickém vy‰etfiení. Diagnóza Lynchova syndromu je na molekulární úrovni potvrzena prÛkazem pato-
genní zárodeãné mutace nûkterého z MMR genÛ. Pro zv˘‰ení efektivity diagnostického procesu, komplikované-
ho nutností odli‰it pfiípady sporadick˘ch a familiárních CRC v populaci, byly navrÏeny komplexní diagnostické
postupy. PrÛkaz patogenní mutace u pacienta umoÏní prediktivní DNA testování u jeho pfiíbuzn˘ch. Doporuãe-
né klinické sledování nemocn˘ch s Lynchov˘m syndromem a jejich pozitivnû testovan˘ch pfiíbuzn˘ch zohled-
Àuje vysoké riziko vzniku zhoubn˘ch nádorÛ a prokazatelnû zlep‰uje jejich prognózu. Hledání dal‰ích kauzálních
genÛ a optimalizace diagnostiky a klinického sledování jsou stále pfiedmûtem v˘zkumu.
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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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cí napomáhá vrozená ãi získaná porucha reparace DNA, pfie-
Ïití a dal‰ímu dûlení abnormálních bunûk napomáhají poruchy
regulace bunûãného cyklu a porucha exekuce apoptózy.
Dochází také k hrub‰ím a komplexnûj‰ím zmûnám - chromo-
somové nestabilitû, t.j. zmûnám poãtu a struktury chromoso-
mÛ v dÛsledku chybné segregace chromosomÛ v mitose, nebo
mikrosatelitové nestabilitû, t.j. zmûnám poãtu opakování krát-
k˘ch repetitivních sekvencí v genomu buÀky v dÛsledku chyb
pfii replikaci. Tyto hrub‰í zmûny jsou jak pfiíãinou, tak i dÛsled-
kem zmínûn˘ch genov˘ch mutací. Typickou epigenetickou
zmûnou doprovázející kancerogenesu jsou napfi. zmûny mety-
lace promotorov˘ch oblastí nûkter˘ch genÛ, které mají za
následek ztrátu exprese tûchto genÛ. Poznatky o genetick˘ch
zmûnách v buÀce doprovázejících kancerogenesi zhodnotili
v obsáhlé práci Hanahan a Weinberg (1). Poznatky o genetic-
k˘ch zmûnách charakteristick˘ch pro vznik a v˘voj kolorek-
tálního karcinomu shrnuli v dnes jiÏ klasické publikaci Fearon
a Vogelstein (2), pozdûji s dÛrazem na hereditární formy kolo-
rektálního karcinomu Kinzler a Vogelstein (3).

Dûdiãnost u karcinomu tlustého stfieva. 
Podle rodinné anamnézy mÛÏeme pacienty s kolorektálním
karcinomem rozdûlit na pacienty se sporadick˘m karcinomem,
pokud nemocn˘ nemá Ïádné pfiíbuzné s CRC, pacienty s fami-
liárním v˘skytem CRC, pokud má pacient pfiíbuzné s CRC,
v˘skyt v‰ak nesvûdãí pro jasnû dominantní typ dûdiãnosti,
a pacienty s hereditární formou CRC, kdy jsou karcinomem
stfieva postiÏeni dal‰í blízcí pfiíbuzní pacienta a genealogie
svûdãí pro dominantní typ dûdiãnosti. Sporadick˘ch karcino-
mÛ je asi 75%, familiárních 15-25%, hereditárních asi 5%.
Kromû pozitivní rodinné anamnézy svûdãí pro moÏn˘ dûdiã-
n˘ podklad karcinomu tyto okolnosti: v˘skyt mnohoãetn˘ch
(synchronních nebo metachronních) nádorÛ u pacienta, v˘skyt
jin˘ch nádorÛ v rodinû, které patfií do spektra nádorÛ typick˘ch
pro nûkter˘ syndrom (napfi. karcinom endometria u Lynchova
syndromu), nízk˘ vûk pacienta v dobû diagnózy (ménû neÏ 50,
v˘znamnû pak ménû neÏ 35 let). 
Dosud byly popsány dva hlavní syndromy s predispozicí ke
karcinomu tlustého stfieva - LynchÛv syndrom a familiární ade-
nomatózní polypóza - a nûkolik dal‰ích vzácn˘ch syndromÛ
s hamartomatosní polypózou a rovnûÏ zv˘‰en˘m rizikem kolo-
rektálního karcinomu. U tûchto syndromÛ známe molekulár-
ní podstatu onemocnûní, t.j. geny, jejichÏ mutace jsou za pfií-
slu‰n˘ syndrom odpovûdné. Molekulárnû genetické vy‰etfiení
se zde stalo souãástí klinické praxe. Ve skupinû familiárních
karcinomÛ kolorekta nelze zpravidla z klinick˘ch projevÛ nebo
histopatologického nálezu rozhodnout, zda jde o náhodné nezá-
vislé postiÏení dvou nebo více pfiíbuzn˘ch, nebo zda skuteãnû
sdílejí spoleãnou vlohu. Pro tuto skupinu nemocn˘ch jsou
vypracovávány diagnostické postupy kombinující hodnocení
klinick˘ch údajÛ s jednodu‰‰ími laboratorními anal˘zami
s cílem identifikovat jedince s vysokou pravdûpodobností here-
ditární predispozice a jen tyto pak dále molekulárnû genetic-
ky testovat. Také u mlad˘ch a velmi mlad˘ch nemocn˘ch se
sporadick˘m karcinomem stfieva je nutno zváÏit moÏnost vro-
zené predispozice. Následující text se bude zab˘vat pouze Lyn-
chov˘m syndromem, neboÈ familiární adenomatózní polypó-
ze a vzácn˘m syndromÛm s hamartomatózní polypózou jsou
vûnovány jiné ãlánky tohoto ãísla.

Hereditární nepolypózní karcinom tlustého stfieva - Lyn-
chÛv syndrom. 
Klinick˘ obraz.
HNPCC je nejãastûj‰ím hereditárním syndromem s predispo-
zicí ke karcinomu tlustého stfieva - nemocní s HNPCC pfied-
stavují asi 2% ze v‰ech nemocn˘ch s CRC (4). PrÛmûrn˘ vûk
nemocn˘ch v dobû diagnózy CRC je 42-44 let, o dvacet let
ménû, neÏ u populace s bûÏn˘m rizikem. Karcinomu nepfied-
chází mnohoãetná polypóza, jako ãasná a málo diagnostická
zmûna mÛÏe b˘t zachycen ojedinûl˘ adenom s dysplázií nebo

nûkolik (ménû neÏ 10) adenomatosních polypÛ stfieva. Karci-
nom b˘vá ãastûji, ne v‰ak v˘luãnû, pravostrann˘, ãast˘ je
v˘skyt synchronních a metachronních nádorÛ kolorekta. Kro-
mû karcinomu tlustého stfieva se u nemocn˘ch s Lynchov˘m
syndromem vyskytuje v˘znamnû ãastûji, neÏ odpovídá popu-
laãnímu riziku, také karcinom endometria, Ïaludku, tenkého
stfieva, hepatobiliárního traktu, pankreatu, ovaria, ureteru a led-
vinné pánviãky a nádory mozku (5, 6). Syndrom Muir- Torre
je variantou Lynchova syndromu, pfii níÏ je nádor typick˘ pro
HNPCC asociován s nádorem sebaceosních Ïláz, bez ohledu
na rodinnou zátûÏ. TurcotÛv syndrom je charakterizován
v˘skytem kolorektálních adenomÛ a karcinomÛ a primárními
nádory CNS.

Etiologie. Genetika HNPCC.
Od roku 1993 dosud byly identifikovány ãtyfii geny, jejichÏ
zárodeãné mutace jsou zodpovûdné za LynchÛv syndrom. Jde
o geny ze skupiny tzv. „DNA mismatch-repair“ genÛ (MMR
genÛ), t.j. genÛ, které se úãastní rozpoznání a opravy chyb
v DNA, vznikajících pfii replikaci. 
Gen MSH2 byl identifikován jako první v roce 1993. Meto-
dou vazebné anal˘zy ve dvou velk˘ch rodinách s HNPCC byla
nejprve prokázána genetická vazba na chromosom 2, oblast
2p16-p15, pozdûji upfiesnûna na 2p21. Prakticky souãasnû byly
v nádorech pacientÛ s HNPCC zji‰tûny charakteristické zmû-
ny mikrosatelitních repetitivních sekvencí DNA - tzv. mikro-
satelitová nestabilita (7). Funkãní a strukturní homologie s jiÏ
dfiíve znám˘mi MMR geny u E.coli a S.cerevisiae pomohla
identifikovat v kritické oblasti i lidsk˘ homolog, kter˘ byl
u nemocn˘ch s HNPCC mutován (8, 9, 10). Gen MSH2 je 73
kb dlouh˘, obsahuje 16 exonÛ, kódovan˘ polypeptid má 934
aminokyselin. Dosud bylo u nemocn˘ch s HNPCC identifi-
kováno více neÏ 200 rÛzn˘ch patogenních zárodeãn˘ch muta-
cí tohoto genu. Mutace genu MSH2 jsou druhou nejãastûj‰í
pfiíãinou HNPCC - byly prokázány asi u 40% nemocn˘ch (11).
Gen MLH1 byl identifikován vazebnou anal˘zou v rodinách,
které nemapovaly do oblasti genu MSH2. Gen byl lokalizo-
ván na krátké raménko chromosomu 3 do oblasti 3p23-21
a u nemocn˘ch s HNPCC byl mutován (12, 13, 14). Gen MLH1
je dlouh˘ asi 100 kb, obsahuje 19 exonÛ a kóduje polypeptid
o 756 aminokyselinách. Dosud bylo u nemocn˘ch s HNPCC
identifikováno více neÏ 250 rÛzn˘ch patogenních zárodeãn˘ch
mutací genu MLH1 (11). Mutace MLH1 jsou nejãastûj‰í pfií-
ãinou HNPCC ve vût‰inû studovan˘ch populací, také v âeské
republice (Kfiepelová A, vlastní pozorování).
Gen MSH6 leÏí v oblasti 2p21, jen 1Mb vzdálen genu MSH2.
Protein Msh6, pÛvodnû oznaãovan˘ GTBP, byl objeven jako
souãást funkãního heterodimeru tvofieného spoleãnû s protei-
nem MSH2 (15, 16). Teprve pozdûji byly v nûkter˘ch rodi-
nách s HNPCC nalezeny zárodeãné mutace tohoto genu (17,
18). Zárodeãné mutace genu MSH6 jsou zodpovûdné asi za
10% pfiípadÛ HNPCC. 
Gen PMS2 je v oblasti 7q11.23 a kóduje polypeptid o 932 ami-
nokyselinách. Mutace genu PMS2 byly zji‰Èovány jako pfiíãi-
na HNPCC jen vzácnû, také proto, Ïe tento gen není rutinnû
vy‰etfiován. Anal˘za genu PMS2 je navíc komplikována exi-
stencí nûkolika vysoce homologních pseudogenÛ v lidském
genomu. AÏ po zpfiesnûní detekãní metody a kombinaci s imu-
nohistochemickou anal˘zou PMS2 proteinu byly revidovány
nûkteré star‰í nálezy a nejnovûj‰í práce svûdãí proto, Ïe pato-
genní zárodeãné mutace PMS2 genu jsou pfiíãinou Lynchova
syndromu ãastûji, neÏ se dlouho myslelo (19).
Úloha zárodeãn˘ch mutací genu MLH3 pfii vzniku Lyncho-
va syndromu se nepotvrdila (20, 21), zárodeãné mutace dal-
‰ích MMR genÛ nebyly u nemocn˘ch s Lynchov˘m syndro-
mem popsány.
Zárodeãné mutace MMR genÛ zji‰Èované u nemocn˘ch s HNP-
CC jsou rÛzné: krátké inserce, delece vedoucí k posunu ãtecí-
ho rámce, mutace tvofiící pfiedãasn˘ terminaãní kodon, sestfii-
hové mutace, mutace vedoucí k zámûnû aminokyseliny, nebo
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dlouhé delece v nûkterém z v˘‰e uveden˘ch genÛ. Mutace jsou
uvedeny napfi. v databázi InSiGHT. Souhrnnû lze fiíci, Ïe muta-
ce genu MSH2 a MLH1 jsou zodpovûdné za typick˘ LynchÛv
syndrom, rodiny nesoucí tyto mutace ãasto splÀují Amster-
damská kriteria, nádory tûchto nemocn˘ch mají MSI-H cha-
rakter. Nosiãi mutace genu MSH6 onemocní spí‰e ve vy‰‰ím
vûku a Ïeny mají vy‰‰í riziko karcinomu endometria, jejich
nádory mají nízk˘ stupeÀ mikrosatelitové nestability (MSI-L).
Mutace genu PMS2 byly zji‰tûny u pacientÛ se sporadick˘m
pravostrann˘m karcinomem tlustého stfieva. U vzácnû popi-
sovan˘ch pacientÛ - homozygotÛ nebo sloÏen˘ch heterozygo-
tÛ pro mutace MLH1, MSH2, MSH6, nebo PMS2 - byly uÏ
v dûtském vûku pozorovány hematologické malignity, nádo-
ry mozku a neurofibromatóza (22, 23).

Patogenesa. Funkce MMR proteinÛ a jejich v˘znam v kolo-
rektální kancerogenese. 
Proteiny kódované MMR geny se úãastní rozpoznání a opravy
urãit˘ch typÛ chyb v DNA, které vznikají bûhem replikace
v novû syntetizovaném vláknû DNA. Jde zejména o chyby typu
krátk˘ch inserãnû-deleãních smyãek v úseku krátk˘ch mono-
nebo dinukleotidov˘ch repetitivních sekvencí v genomu, kte-
ré vznikají sklouznutím fietûzce, nebo chyby v párování bází,
zejména G-T neshody, které vznikají zafiazením nesprávného
nukleotidu. MMR proteiny pracují jako heterodimery (kom-
plexy sloÏené ze dvou rÛzn˘ch proteinÛ) s ãásteãnou substrá-
tovou specificitou. DÛsledkem ztráty funkce tohoto opravné-
ho systému se aÏ o tfii fiády zv˘‰í frekvence vzniku mutací tohoto
typu v postiÏen˘ch dcefiinn˘ch buÀkách. Pfiím˘ dÛsledek závi-
sí na lokalizaci mutace. Postihne-li nekódující oblast genomu,
nemá funkãní v˘znam, ale mÛÏeme ji prokázat molekulárnû
genetick˘m testem jako tzv. nestabilitu mikrosatelitÛ (MSI)
v nádorové tkáni. MSI je charakteristick˘m znakem nádorÛ
nemocn˘ch s Lynchov˘m syndromem, je prokazována u pfii-
bliÏnû 90% jejich karcinomÛ stfieva, ale také u cca 15% karci-
nomÛ sporadick˘ch, kde mÛÏe mít jinou pfiíãinu. Postihne-li
mutace kódující oblast nûjakého genu, kde se taková citlivá
repetitivní sekvence vyskytuje, mÛÏe to b˘t jeden ze stupÀÛ ke
vzniku karcinomu. Mutace tohoto typu byly opakovanû pro-
kázány napfi. v genu TGFβRII, MSH6, PTEN, nebo v genu
APC. 

Diagnostika. 
Diagnostická kriteria. HNPCC se nemanifestuje specifick˘-
mi projevy, proto je podezfiení na HNPCC vysloveno u nemoc-
n˘ch s karcinomem tlustého stfieva s pozitivní rodinnou ana-
mnézou a/nebo s manifestací pfied 50. rokem vûku. Jako
diagnostická kriteria se ãasto pouÏívají tzv. Amsterdamská kri-
teria I (Tabulka 1), pÛvodnû pouÏitá pro v˘bûr rodin pro kola-
borativní studii a identifikaci zodpovûdn˘ch genÛ. Tato krite-
ria byla pozdûji s pfiihlédnutím k nov˘m zku‰enostem upravena
na Amsterdamská kriteria II (Tabulka 2). Vût‰ina nemocn˘ch
s kolorektálním karcinomem Amsterdamská kriteria nesplÀu-
je. Jako vodítko, zda a ktefií z nich by mûli také podstoupit
genetické testování, byla na konferenci v Bethesdû vypraco-
vána vodítka - Bethesda Guidelines, pozdûji také revidovaná
a zjednodu‰ená (Tabulka 3), pro indikaci k vy‰etfiení mikro-
satelitové nestability (MSI) v nádoru. Pro anal˘zu MSI posta-
ãuje splnûní jediného z Bethesda vodítek (24). U nemocn˘ch
s prokázanou MSI v nádoru je pak vhodné provést mutaãní
anal˘zu MSH2 a MLH1 genu.
Diagnostick˘ postup. Cel˘ diagnostick˘ postup shrnují dopo-
ruãení, formulovaná v roce 2002 na konferenci v Bethesdû
(Tabulka 4) (24). Základem pro rozhodování je zde opût rodin-
ná a osobní anamnéza. Je tfieba zdÛraznit, Ïe podcenûní nebo
zanedbání peãlivé rodinné a osobní anamnézy mÛÏe váÏnû
po‰kodit právû pacienta s vysok˘m rizikem zhoubn˘ch nádo-
rÛ a jeho pfiíbuzné. Aktuální praxe v âR je taková, Ïe nemoc-
ní, splÀující nûkteré z revidovan˘ch Bethesda vodítek, pfií-
padnû Amsterdamská kriteria II, jsou geneticky testováni na

pfiítomnost zárodeãné mutace MSH2 a MLH1 genu pfiímo, bez
pfiedchozí anal˘zy nádorové tkánû (Tabulka 4, bod 3). DÛvo-
dem je, Ïe prakticky nikdy není na onemocnûní pom˘‰leno
vãas tak, aby byl k dispozici ãerstv˘ nebo zamraÏen˘ vzorek
nádorové tkánû pro anal˘zu MSI. Dodateãné vy‰etfiení tkánû
z parafinového bloãku je sice také moÏné, u IHC dokonce stan-
dardní, ale pro obtíÏnou dostupnost a nejist˘ v˘sledek je pro-
vádûno v men‰inû pfiípadÛ, prakticky vÏdy dodateãnû jako
doplÀující vy‰etfiení napfi. pro objasnûní moÏné patogenity zji‰-
tûné mutace, jen vzácnû jako skuteãné vodítko k rozhodnutí
o následné mutaãní anal˘ze. Ze 120 nemocn˘ch doporuãen˘ch
v roce 2005 z rÛzn˘ch pracovi‰È âR k testování zárodeãn˘ch
mutací MMR genÛ byla jen u jednoho pfiedem potvrzena MSI
a u asi 5% provedena IHC (vlastní pozorování). 

Metody mutaãní DNA anal˘zy.
Anal˘za zárodeãn˘ch mutací MMR genÛ v rámci diagnostic-
kého testu se provádí v genomové DNA pacienta, izolované
z leukocytÛ periferní krve. Vhodná je vysokomolekulární DNA
izolovaná z 5 ml Ïilní krve odebrané do K3EDTA. Vût‰inou
nejsou vhodné rÛzné „miniizolace“ z kolonek nebo magnetic-
ké separace, takto izolovaná DNA nemá potfiebnou koncent-
raci a kvalitu. Jakkoli se to mÛÏe zdát okrajová záleÏitost, je
otázce správné izolace DNA v souãasnosti vûnována velká
pozornost v rámci akreditaãních a standardizaãních procesÛ
v âR i v EU. Diagnostická DNA laboratofi má právo odmít-
nout nevhodn˘ vzorek, je proto lep‰í, v pfiípadû pochybností,
zasílat pfiímo 5ml vzorek krve pacienta. Po extrakci mÛÏe b˘t
DNA uchovávána fiadu let v tzv. DNA bance. Mutaãní anal˘-
za MMR genÛ spoãívá v amplifikaci jednotliv˘ch exonÛ (16
v genu MSH2, 19 v genu MLH1) a jejich anal˘ze nûkterou ze
screeningov˘ch molekulárnû genetick˘ch metod, které s rÛz-
nou mírou spolehlivosti, cca od 70 do 95%, odli‰í pfiítomnost
mutace ve vy‰etfiovaném úseku ve srovnání s kontrolním vzor-
kem (DHPLC, DGGE, TGGE, HA, SSCP). Úseky podezfielé
z pfiítomnosti mutace jsou následnû sekvenovány a pfiítomná
varianta pfiesnû urãena. Je moÏno také v‰echny úseky pfiímo
sekvenovat, ov‰em za cenu vy‰‰ích nákladÛ. K detekci ãás-
teãn˘ch genov˘ch delecí nebo duplikací lze pouÏít anal˘zu
Southernova blotu, v poslední dobû se standardnû vyuÏívá
metoda MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplifi-
cation) (25). V na‰í laboratofii pouÏíváme kombinaci PCR,
DGGE (26), MLPA a sekvenování. Vzhledem k tomu, Ïe mole-
kulárnû genetické testování je dnes souãástí péãe o pacienty
s HNPCC, je snaha tyto anal˘zy standardizovat a kontrolovat
jejich kvalitu. Proto se pravidelnû úãastníme mezinárodní
mezilaboratorní kontroly kvality pofiádané EMQN (European
Molecular Genetics Quality Network). Tato organizace vydá-
vá také doporuãení správné laboratorní praxe. Pfii kontrole kva-
lity je kladen dÛraz nejen na správné urãení genotypu, ale
zejména na správnou interpretaci v˘sledku. Molekulárnû gene-
tické vy‰etfiení je v âR hrazeno zdravotními poji‰Èovnami. Pre-
diktivní testy jsou jednodu‰‰í, v genomové DNA pacienta je
detegována cílenû pouze mutace, dfiíve zji‰tûná u postiÏeného
pfiíbuzného. Je standardem provádût prediktivní test dvakrát,
ve dvou nezávisle odebran˘ch vzorcích krve, aby byla vylou-
ãena moÏnost zámûny. 
V˘sledky a interpretace mutaãní DNA anal˘zy. Pokud paci-
ent splÀuje Amsterdamská kriteria II, je diagnóza HNPCC vyso-
ce pravdûpodobná a úspû‰nost DNA anal˘zy a prÛkazu muta-
ce MMR genu vysoká, 60 - 80% (78% v na‰em souboru 50
nepfiíbuzn˘ch nemocn˘ch) . Zji‰tûné mutace jsou zpravidla jed-
noznaãnû patogenní. U nemocn˘ch, ktefií kriteria nesplÀují, je
úspû‰nost detekce v˘raznû niÏ‰í, 10-15%. Navíc ãasto zji‰Èu-
jeme mutace, jejichÏ etiopatogenetick˘ v˘znam není jasn˘ -
zpravidla dosud neidentifikované mutace vedoucí k zámûnû
aminokyseliny. Pfii prÛkazu jasnû patogenní zárodeãné muta-
ce je diagnóza Lynchova syndromu potvrzena na molekulární
úrovni. Za jasnû patogenní pokládáme mutace vedoucí ke vzni-
ku pfiedãasného terminaãního kodonu, krátké inserce a delece
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vedoucí k posunu ãtecího rámce a zpravidla pfiedãasnému ukon-
ãení translace, mutace sestfiihov˘ch míst, které vedou k chyb-
nému sestfiihu mRNA a syntéze abnormálního proteinu, a dlou-
hé ãásteãné delece MMR genu. ObtíÏné, nûkdy nemoÏné, je
zhodnocení v˘znamu mutace vedoucí k zámûnû aminokyseli-
ny. Zde lze pouÏít nûkterá pomocná kriteria. Pro patogenní cha-
rakter mutace svûdãí, jde-li o nekonzervativní zámûnu amino-
kyselin, jde-li o zámûnu aminokyseliny vysoce konzervované
mezi druhy nebo ve vysoce konzervované dÛleÏité funkãní
doménû proteinu, absence varianty u kontrolní populace, kose-
gregace s chorobou v rodinû, asociace s MSI-H nebo ztrátou
exprese proteinu v nádoru. Nutnost správné interpretace byla
podnûtem k fiadû funkãních studií dosud popsan˘ch variant
nejasného v˘znamu. Tyto studie u mnoha mutací potvrdily, Ïe
mají za následek mutátorov˘ fenotyp u modelového organiz-
mu, nebo brání správné funkãní interakci MMR proteinÛ,
u jin˘ch mutací byla patogenita zpochybnûna (27-30 a dal‰í).
Co nejpfiesnûj‰í interpretace v˘sledku molekulárnû genetické
anal˘zy je úkolem laboratofie, která anal˘zu provádí. Pouze jed-
noznaãnû patogenní mutace lze pouÏít pro následné prediktiv-
ní testování u pfiíbuzn˘ch pacienta.

Anal˘za a interpretace mikrosatelitové nestability.
Vy‰etfiení mikrosatelitové nestability se provádí v DNA izolo-
vané z nádorové tkánû. Je vhodné mít k dispozici také DNA
z normální tkánû nebo periferní krve pacienta, aby mohla b˘t
vy‰etfiena nestabilita vdinukleotidov˘ch sekvencích. Je-li kdis-
pozici jen nádorová tkáÀ, lze analyzovat zpravidla jen mono-
nukleotidové repetice, vy‰etfiení mÛÏe mít omezenou v˘povûdní
hodnotu. Standardnû jsou podle doporuãení z Bethesdy analy-
zovány metodou fragmentaãní anal˘zy tfii dinukleotidové a dvû
mononukleotidové repetice, pfii nejasném v˘sledku je postup
modifikován (24). Je-li alespoÀ ve dvou repeticích z pûti pfií-
tomna mikrosatelitová nestabilita (pfiítomnost abnormální ale-
ly proti nenádorové DNA), je nádor hodnocen jako MSI-H,
s vysok˘m stupnûm MSI, je-li nestabilita v 1/5 repetic, je hod-
nocen jako MSI-L, s nízk˘m stupnûm MSI, není-li MSI pro-
kázána, mluvíme o MSS, stabilitû mikrosatelitÛ. 

Metody imunohistochemické anal˘zy.
Ztrátu exprese proteinÛ lze vy‰etfiit pomocí metody imuno-

histochemie ve fixované nádorové tkáni zatavené do parafínu.
V klinické praxi se bûÏnû vyuÏívá vy‰etfiení proteinÛ MLH1,
MSH2 a MSH6. Lze vy‰etfiit také expresi proteinu PMS2, pfii-
ãemÏ zárodeãné mutace genu PMS2 jsou vzácnûj‰í. Hodnotí
se jaderná pozitivita exprese proteinÛ. Inaktivace obou alel pfií-
slu‰ného genu se projeví kompletní ztrátou barvení jader nádo-
rov˘ch bunûk. Kontrolou správnosti barvení je pozitivita bar-
vení jader normálních epiteliálních bunûk, stromálních bunûk
nebo lymfocytÛ v pfiíslu‰ném preparátu (31).
Ztráta exprese proteinÛ MLH1 nebo MSH2 je specifická pro
nádory s vysok˘m stupnûm nestability mikrosatelitÛ. Souhrn-
né zhodnocení v˘sledkÛ publikovan˘ch ve 49 ãláncích, které
se t˘kaly imunohistochemické detekce proteinÛ MLH1
a MSH2 u pacientÛ s kolorektálním karcinomem, ukázalo, Ïe
pomocí imunohistochemie bylo správnû detekováno 136 nádo-
rÛ ze 154 od pacientÛ se zárodeãnou mutací v genu MLH1 [sen-
zitivita 88,3% (95%CI, 85,8-90,8)] a 99 ze 109 nádorÛ od paci-
entÛ se zárodeãnou mutací v genu MSH2 [senzitivita 99,8%
(95%CI, 88,5- 93,1)]. Dále bylo pomocí imunohistochemické
anal˘zy proteinÛ MLH1/MSH2 správnû oznaãeno 191 z 244
vysoce nestabilních nádorÛ od pacientÛ bez zárodeãné muta-
ce v genech MLH1/MSH2 [senzitivita 78,3% (95%CI, 75,1-
81,5)] a 1262 z 1382 nádorÛ s vysoce nestabilními mikrosate-
lity od pacientÛ bez provedené mutaãní anal˘zy [senzitivita
91,3% (95%CI, 90,4-92,2%)]. Specifita metody byla 99,4%
(95%CI, 99,2-99,6) (31). 
V dosud nejrozsáhlej‰í studii, která zahrnovala 1119 pacien-
tÛ, mûlo 58 (5,2%) nádorÛ normální imunohistochemick˘ nález
exprese proteinÛ MLH1 a MSH2, pfiestoÏe vykazovaly vyso-

k˘ stupeÀ nestability mikrosatelitÛ. Asi 6% nosiãÛ patogen-
ních mutací (14 z 230) nebylo zachyceno pomocí imunohis-
tochemie. Pozitivní prediktivní hodnota a specifita imunohis-
tochemického vy‰etfiení s ohledem na v˘sledek vy‰etfiení
nestability mikrosatelitÛ byly v této studii 99,1% a 99,6%. Nej-
vy‰‰í pravdûpodobnost nálezu patogenní mutace byla u paci-
entÛ, jejichÏ nádory byly vysoce nestabilní a ztrácely expresi
nûkterého z proteinÛ (32).
Specifita imunohistochemické detekce proteinu hMSH6 není
tak vysoká jako u proteinÛ MLH1 a MSH2. Je popisována kon-
komitantní ztráta exprese proteinu MSH6 s proteinem MSH2
v nádorech pacientÛ se zárodeãnou mutací genu MSH2. Toto
pozorování je vysvûtlováno skuteãností, Ïe tyto dva proteiny
spolu vytváfií funkãní heterodimer v komplexu MutSα a poru-
cha syntézy proteinu MSH2 vede k nestabilitû proteinu MSH6
(33, 34). Pfies nízkou specifitu je doporuãováno, aby protein
MSH6 byl zafiazen do spektra proteinÛ vy‰etfiovan˘ch pfii pode-
zfiení na deficit MMR, neboÈ vy‰etfiení mÛÏe odhalit nádory
vzniklé na podkladû zárodeãné mutace genu MSH6.
Pomocí metody imunohistochemické detekce exprese prote-
inÛ MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2 je moÏné relativnû snadno
a levnû vyhledávat jedince se zárodeãn˘mi mutacemi v pfií-
slu‰n˘ch genech. Metoda je v porovnání s vy‰etfiením nesta-
bility mikrosatelitÛ vysoce specifická, av‰ak o nûco ménû sen-
zitivní. Ani jedna z obou metod v‰ak nedokáÏe rozli‰it, zda
vyfiazení systému oprav chybného párování bází je podmínû-
no zárodeãnû ãi somaticky. K tomuto rozli‰ení je nutná mutaã-
ní anal˘za genu.

Genetická konzultace a prediktivní testování.
KaÏdé genetické testování, tedy také genetické testování pro
podezfiení na LynchÛv syndrom, má b˘t spojeno s fiádnou gene-
tickou konzultací a provedeno jen s písemn˘m informovan˘m
souhlasem pacienta. V âeské republice provádí genetickou kon-
zultaci specialista v oboru lékafiské genetiky. Genetik posoudí
osobní a rodinnou anamnézu pacienta (genealogii) a dostupnou
zdravotnickou dokumentaci, provede odhad genetického rizika
u pacienta a jeho pfiíbuzn˘ch, informuje pacienta o rizicích
a vy‰etfieních, jimiÏ je moÏno predikci rizika upfiesnit - zpravi-
dla potvrdit nebo vylouãit nosiãství vlohy prediktivním testem.
Genetik zajistí molekulárnû genetickou anal˘zu, pokud s ní paci-
ent souhlasí, interpretuje v˘sledek a organizuje následnou péãi
o pacienta. Souãasná legislativa nedovoluje, aby pfiíbuzné v rizi-
ku informoval lékafi, musí to uãinit pacient sám. Také u pfiíbuz-
n˘ch, ktefií na základû této informace mají zájem o prediktivní
testování, organizuje genetik konzultaci, molekulárnû genetic-
ké vy‰etfiení, interpretaci v˘sledku a následnou klinickou péãi,
vãetnû pfiípadné pomoci klinického psychologa. Doporuãuje se,
aby se genetické testování pro LynchÛv syndrom, zejména tes-
tování prediktivní, provádûlo udospûl˘ch, t.j. od 18 let vûku. Ve
vzácn˘ch pfiípadech manifestace karcinomu uadolescenta nebo
pfii podezfiení na homozygozitu ãi sloÏenou heterozygozitu
u dítûte je Ïádoucí provést vy‰etfiení dfiíve, samozfiejmû jen
s informovan˘m souhlasem zákonného zástupce.

Dlouhodobé sledování nemocn˘ch a osob v riziku.
Podrobn˘ rozbor doporuãení klinického sledování je nad rámec
tohoto sdûlení, pro úplnost je v‰ak tfieba se o nûm zmínit.
PÛvodní doporuãení dlouhodobého klinického sledování
nemocn˘ch s Lynchov˘m syndromem formulovala Meziná-
rodní kolaborativní skupina pro HNPCC (Tabulka 5). 
Dlouhodobé klinické sledování pacientÛ podle dále uveden˘ch
doporuãení se vztahuje a) na nemocné s CRC a molekulárnû
potvrzen˘m Lynchov˘m syndromem, b) nemocné s CRC
a v˘znamnou pozitivní rodinnou anamnézou, ktefií dosud neby-
li testováni, nebo testování odmítli, nebo u nich nebyla mutaã-
ní anal˘za úspû‰ná, c) na pozitivnû testované pfiíbuzné, t.j.
dosud asymptomatické nosiãe patogenní mutace. 
Pravideln˘ kolonoskopick˘ screening prokazatelnû sníÏil mor-
talitu ve Finské studii (35). RÛzná pracovi‰tû doporuãují mezi
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kolonoskopiemi 1-3let˘ interval. Pfiínos navrÏeného gyneko-
logického sledování byl nûkter˘mi studiemi zpochybnûn (36,
37). UvaÏuje se, Ïe gynekologick˘ screening by mohl b˘t ménû
ãast˘ a více zamûfien˘ na rizikovûj‰í skupinu, jako jsou nosiã-
ky mutace genu MSH6.
U ostatních nemocn˘ch s CRC a u osob dosud zdrav˘ch s rÛz-
nou mírou rodinné zátûÏe je doporuãeno sledování, jehoÏ inten-
zita je odstupÀována podle míry empirického rizika (38).

Dal‰í smûry ve v˘zkumu a v diagnostice.
LynchÛv syndrom je stále pfiedmûtem v˘zkumu. Jsou hledány
molekulární pfiíãiny onemocnûní u negativnû testovan˘ch paci-
entÛ, jak zlep‰ením metod mutaãního screeningu, tak snahou
o identifikaci nov˘ch kauzálních genÛ pro HNPCC. Nûkteré
nádorové charakteristiky u dosud negativnû testovan˘ch osob,
nejnápadnûji absence MSI, svûdãí pro jin˘ mechanismus kan-

cerogenese u tûchto nemocn˘ch. RÛzn˘mi metodami je zkou-
mán etiopatogenetick˘ v˘znam mutací MMR genÛ, které vedou
k zámûnû aminokyseliny, s cílem zpfiesnit interpretaci v˘sled-
ku vy‰etfiení. Jsou hledány nádorové charakteristiky (metylace
promotoru genu MLH1, somatické mutace genu BRAF) které
by odli‰ily sporadick˘ CRC od nádoru vzniklého vrámci HNP-
CC, zejména u velmi mlad˘ch nemocn˘ch se sporadick˘m
CRC. Odli‰ení je v˘znamné pro predikci rizika u pfiíbuzn˘ch
tûchto pacientÛ. Pokraãuje se v zlep‰ování zobrazovacích
metod, zlep‰ení terapie - optimalizace ãasu a rozsahu chirur-
gické terapie, vãetnû profylaktick˘ch v˘konÛ, optimalizace
dlouhodobého sledování. V‰e je vedeno snahou zlep‰it pro-
gnózu nemocn˘ch s Lynchov˘m syndromem. 

Podûkování
Podpofieno grantem IGA MZ âR NR/8294-3.

1. V rodinû jsou alespoÀ tfii pacienti s karcinomem tlustého stfieva, jeden
z nich je pfiíbuzn˘ prvního stupnû ostatních dvou

2. Jsou postiÏeny alespoÀ dvû generace
3. AspoÀ jeden nemocn˘ byl mlad‰í padesáti let v dobû diagnózy
4. Nádor byl verifikován patologem
5. Je vylouãena familiární adenomatózní polypóza

1. V rodinû jsou alespoÀ tfii pfiíbuzní s karcinomem sdruÏen˘m s HNP-
CC (kolorektální karcinom, karcinom endometria, tenkého stfieva, ure-
teru a ledvinné pánviãky), jeden z nich je pfiíbuzn˘ prvního stupnû
ostatních dvou

2. Jsou postiÏeny alespoÀ dvû generace
3. AspoÀ jeden nemocn˘ byl mlad‰í padesáti let v dobû diagnózy
4. Nádor byl verifikován patologem
5. Je vylouãena familiární adenomatózní polypóza

1. Kolorektální karcinom diagnostikovan˘ u pacienta mlad‰ího 50 let
2. Pfiítomnost synchronních nebo metachronních karcinomÛ stfieva nebo

jin˘ch nádorÛ sdruÏen˘ch s HNPCC (karcinom kolorekta, endomet-
ria, Ïaludku, tenkého stfieva, ovaria, pankreatu, ureteru a pánviãky,
biliárního traktu, mozku – glioblastom, kÛÏe – adenomy sebaceo-
sních Ïláz a keratoakanthomy), bez ohledu na vûk

3. Kolorektální karcinom s histologií odpovídající vysokému stupni
MSI (MSI-H), diagnostikovan˘ u pacienta mlad‰ího 60 let (pfiítom-
nost tumor-infiltrujících lymfocytÛ, lymfocytární reakce podobná
Crohnovû chorobû, mucinosní charakter, medulární rÛst, prstencové
(signet ring) buÀky v nádoru)

4. Kolorektální karcinom diagnostikovan˘ u jednoho nebo více pfií-
buzn˘ch prvního stupnû s nádorem charakteristick˘m pro HNPCC,
jeden z nádorÛ byl diagnostikován pfied 50. rokem vûku

5. Kolorektální karcinom diagnostikovan˘ udvou nebo více pfiíbuzn˘ch
prvního nebo druhého stupnû s nádory sdruÏen˘mi s HNPCC, bez
ohledu na vûk.

Tabulka 1:Amsterdamská kriteria I (39)

Tabulka 2: Amsterdamská kriteria II (39) 

Tabulka 3: Revidovaná Bethesda vodítka pro testování MSI v nádorech (24)

1. Optimálním pfiístupem pfii vy‰etfiení je anal˘za MSI v nádoru nebo
imunohistochemická anal˘za nádoru, následovaná testováním záro-
deãn˘ch mutací MSH2 a MLH1 genu u nemocn˘ch s prokázanou
MSI-H v nádoru nebo se ztrátou exprese nûkterého MMR genu

2. Po identifikaci mutace by mûla b˘t pfiíbuzn˘m v riziku doporuãena
genetická konzultace a pokud si pfiejí, mohou b˘t testováni

3. Alternativní postup, není-li proveditelná anal˘za tkánû, je pfiikroãit
pfiímo k anal˘ze zárodeãn˘ch mutací MSH2 a MLH1 genÛ

4. Není-li zji‰tûna zárodeãná mutace MMR genu u probanda s tumorem
s MSI-H a/nebo klinick˘mi projevy HNPCC, je v˘sledek genetické-
ho testu neinformativní. Pacienti a pfiíbuzní v riziku by mûli b˘t kon-
zultováni, jako kdyby byla diagnóza HNPCC potvrzena, a dlouho-
dobû sledováni jako pfii vysokém riziku.

5. Pacienti musí b˘t uji‰tûni o dÛvûrnosti v˘sledkÛ, aby byla zmírnûna
obava z moÏné diskriminace kvÛli jejich genetické dispozici.

vy‰etfiení poãátek sledování interval
kolonoskopie od 20 – 25 let 2 roky
gynekologické vy‰etfiení:
transvaginální sonogragie
CA-125 od 30 – 35 let 1 – 2 roky
gastroskopie od 30 – 35 let 1 – 2 roky
rozbor moãi
sonografie moãového traktu od 30 – 35 let 1 – 2 roky
genetické testování po 18. roce

Tabulka 4: Doporuãení pro molekulární anal˘zy u pacientÛ v rizi-
ku, splÀujících Bethesda vodítka (24)

Tabulka 5: Doporuãené klinické sledování u osob s HNPCC/rizi-
kem HNPCC. Doporuãení ICG HNPCC (40)
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