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Predmluva
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Lynchova syndromu. Prace je psdna ptredevsim z pohledu patologie a molekularni genetiky.
Pro diagnostiku, screeningové programy a lé¢bu je vSak nezbytnd spoluprace s klinickymi
Iékari, zejména oborti chirurgie, interni mediciny, onkologie a klinické genetiky. Autor
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1 Abstrakt

Lynchtv syndrom (LS), diive nazyvany hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom
(HNPCC), je familiarni karcinomovy syndrom s autozomalné¢ dominantnim vzorem
dédicnosti. Jeho podkladem je nejCastéji zarodecna mutace nékterého z tzv. mismatch repair
(MMR) genti, které jsou odpovédné za opravy chyb vznikajicich pfi replikaci DNA.
Dysfunkce tohoto opravného systému vede ke vzniku a progresi nadorti, piedevSim
kolorektalnich karcinomti (CRC). Podle literatury tvoii LS 3-5 % ze v§ech CRC.

Mezi extrakolonické nddory asociované s LS patii karcinom endometria, ovaria, zaludku,
tenkého stfeva, pankreatu, hepatobilidrniho traktu, horniho urotelialniho traktu, tumory mozku
a sebacedzni nadory kize. Typickym znakem tumorti asociovanych s LS, pfi porovnani
s béznou populaci, je vznik v ¢asnéjSim veéku. Malignita je vétSinou prvnim projevem a
diagnostika LS je tak dulezita nejen pro pacienta samotného a jeho dalsi management, ale
ptedevsim také pro jeho rodinné ptislusniky. Vyjimku miize tvofit vznik sebacedznich tumort
kaze predchazejicich interni malignity u jedné z fenotypickych variant LS, tvz. Muir-Torre
syndromu.

Vhodné zvolenymi screeningovymi metodami lze piedejit vzniku malignich tumord
zachycenim jejich premalignich 1€zi, nebo alesponl docilit zachytu ¢asnych stadii malignich
nadort. Pro diagnézu LS je nutné molekularné genetické potvrzeni zarodecné mutace.
Vzhledem k finan¢ni a technické narocnosti tohoto vySetfeni je nezbytné vybrat vhodné
pacienty pomoci dalSich vySetfovacich metod. Tyto metody se zaméfuji na identifikaci tzv.
miskrosatelitni nestability (MSI) vznikajici pfi dysfukci MMR sytému. Pritkaz MSI probiha
proteini (MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6) nebo pfimo molekuldrné genetickym stanovenim
MSI. Uziti téchto metod Ize cilenéji aplikovat na podkladé vySetfeni histomorfologickych
znakl tumoru asociovanych s MSI. Pro vylouceni somatickych (epi)mutaci zpisobujici MSI u
sporadickych karcinomil se dale provadi genetické vySetfeni mutace V60OOE genu BRAF a
hypermetalace promotoru genu MLH].

vvvvvv

faktory spravna koordinace vySetfovacich metod s ohledem na moznosti laboratote a fungujici
spoluprace s klinickymi 1ékafi, pfedev§im chirurgy, internisty, onkology, a klinickymi
genetiky.



2 Summary

Lynch syndrome (LS), formerly known as hereditary nonpolyposis colorectal cancer
(HNPCC) is a familial cancer syndrome with an autosomal dominant inheritance pattern. Its
genetic basis is most commonly a germline mutation in one of the mismatch repair (MMR)
genes, that are responsible for correction of errors ocurring during DNA replication.
Dysfunction of this repairing system leads to the formation and progression of tumors,
especially colorectal cancer (CRC). According to the literature LS represents 3-5 % of all
CRC.

Additional extracolonic tumors associated with LS include endometrium, ovary, stomach,
small bowel, pancreas, hepatobiliary tract, upper uroepithelial tract, brain and cutaneous
sebaceous tumors. Early age of onset is a typical feature of LS-associated tumors, in
comparison with general population. Malignancy is often the first manifestation, therefore the
LS diagnosis is important not only for the individual patient and his next management, but
also for his family members. An exception is represented by the formation of cutaneous
sebaceous tumors prior to internal malignancy in one of LS phenotypic variant, called Muir-
Torre syndrome.

Properly selected screening methods can prevent the formation of malignant tumors by early
detection of their premalignant lesions, or at least early stage of malignant tumors. Molecular
genetic confirmation of germline mutations is required for the diagnosis of LS. Due to
financial and technical demands of this examination it is necessary to select appropriate
patients using other auxiliary examination methods. These methods focus on identifying so-
called microsatellite instability (MSI) emerging due to MMR system dysfunction. MSI
detection is provided either indirectly by immunohistochemical detection of the most
important MMR proteins (MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6) or directly by genetic analysis of
MSI. Application of these methods can be targeted by evaluation of histomorphologic features
of MSI-associated tumor. Molecular genetic analysis of BRAF V600E mutation and MLH]
promoter hypermethylation is further performed to exclude somatic (epi)mutations causing
MSI in sporadic cancers.

Synchronization of examination methods with regard to laboratory possibilities and functional
cooperation with clinicians, especially surgeons, internists, oncologists and clinical geneticists
are the most important factors in LS diagnosis and management of the patient and his family
members.
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Seznam pouzitych zkratek

ACI, ACII — Amsterdamska kritéria I, II

AFM — American Founder Mutation

BCNS — basal cell nevus syndrom (Gorliniv syndrom, Gorlin-Goltziiv syndrom)
BER — base excision repair geny

BG — Rethesda guidelines

BRSS — Brooke-Spieglertiv syndrom

CAPP2 — The Colorectal/Adenoma/Carcinoma Prevention Programme 2

CHRPE — kongenitalni hypertrofie pigmentového epitelu sitnice

CIMP — CpG island methylator phenotype

CMMRD - syndrom konstituéniho mismatch repair deficitu

CRC — kolorektalni karcinom

CS — Cowdeniv syndrom

EC — Endometridlni karcinom

EGD - esofagogastroduodenoskopie

FAP — familidrni adenomato6zni polypdza

FCRCTX — familiarni kolorektalni karcinom typu X

FJP — familiarni juvenilni polypoza

GBM - glioblastoma multiforme

GS — Gardneriiv syndrom

HGMD - databaze Human Gene Mutation Data, http://www.hgmd.org

HNPCC — hereditarni nepolyponi kolorektalni karcinom

HMPS — syndrom hereditarni smisené polypézy (Hereditary Mixed Polyposis Syndrome)
HPF — pole velkého zvétSeni v mikroskopu (High Power Field)

ICG-HNPCC - International Collaborative Group on HNPCC

[HC — imunohistochemie

IPAA — ileo-pouch-analni anastomodza

LLS — Lynch-like syndrom

LOH — ztrata heterozygosity

LOVD — Leiden Open Variation Database, http://www.lovd.nl/3.0/home

LPF — pole malého zvétSeni v mikroskopu (Low Power Field)

LS — Lynchiiv syndrom

MAP — MUTYH asociovana polyp6za

MLPA — multiplex ligation-dependent probe amplification

MMR — mismatch repair

MMRGVD — Mismatch Repair Genes Variant Database,
http://www.med.mun.ca/mmrvariants/

MSI — mikrosatelitni nestabilita

MSI-H — mikrosatelitni nestabilita vysokého stupné

MSI-L — mikrosatelitni nestabilita nizkého stupné

MSSE — multiple self-healing squamous epithelioma (Ferguson-Smithtiv syndrom)
MTS — syndrom Muir-Torre

NCBI — National Cancer for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
NBI — narrow band imaging

NCCN — National Comprehensive Cancer Network

NF, NF1 — neurofibromatdza, neurofibromatéza 1. typu

OMIM - databaze Online Mendelian Inheritance in Man, https://www.omim.org/
PCR — polymerazova fetézova reakce

PREDICT — Pathological RolE in the Determination of Instability in Colorectal Tumors



PJS — Peutz—Jegherstiv syndrom

PPAP — polymerase proofreading-associated polypdza
RBG — Revised Bethesda guidelines

SBHD — syndrom Birt-Hogg—Dube

SHP — syndrom hyperplastické polypozy

SNP - Database of single nucleotide polymorphisms
SSA — sesilni serrated adenom

TBS — Tuberdzni sklerdza

TS — Turcotiv syndrom
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3 Historie

V roce 1913 publikoval prof. Warthin v casopise Archives of Internal Medicine clanek, ve
kterém shrnul své poznatky o mozné dédi¢né predispozici ke vzniku nddorového onemocnéni.
[511] Vychazel z 1ékatskych zdznamu patologické laboratofe Michiganské univerzity mezi
lety 1895-1913, ze kterych zrevidoval celkem 3600 nadorovych onemocnéni, z nichz bylo
1000 karcinomt s pozitivni rodinnou anamnézou. U cCtyt rodin (oznacenych rodina G, F, P a
S) se podatilo ziskat dostatené¢ podrobnou rodinnou anamnézu od prarodict pies vSechny
potomky s ohledem na nadorovd onemocnéni. V téchto rodinach byla incidence nadorového
onemocnéni tak vysokd, ze vyvolavala podezfeni na dédicnost predispozic pro vznik
malignity. Byl zaznamenan napadné vyssi vyskyt karcinomu, predevSim d¢lohy a
gastrointestinalniho traktu, vyskytujicich se ¢asto v mladém veku, a to zejména v rodiné G.
Podobné pozorovani rodinného vyskytu karcinomi u dvou rodin, oznacenych podle jejich
bydlisté jako N (Nebraska) a M (Michigan) poté publikoval v roce 1966 ve stejném casopise
prof. Lynch. [321]

V roce 1970 se prof. Lynch vratil k plivodni "karcinomové rodin¢ G" profesora Warthina a
doplnil udaje o dalSich ¢lenech rodiny. [317] To uz bylo v této rodiné celkem vice nez 650
¢lent, z nichz se u 95 projevilo maligni nddorové onemocnéni, u 14 % mnohocetné. Ve své
dalsi praci pak shrnul zdkladni poznatky o vyskytu karcinomil v této rodin€é. PovSiml si
zvySené incidence adenokarcinomi urCitych lokalizaci (pfedev§im kolorektalnich a
endometridlnich), zvySeného rizika multiplicity karcinomt, zvySeného rizika vzniku nadoru v
mlads$im veéku a autozomalné¢ dominantniho vzoru dédic¢nosti.

V roce 1985, pfi studiu incidence kolorektalnich karcinomu v rodiné ptivodnich americkych
indidni kmene Navajo, navrhl pro tento syndrom, dosud oznacovany jako "syndrom
karcinomové rodiny", nazev hereditarni nepolypozni kolorektalni karcinom (hereditary
nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC). [315] Zaroven ale jiz zacal byt pouzivan 1 nazev
Lynchitv Syndrom (LS) pro familidrni vyskyt karcinomi (pfedevSim kolorektalnich) bez
souvislosti s familidrni polypdzou ¢i Gardnerovym syndromem. [58]

V roce 1990 byla ustanovena mezinarodni skupinou International Collaborative Group on
HNPCC (ICG-HNPCC) tzv. Amsterdamskd kritéria pro klinickou diagnostiku Lynchova
syndromu, kterd byla v roce 1999 pro zvySeni senzitivity a moZnost prezentace syndromu
extrakolonickou malignitou (tzv. Lynchiv syndrom 2. typu) revidovana na tzv.
Amsterdamska kritéria II. [492,495] Nasledné byly vyvinuty Bethesda guidelines pro vybér
pacientll s CRC vhodnych pro genetické vySetieni na LS. [487]

V letech 1993-1995 byly objeveny geny s tzv. DNA mismatch repair funkci (MMR geny) a
mutace ve Ctyfech znich (MSH2, MLHI, MSH6 a PMS?2) identifikovany jako pfiCina
Lynchova syndromu. [65,142,284,385,394] Prostfednictvim celogenomového vyhledani a
vazebné analyzy ve velkych rodinach byl identifikovan lokus nachylnosti ke karcinomu na
chromosomu 2p. [396] Kratce nato byl objeven druhy lokus pro LS na chromosomu 3p. [295]
Bylo prokézano, ze tumory vyskytujici se u pacientd s LS, maji charakteristickou molekularni
zménu, ptivodné nazvanou ,,vSudypiitomné somatické mutace v jednoduchych opakujicich se
sekvencich® (ubiquitous somatic mutations in simple repeated sequences) nebo ,,fenotyp
replikacni chyby* (replication error phenotype, RER). [2,221] Tyto charakteristické
molekularni zmény byly pozdéji nazvany ,mikrosatelitni nestabilita“ (microsatellite
instability, MSI). [91,477] Rozpoznani, ze MSI je nasledek defektni opravy replikacnich chyb
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DNA nebo postsyntetické korektury DNA, pfisp€lo k identifikaci prvnich dvou genli LS na
chromosomu 2p a 3p, konkrétné MSH2 a MLH1. [465] Tyto geny koduji proteiny Gcastnici se
identifikace a oprav mismatch chyb DNA. [65,142,284,385] Objev zarodeénych mutaci v
genech MLHI a MSH?2 rychle nasledovalo popsani dalSich lidskych gent, které koduji
proteiny zahrnuté v tzv. mismatch repair (MMR) komplexu. Tyto geny zahrnuji MLHI
[65,385,396], MSH?2 [142,284,295], MSH6 [202], PMS2 [361] a mozna MLH3 [205,530].
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4 Definice a hlavni znaky Lynchova syndromu

V soucasné dob¢ se, mimo jiné z divodu moznosti vyskytu i extrakolonickych malignit,
opousti ndzev hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom (hereditary nonpolyposis
colorectal cancer, HNPCC). Lynchiiv syndrom (LS) je dnes definovan jako autozomalné
dominantné dédicné onemocnéni vytvaiejici predispozici ke vzniku malignich nédord, jehoz
podkladem je zarode¢na mutace nékterého z genii odpoveédnych za opravy replikacnich chyb
v DNA, tzv. mismatch repair (MMR) gentl.

Syndromové tumory se u LS v rodokmenu dédi na zéklad¢ autozomélné dominantniho vzoru.
[319] Kolorektalni karcinom vznika u pacienti s LS primémné v CasnéjSim véku nez
v normalni populaci a castéji s proximalni (pravostrannou) predilekci. Drobné adenomy
tlustého stfeva mohou mit rychlejsi zvrat v karcinom nez je tomu u bézné populace a je
zvySené riziko nasledného vzniku dal§iho CRC. Histologicky jsou CRC u LS castéji huiie
diferencované, s tvorbou hlenu, buitkami tvaru pe€etniho prstenu, s Crohn-like lymfocytarni
reakci a vyraznéj$im vyskytem tumor-infiltrujicich lymfocytt. U CRC asociovanych s LS se
vSak uvadi zvySené preziti. Podminkou pro diagnézu LS je identifikace zarode¢né mutace
MMR genu (MLHI1, MSH2, MSH6 nebo PMS2), genu EPCAM nebo germindlni metylace
genu MLHI. U nosicl zarodeéné mutace MMR genu je navic zvySené riziko vzniku dalSich
extrakolonickych nadori, a to zejména nadorti endometria, ovarii, zaludku, tenkého stieva,
hepatobiliarniho traktu, pankreatu, mocového traktu, mozku a kuize. [39,515] Hlavni znaky
LS jsou shrnuty v tabulce 1.
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5 Molekularni genetika

Naprosta vétsina piipadt LS je zplisobena zarode¢nou mutaci jednoho z gent odpovédnych
za opravy replikacnich chyb v DNA (replication error repair, RER), které jsou oznacovany
jako mismatch repair (MMR) geny [142,284]. MMR proteiny koédované témito geny se
fyziologicky spojuji do funk¢nich komplextli, pfedev§im v heterodimery MLHI-PMS2 a
MSH2-MSH6 (ptipadné¢ MSH2-MSH3). Zatimco druhy jmenovany dimer se uplatiuje v
rozpoznavani chyb (pfedevsim nesparovanych nebo Spatné sparovanych nukleotidll) v DNA,
prvni heterodimer slouzi k opravé téchto nalezenych chyb. Inaktivace obou alel nékterého ze
jmenovanych gent vede k dysfunkci celého komplexu a ke vzniku nadort charakteristickych
vysokym stupném tzv. nestability mikrosatelitti [397,477].

LS je zptisoben jednou dominantni mutaci zdédénou v zarodecné linii zvySujici riziko vzniku
karcinomu. Nadory se vSak u LS tvofi az po dalsim zasahu (second hit) nékterym z
mechanismi genetického poskozeni. K tomuto poSkozeni dochazi v somatické tkani, coz
zpusobuje ztratu funkce normalni (wild-type) alely. Defekt obou alel ma za nasledek ztratu
MMR aktivity DNA v bufice a naslednou MSI. Proto se nemoc dédi jako mendeliansky
dominantni, ale nadory se vyskytuji az po somatické bialelické inaktivaci genu, s jednou
mutaci zdédénou a jednou ziskanou.

5.1 Mismatch repair geny

Hlavni lohou opravného systému DNA je odstranit neshody na podklad¢ inzerci a deleci bazi
které vznikaji jako dusledek chyb DNA polymerdzy béhem syntézy DNA. MMR geny
zajiStuji nckolik funkci souvisejicich s genetickou stabilizaci. Uplatiuji se v opravé chyb
vznikajicich pfi sytéze DNA, zajiSténi pfesnosti genetické rekombinace a ucastni se
v pocatecnich fazich apoptotickych odpovédi na poskozeni DNA riiznych tfid.

Prvni studie MMR genti byly provadény na bakteriich Escherichia coli (E. coli), u kterych je
oprava neshod charakterizovana absenci adeninové metylace na pozici d(GATC) v nove
syntetizované DNA. To znamend, Ze funkce hemimetylovaného d(GATC) vlakna pfi oprave
neshod u E. coli, je poskytnout znacku na nemetylovaném vlakné, ktera slouzi jako skute¢ny
signdl tidici reakci. [227] Tento signal fidici opravu replikacnich chyb u eukaryot stile nebyl
piesn¢ definovan, ale obdobné, specificka znacka na vldkné je dostatecna k feSeni opravy
v DNA sav¢ich bunck. Tento objev a fakt, Ze oprava neshod je U¢innéjsi na opozdéném
vlakné replikacni vidlicky, naznacuje, Ze konce DNA, které se vyskytuji jako pfirozené
meziprodukty pii replikaci (3’ konec na vedoucim vldkné; 3° a 5° konce na opozdéném
vlakn€) mohou postacit jako signdly vldkna k fizeni opravy biosyntetickych chyb DNA
v eukaryotickych buiikach. [340] Geny byly plivodné oznaceny jako ,,Mut S a ,,Mut H* atd.,
protoze jejich inaktivace ud¢lila bakterii ,,mutatorovy* (,,mut®) fenotyp. Homooligomery
odpovédné za iniciaci oprav neshod u E. coli jsou MutS a MutL. MutS je odpovédny za
rozpoznani neshody a povoldni MutL na jeji misto a tim odstartovani navazujici €innosti.
[271,340,394] Bunky savcl vykazuji aktivitu dvou homolognich MutS které pracuji jako
heterodimery ve kterych je MutSa tvofen komplexem MSH2-MSH6 a MutSf komplexem
MSH2-MSH3. [271] V eukaryotickych buiikdch bylo identifikovdno Sest homologii MutS.
[394] Komplex MSH2-MSHG6 ptedstavuje 80-90 % bunécné hladiny MSH2 a jeho funkci je
rozpoznat neshody bazi z inzerci a deleci obsahujici jeden nebo dva nesparované nukleotidy,
ale 1 velké delece a inzerce. [246] Ptredpoklada se, ze protein MSH6 je podjednotka
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odpovédna za rozpoznani neshody. [219] Komplex MSH2-MSH3 je odpovédny za
rozpoznavani a opravy inzerci a deleci od dvou do osmi nukleotidi. Experimentalni studie
neprokazaly zZadnou spojitost tohoto komplexu s LS,[215,376] ackoli gen MSH3 ptedstavuje
casté somatické mutace v nddorech a jeho inaktivace miize zvysit potencialni disledky mutaci
v ostatnich MMR genech. V eukaryotickych builkédch jsou pfitomny také tfi komplexy
homologti MutL jako u E. coli. MLHI-PMS2 (MutLa), MLHI-PMSI (MutLf) a MLHI-MLH3
(MutLy). MutLa je nejaktivnéjsi z téchto komlexti u lidi a podporuje reperaci iniciovanou
MutS komplexem.[227] Komplex MutLf uz byl izolovan, avsak jeho ucast v opravach DNA
nebyla dosud objasnéna. Stejné¢ tak nebylo prokadzéno spojeni MLH3 srozvojem
kolorektalnich tumorti.[308]

Obrovsky pokrok v molekularni genetice napomohl ke klinickému porozuméni Lynchovu
syndromu. S objevem mikrosatelitni nestability se objevily prvni molekularni charakteristiky
nadortt u LS.[477] U pacienti s Lynchovym syndromem byly zjistény odchylky v poctu
opakovani nukleotidli v mikrosatelitnich jednotkach. Pii nefunkénosti MMR proteint tyto
odchylky vznikajici pti replikaci DNA zlistdvaji neopraveny.

Zarode¢nd mutace v alesponl jednom MMR genu je identifikovdna u vice nez 80% pacienti s
Lynchovym syndromem.[395] Zbytek mohou tvofit jednak dosud neobjevené mutace MMR
genl, mutace ostatnich MMR genli (které vSak dosud nejsou potvrzené, jako naptiklad
PMS1), delece genu EPCAM vedouci k posunu ¢teciho ramce a inaktivaci prilehlého genu
MSH?2 nebo mutace dalSich soucasti MMR systému (jako exonukledza 1 nebo DNA
polymeraza 9), ptipadné¢ germinalni metylace MLHI. VétSinou se jednd o automatickym
sekvenovanim snadno detekovatelné mutace malého rozsahu (substituce, delece, inzerce) typu
missense (substituéni mutace ménici smysl polypeptidového vldkna zejména takovymi
substitucemi, které zpusobi zatazeni odliSné aminokyseliny pii proteosyntéze), nonsense
(nesmyslné mutace zptisobené deleci nebo inzerci jiného nez 3n nasobku mnozstvi bazi
zapticinujici vznik pfed¢asného termina¢niho kodonu v sekvenci DNA, pfiCemz syntéza
takového polypeptidu pak neni dokoncena a vysledkem je zcela nefunkéni protein), splice
junction mutace (sestithové mutace) nebo frameshift mutace. Frameshift mutace posunuji
Cteci ramec zafazenim jednoho nebo vice nadbyte¢nych nukleotidovych part, ¢imz dojde k
syntetizovani zcela odlisného polypeptidu nebo dokonce k piedCasnému ukonceni
proteosyntézy vznikem terminac¢niho kodonu (pokud je vSak zatfazen celoc¢iselny nasobek 3n
nukleotidi, prodluzuje se polypeptidovy fet€ézec o n aminokyselin podle inzertované
sekvence). [170,377] Velké delece celych exond byvaji nachdzeny hlavné¢ u MSH2 genu (az
1/3 mutaci) ale pomérmné casto i u MLHI genu. Podle literatury je 1 z 660 lidi nositelem
germindlni mutace nekter¢ho z MMR geni. [92]

Gen MLHI, v databazi lidskych gent a genetickych poruch OMIM (online mendelian
inheritance in man) vedeny pod &islem 120436, je lokalizovany na chromozomu 3p21 s
devatenacti exony v délce priblizn¢ 100 Kb. Dodnes bylo identifikovano vice nez 250
MLH1 byva casto jedinou diagnostikovanou malignitou kolorektalni karcinom. [261] Nekteti
autofi popsali mutace v tomto genu, jejichz pfitomnost se geograficky lisi. V rodinach s LS z
evropskych zemi a severni ameriky neni bézny karcinom zaludku, zatimco v asijskych zemich
jako je Korea a Japonsko nebo v Brazilii je hlaSena jeho vysokd incidence. [377,389,398]
Neexistuji vSak studie z téchto zemi zkoumayjici relativni riziko vzniku karcinomu zaludku u
lidi s mutovanym MMR genem. Dle literatury byly mutace v genu MLHI nalezeny u 50 %
ptipada s LS. [395]
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Gen MSH2, v databézi lidskych geni OMIM vedeny pod cislem 609309, se nachazi na
chromosomu 2p22-p16 se Sestnacti exony v délce 73 Kb a spolecné s MLHI piedstavuji vice
nez 90 % zarodecnych mutaci LS.[92,386,395] Pacienti se zarodecnou mutaci v MSH?2
vykazuji, na rozdil od nosi¢t mutace MLHI, Castéjsi vyskyt extrakolonickych nadort. [261]
V nékterych ptipadech se ukazuje, Ze pacienti s mutaci MSH2 maji vyssi riziko vzniko
karcinomu mocovych cest, Zaludku a ovarii. Mutace v genu MSH?2 byly nalezeny u 40 %
ptipadt s LS. [395]

Gen MSH6, v databazi OMIM vedeny pod ¢islem 600678, je na chromosomu 2p16 s deseti
exony v délce 500 Kb. V soucasnosti jsou zarodecné mutace v tomto genu identifikovany jako
Castd pricina atypického LS (tj. nesplnujiciho Amsterdamska kritéria). Prvni studie mutaci
genu MSH6 ukazuji, ze klinicky fenotyp postizenych rodin se 1isi od téch s klasickym LS
zpisobenym mutacemi MLHI a MSH2 genu. Jeho penetrance se zda byt niz$i, pficemz
pravdépodobné nejdiilezitéjsi klinickou manifestaci Zzen nesoucich mutaci MSH6 genu je
endometridlni karcinom. Uvadi se az Sestkrat ¢astéjsi asociace s karcinomy endometria nez
s nddory kolorekta a cast€jSi levostranna lokalizace CRC v porovnani s LS zplisobenym
mutacemi jinyjch MMR gent. Navic maji mutace MSH6, pravdépodobné diky tvorbé
alternativniho heterodimeru MSH2-MSH3, nizkou incidenci mikrosatelitni nestability a
vyskytuji se spise v mononukleotidovych sekvencich. [11,46,187,272,404,523,529]

Porovnani rodin se zarode¢nou mutaci v MLHI nebo MSH2 genu a rodin s mutaci genu
MSH6 ukézalo, ze v ptipadé MSHG6 byl vznik kolorektalniho karcinomu pozdéjsi (ve veku 54
let oproti 44 letim u p¥ipadt s mutaci MLHI a MSH?2). Zeny ve skupiné MSH6 vykazovaly
nizké riziko vzniku kolorektalniho karcinomu (30 % do véku 71 let), ale vysoké riziko vzniku
endometridlniho karcinomu (71% do 71 let). [404,202] Mutace v genu MSH6 se vyskytuji u
7-10 % ptipadi LS. [395]

Geny PMSI a PMS2, v databazi OMIM vedené pod ¢isly 600258 a 600259, jsou lokalizovany
na chromosomech 2q31-q33 a 7p22 s délkou 16 KB a 15 exony. Podle nékterych udaji
zpusobuji 5 % ptipada LS. [355] Prestoze je gen PMS?2 kli¢ovy v opravném sytému, jsou jeho
mutace v etiologii LS nebo Turcotova syndromu hlaSeny jen vzacné. [238] Mutace v genu
PMS?2 vedou vétSinou ke vzniku MSI-H tumort a jsou asociovany jak s ¢asnym kolorektalnim
tak 1 endometridlnim karcinomem, ale ani u nich neni penetrance pfili§ vysoka. [201,355,485]
Stale vSak existuji n€které nejasnosti v mechanismu, kterym se mohou PMS2 a PMS1 podilet
na predispozici ke vzniku karcinomu. [355] Mutaéni analyza genu PMS2 je ztiZena
pritomnosti jeho pseudogenti v genomu a jako pticina LS se uvadi u <5 % ptipadt. [447]

V roce 1994 byla poprvé urcena role gentt PMSI a PMS2 v LS u dvou neptibuznych rodin
identifikovanim in-frame delece (delece jednoho nebo nékolika kodonl bez poruseni ¢teciho
ramce ¢imz vznik4 bilkovina zkracend o jednu ¢i n€kolik aminokyselinovych zbytkil) v genu
PMS1I a nonsense mutace v genu PMS2. [361] Zmapovani 14 americkych a kanadskych rodin
s Turcotovym syndromem v roce 1995 odhalilo jedno dité s heterozygotni zarodecnou mutaci
PMS?2 genu a rozsahlou mikrosatelitni nestabilitou v normalnich buiikach. [184] V roce 1997
byla hldSena mutace typu missense v genu PMS2 u ditéte s Turcotovym syndromem bez
rodinné anamnézy (otec byl nosiCem stejné mutace, avSak bez diagnostikovan¢ho nadoru)
tohoto syndromu. [338] Dalsi dvé missense mutace v genu PMS2 u mladého pacienta s
Turcotovym syndromem bez rodinné historie tohoto syndromu byly popsany v roce 2000.
[112] Tyto mutace byly vrozené jak od otce i od matky, ktetfi byli oba heterozygotni pro
PMS?2. Krom¢ obou rodi¢ii bylo v rodin€ dalSich pét ¢lenti heterozygotnich pro jednu z téch
mutaci, ale Zadny z nich se neprezentoval zvySenou predispozici ke vzniku karcinomu. Tento
objev vedl k ndzoru, ze pro zvyseni predispozice ke kancerogenezi je potieba inaktivace obou
alel PMS2 genu, coZz potvrzuje mySlenku "two-hit modelu" navrhovanou Knudsonem. [269]
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V rozporu s témito nélezy je vSak studie, kterd identifikovala sedm mutaci genu PMS2, vCetné
tyf genovych pieskupeni (genomic rearrangements) a tif bodovych mutaci. [201] Sest z
téchto pfipadi vykazovalo znaky autozomalné dominantni dédi¢nosti, coZz naznacuje, Ze
heterozygotni PMS2 mohou predisponovat ke vzniku malignity. Vysetieni 99 probandi s
tumory asociovanymi s LS imunohistochemicky vykazujicimi izolovanou ztratu exprese
PMS2 detekovalo zarodecné mutace PMS2 u 62 % probandii (55 monoalelickych a 6
s bialelickymi mutacemi) s pouzitim long-range PCR a MLPA (multiplex ligation-dependent
probe amplification). [202] Pii popisu klinického fenotypu LS v této velké skupiné nosict
mutace PMS2 , bylo zjisténo, ze 65,5 % rodin s monoalelickou mutaci PMS2 spliovalo
revidované Bethesda guidelines. Incidence CRC byla 5,2 krat vyS$i a incidence
endometridlniho karcinomu byla 7,5 krat vyssi nez v normalni populaci. Tato ¢isla predstavuji
ve véku 70 let kumulativni riziko karcinomu v Severni Americe 15-20 % pro CRC, 15 % pro
endometridlni karcinom a 25-32 % pro jiné tumory asociované s LS. To znamend, Ze
penetrance u nosic¢li monoalelické mutace PMS2 byla nizsi nez u ostatnich MMR genti. Podle
téchto zjisténi PMS2 rodiny potencidlné zasluhuji upravené poradenstvi a sledovani pro
karcinomy, ale Zzadna doporuceni pro upraveny management nebyla dosud ptedloZena.
Pozd¢ji bylo identifikovano dal§ich sedm mutaci PMS2 genu ptes objeveni homologniho genu
lokalizovaného v jeho té€sné blizkosti (také na chromosomu 7p22-23). [355] Gen byl
pojmenovan PMS2CL a vykazuje 97 % podobnost s PMS2. Tento homolog ma mnoho
podobnosti s oblasti, ve které PMS2 protein interaguje s MLH1 proteinem za vytvoreni
komplexu MLHI1-PMS2. Je tvofen COOH koncem a je schopen generovat falesné
nemutované alely (wild-type alely). Podle Centra Biotechnologickych Informaci (National
Center for Biotechnology Information) existuje v ruznych oblastech nejméné 13 sekvenci
homolognich k PMS2. Uvadi se také, ze pritomnost PMS2CL genu brani detekci frameshift
mutaci v automatickém sekvenovani. Navic maly pocet detekovanych mutaci v exonech 1 az
5 genu PMS2 miiZze byt zplisoben existenci jinych homolognich oblasti, protoze velky pocet
homologi miize zna¢né snizovat schopnost detekovat mutace v PMS2 genu. To naznacuje, ze
mutace v PMS2 mohou byt mnohem c¢asté&jsi.

Nejcasteji postizenymi geny pii LS jsou tedy MLHI a MSH2? (dohromady vice nez 80 %),
dale nasleduje MSH6 (10 %) a zbylé piipady piedstavuji vzacna zarodecné postizeni dalSich
MMR gentd (PMS2, PMSI1, MSH3). [371] Zarodecné mutace MLH3 prozatim nebyly spojeny
s fenotypem LS. [94,205,274,302,379]

5.2 Genova preskupeni

Metodou MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) bylo zjisténo, Ze
prekvapivé velka ¢ast mutaci vyplyvajici z genomovych pteskupeni jednoho nebo vice exonti
muze postihovat geny MLHI a MSH2. [354] Mnoho studii demonstruje, ze genomicka
preskupeni predstavuji 15-55 % ze vSech mutaci MMR genti. [41,71,161,169,505,509,522]

V souboru 67 anglickych pacienti ¢inil podil genomickych ptreskupeni 15 % (t). 10 ptipadd),
s péti typy genomickych preskupeni. [9] Jina prace objevila rizné genomické delece u péti ze
Sestnacti (31 %) ptibuznych pacientli s podezienim na LS, ktefi nevykazovali zarodecné
mutace v genech MLHI a MSH?2. [537] Studie dalSich autor odhalila ¢trnact genomickych
pieskupeni u 85 pacientti (16,5 %), z nichz Ctyti byly v MLHI a zbylych deset v MSH2. [402]
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5.3 Abnormality v promotoru MMR genu

I ptes rozsahly vyzkum genetickych abnormalit v kodujicich oblastech MMR genti u pacientt
s LS, nebyly pfili§ prozkoumany mutace v promotoru téchto gent. Neékteré studie vSak
identifikovali zarode¢né mutace v centralni oblasti promotort téchto genii. Korejska studie
objevila tfi nové mutace v promotorové oblasti genu MSH2 u 141 pacientii s LS, u kterych do
t¢ doby nebyly detekovany zadné zarodecné mutace. [453] Tyto mutace v promotoru
ovlivitovaly pocatecni misto transkripce a misto pro navadzani transkripéniho faktoru.
Nasledkem toho vznikl novy DNA-proteinovy komplex. Tyto vysledky ukazuji, Ze mutace
v promotoru genu MSH?2 jsou zodpovédné za pocatecni proces vzniku tumoru u mensi Casti
piipadi s LS.

Jako epigenetické jsou oznaCovany dédicné zmény v genové expresi beze zmén v sekvenci
DNA, zahrnujici zejména metylaci DNA a acetylaci histond. Metylace postihuje téméf
vyluén€ cytosin (na patém atomu uhliku) v dinukleotidu CpG, ptipadné¢ chromatinové
struktury. [430,473] Dinukleotidy CpG (Cytosin-fosfat-Guanin) se vyskytuji hojné v
repetitivnich sekvencich a jejich akumulace vytvaii tzv. ostrivky CpG, které se casto
vyskytuji v oblasti promotoru genu, kde se vazi transkripéni faktory. Asi 60 % genli ma
promotory asociované s témito CpG ostriivky. Bylo demonstrovano, Ze v lidském genomu je
60-90 % z CpG ostruvkl metylovano v cytosinovych zbytcich, ptestoze oblasti bohaté na CG
bez metylace jsou Casto asociovany s aktivnimi geny. [154] Metylace této oblasti je spojena s
inaktivaci gent, pficemz metylace bud’ brani vazbé transkripcnich faktorti, nebo umoziuje
vazbu inhibi¢nich komplext, obsahujicich histon deacetyldzy a dalsi faktory, které vedou k
prestavbé chromatinu do inaktivni podoby, ¢imz je tento gen umlcen.

Studie potvrdily, ze hypermetylace MLHI, také nazyvana epimutace, neni omezena jen na
nadorové bunky. U nékterych pacienti hypermetylace jedné alely vznikd v prib&hu
germinace a je distribuovdna v somatickych bunkach.[154,339,430,469,473] Prestoze se
zarode¢né mutace v genech prendseji vérné napii¢ generacemi v mendelovském vzoru,
epimutace nezahrnuji zmény DNA sekvence a jsou relativné nestabilni vi¢i procesu
epigenetického preprogramovani v zarodecnych bunkdch. V jedné studii zkoumajici 160
pacientll s podezienim na LS byla objevena pacientka vykazujici hemimetylaci MLHI, ktera
tuto alelu zdédila po matce. [207] Pozorovani naznacuji, Ze epigenetické chyby mohou
vznikat Castéji béhem oogeneze a mohou se vice udrzovat béhem tohoto procesu. Tato
hypotéza miiZe byt potvrzena reverzi epimutace syna této pacientky. Na zaklade¢ prace, ktera
objevila pfitomnost metylace ve spermatozoidech (i kdyZ u méné nez jednoho procenta) syna
jiného pacienta s metylaci, nelze vSak ani vyloucit dédicnost po otci. [469] V dalsi praci,
zkoumajici 24 pacientti s kolorektalnim nebo endometridlnim karcinomem diagnostikovanym
pfed 50 rokem vé&€ku, vykazujicim mikrosatelitni nestabilitu, ale bez potvrzeni zarodecné
mutace v MMR genech, méli dva pacienti typickou epimutaci v MLHI a vSechny somatické
buiiky hemimetylované. [208] Syn jednoho z nich vykazoval ¢astecnou metylaci MLH]I,
avSak analyza jeho spermatozoid neukazala zddnou. U druhé pacientky, piestoze predala jeji
haplotyp jednomu z jejich déti, nebyl nalezen Zadny dikaz metylace, pravdépodobné diky
reverzi béhem gametogeneze. Tyto vysledky naznacuji, Ze doSlo k nekompletni reverzi
epimutace s moznosti, ze predand alela mliZe mit vEétSsi nachylnost k pribéhu nasledné
metylace v dal$i generaci. Hypermetylace spojend s umlcenim MLHI muze tedy pfedstavovat
alternativu k "two-hit" modelu.[312,430]

Pacienti se zarode¢nou hypermetylaci MLHI jsou hlaSeni vzacné. [154,208]. Pro tyto udélosti,
puvodné popsané jako zarodecné epimutace, je spiSe vhodn€j$i oznaeni konstitucni
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epimutace, odrdZejici aberantni umlCeni genu, ktery je pifi absenci sekvencni mutace
v somatickych tkanich normalné aktivni. Pacienti nemaji v genu MLHI zmény v sekvenci
nebo pieskupeni a tato epimutace se jevi jako mozaika, zahrnujici rizné tkané€, v rizné mife.
Je obvykle reverzibilni, takze potomci byvaji nepostizeni, ale u né¢kolika rodin byla dédi¢nost
prokézana. Pacienti s touto epimutaci maji ¢asny ndstup LS nebo mnohocetné malignity
vramci LS. [206] Vzhledem k tomu, Ze LS je obecné¢ vniman jako dusledek zarodecné
mutace MMR genli, mize neznalost tohoto odlisného mechanismu vedouciho ke stejné
dysfunkci MMR proteini a tim i1 stejnému klinickému postizeni, zpisobit diagnostické
rozpaky.

Byly popsany i zarode¢né delece 3' konce genu EPCAM (diive nazyvaného TACSTDI)
lokalizovaného v blizkosti genu MSH?2, které zase vedou k epigenetické inaktivaci genu
MSH?2. [276,294] Uml€enim genu MSH?2 ve tkanich, které exprimuji EPCAM, vznika fenotyp
odpovidajici LS. [276] Pfi vySetfovani dvou rodin, kdy byla delece izolovana na stop kodon
genu EPCAM, byl pfitomen pouze fenotyp s postizenim colon. [320] V jiné studii, kdy delece
zahrnovala také kritické ¢asti promotoru MSH2, byl plné rozvinut fenotyp LS. [263] U tady
mutaci a polymorfizmit MMR gent nebyl vsak jejich klinicky vyznam dosud objasnén.

Konstitu¢ni epimutace MLH1 a MSH?2 mohou tedy byt také vzacné identifikovany u LS rodin
bez sekven¢nich mutaci MMR genil. [154,207,294,469] Podobné jako zarode¢né mutace
vykazuji konstituéni epimutace MSH2 klasicky autozomalné¢ dominantni vzor dédicnosti a
jsou spojeny s 50 % rizikem pienosu na potomky. [294,343]

5.4 Homozygotni bialelické mutace MMR genti

VétSina piipadid LS se tyka dominantnich mutaci zahrnujicich jednu alelu MMR genu, ale
existuji 1 vzacné piipady bialelickych mutaci. Prvni zminky pochéazeji ze zpravy o tfech
sourozencich, jejichz rodi¢e byli pokrevné piibuzni a u kterych se zdéalo, ze maji
neurofibromatézu (NF1) doprovazenou leukémii nebo lymfomem v kojeneckém véku,
asociovanou s bialelickou zarode¢nou mutaci MLHI. [418] Pozdé&ji byla v jiné geografické
oblasti popsana podobna rodina s jinou MLHI mutaci. [149] Jedendctilety chlapec mél café-
au-lait skvrny a rozvinuty metastaticky duodendlni adenokarcinom, vznikly malignizaci
tubulovilozniho adenomu. Jeho devitileta sestra, také s café-au-lait skvrnami a axilarnimi
pihami méla malignizované kolonické polypy. Jejich Sestiletd sestra vykazovala café-au-lait
skvrny, vlasaté (hairy) névy a plexiformni neurofibrom jazyka, ale bez rozvinuté vniini
malignity. PfestoZe nebyla splnéna kritéria AC-I, dva pfibuzni méli v Sesté dekad¢ karcinom
zaludku a CRC. Rodice téchto tii déti byli pokrevné ptibuzni, ale ani u jednoho z nich nebyl
diagnostikovan karcinom. Néktefi autofi se pokusili zavést pro toto onemocnéni zpisobené
bialelickymi mutacemi MMR genli, jejichZz deficience se zaméfuje na geny NF
(neurofibromatézy), novy nazev. Napiiklad sdlGrazem na tumory tlust¢ho stfeva,
leukémii/lymfom a rysy NF byl navrzen termin ,,CoLoN®. [33] V jiném pfipad¢ byl,
s odvolanim na terminy Lynchiv syndrom I a II navrZzené v roce 1984, upiednostiiovan nazev
Lynchtiv syndrom III. [58,137] Ani jeden z téchto terminti se vSak neujal. V souCasnosti se
pro tyto piipady s bialelickou mutaci v jenom z MMR genli, manifestujici se predev§im
karcinomem v détstvi, hematologickymi malignitami a skvrnami café au lait, pouziva termin
syndrom konstituéniho mismatch-repair deficitu (constitutional mismatch repair-deficiency
syndrome, CMMRD). [525]

19



5.5 Rekurentni a ancestralni mutace

Bézné se vyskytujici mutace mohou byt rekurentni (tj. vyskytujici se opakované de novo)
nebo ancestralni (tzv. founder mutace), které¢ se objevi jednou (u tzv. zakladatele) a poté se
piredavaji na potomky. Dulezitym aspektem rekurentnich a founder mutaci je, Ze jejich
testovani v prvnim kroku mutze snizit néklady molekuldrni diagnostiky u vyclenénych
populaci. Nejzndméjsi rekurentni mutaci zpusobujici LS, ktera se vyskytuje celosvétoveé a
muze zpusobovat 5-10 % ze vSech LS, je transverze A — T v donorovém misté sestiihu
intronu 5 genu MSH2 s oznaCenim ¢.942 + 3A — T. [115,147,186,299,300] V kanadském
Newfoundlandu se vyskytuje také jako founder mutace, odpovédna za 20-25 % ze vSech LS,
jejimz tzv. zakladatelem (prvni u koho se objevila a dalsi ji po ném dédili) byl mistni osadnik
pred vice nez 300 lety. [172]

Ve Finsku byla zase popsana delece exonu 16 genu MLHI, ktera se datuje pravdépodobné
1000 nebo 1 vice let zpét a v nékterych ¢astech Finska zodpovida za vice nez 50 % vSech LS.
[341,370] Dalsi founder mutace (MSH2 1906G — C) byla zdokumentovana v populaci
askenazskych Zidi a &ita okolo 20 % vsech LS. [93,144]

Pres heterogenitu populace Spojenych stati americkych byla 1 zde identifikovana founder
mutace jakozto genomova delece exond 1-6 genu MSH?2. [354,505] Tato mutace zUstavala
dlouho neobjevena, protoze ji nelze detekovat standardnimi sekvenovacimi metodami.
Sekvence zlomovych bodl této delece exonit 1-6 a haplotypti obklopujicich mutaci byla
identicka v pfibuzenstvu rozSifeném po 14 statech, coz hovoii pro spole¢ny plvod této
mutace pojmenované jako American Founder Mutation (AFM). [314,505,506] Nasledné bylo
odhadnuto, Ze velké delece, véetné AFM, tvoii az 20 % vSech Skodlivych mutaci MSH?2 genu.
[100] V identifikaci 32 rodin nesoucich AFM pomohla robustni multiplexova polymerazova
fetézova reakce (PCR). Testovani rodinnych pfislusniki pomoci mistné specifické
diagnostické polymerazové tetézové reakce (PCR) vedlo k identifikaci 126 nosi¢i AFM.
Genealogické studie pak spojily 27 ze 41 rodin nesoucich AFM do sedmi rozsahlych
rodokmentl, které byly sledovany zpét az do 18. stoleti bez jakéhokoliv dikazu o dalsi
vedouci ke vzniku mutace, nez se ptivodné predpokladalo. Pravdépodobné k ni doslo jesté v
evropské populaci nebo v populaci piivodnich Ameri¢anti. To znamend, ze AFM by mohlo
byt v USA mnohem castéjsi, nez se dosud predpokladalo. [100] Objeveni této founder mutace
by mohlo zvysit i¢innost a nasledné snizit ndklady na identifikaci pacientl s LS, ktefi by pak
mohli byt vhodnymi kandidaty pro cilené protinadorové postupy. [93]
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6 Varianty Lynchova syndromu

Jak jiz bylo popsano vyse, mohou se klinické projevy LS liSit v zavislosti na postiZzeném genu
nebo konkrétnim typu mutace. Zatimco mutace MLHI je Casto spojena s diagnézou CRC
jakozto jedinou malignitou, u pacientl se zarodeCnou mutaci v genu MSH2 se cCastéji
vyskytuji extrakolonické nadory. [261] Mutace v genu MSH6 a PMS2 se vyznacuji nizsi
penetranci, pficemz mutace MSH6 je spojovana s CastéjSim vyskytem karcinomu endometria
a levostrannou lokalizaci CRC. [46,187] Na zakladé téchto a déale uvedenych fenotypickych
vlastnosti vznikaji nékdy takové kombinace klinickych znaka, které zapticinili popis novych
klinickych syndromi. Ve skute¢nosti jde vSak pouze o varianty LS.

6.1 Syndrom Muir-Torre

Syndrom Muir-Torre (MTS) byl prvné popsan dvéma nezavislymi skupinami autort, v roce
1967 jej popsal Muir s kolektivem a rok poté Torre s kolektivem. [347,481] Jde o vzacnou
genodermatozu charakterizovanou kombinaci alesponi jednoho kozniho tumoru sebace6znich
zlazek a nejméné jedné visceralni malignity. [193,251,357] Po né&kolika letech byl
identifikovan fenotyp MTS u pacientd s LS a zacalo se tak hovofit o jejich mozné spojitosti.
[316] Dnes je MTS povazovan za podtyp LS vzhledem k jeho spojitosti se zarode¢nou mutaci
DNA MMR geni (ptedevS§im MLHI a MSH?2). [34] Vzor dédicnosti MTS je vétSinou
autozomdlné¢ dominantni s vysokou penetraci a variabilni expresi, ale jsou hlaSeny 1
sporadické ptipady. Vice nez 90 % pacientii s MTS vykazuje mutace genu MSH?2 a piiblizné
70 % z MTS asociovanych tumort vykazuje mikrosatelitni nestabilitu. [193,211,324,328,406]
MTS predstavuje jedinou variantu LS vykazujici premorbidni fenotyp a umoziujici tim n¢kdy
diagnoézu LS, na zékladé¢ koZnich sebacedznich tumord, jest€¢ pfed rozvojem visceralni
malignity. Sebace6zni nadory predchazeji visceralni malignity ve 22 % ptipadt, v 56 % se
rozviji pozdéji a v 6 % se vyskytuji soucasné [10,101,141]. Prezentuji se primérné ve véku 53
let a muzi jsou postizeni Castéji, s pomerem 3:2. [193,357,400] Sebacedzni tumory byvaji
mnohocetné, ale mohou byt i solitarni a zahrnuji sebace6zni adenom, sebaceom/sebacedzni
epiteliom, sebacedzni karcinom, keratoakantom se sebacedzni diferenciaci, bazaliom se
sebacedzni diferenciaci a cystické sebacedzni neoplazie. [18,171,193] Sebacedzni hyperplazie
se muze vyskytovat u MTS, ale nespliiuje diagnosticka kritéria. [446]

Obecné lze fici, ze mnohocetné kozni nadory se sebacedzni diferenciaci vyskytujici se u
jedinct pted 50. rokem Zivota nebo postihujici t€lni partie mimo oblic¢ej, podobné jako
mnohocetné keratoakantomy vznikajici na mistech chranénych pted sluncem u mladych osob,
vyvoléavaji silné podezieni na MTS. [446] Sporadické sebacedzni tumory vznikaji predilekéné
v mistech bohatych na sebace6zni Zlazky, jako nos a o¢ni vicka, ale mohou se objevit 1 na
jakychkoliv jinych mistech, kde se vyskytuji sebacedzni Zlazky. Sebacedzni tumory
asociované s MTS jsou castéji lokalizované od krku doll, naopak vyskyt periokularnich
sebaceoznich tumort je u MTS vzacny. [456] Klinicky se MTS asociované tumory nelisi od
sporadickych. Jde vétSinou o malo napadné, hladké, nazloutlé ¢i nartizovelé papuly a noduly,
n¢kdy s centralni vkleslinou, velikosti do 5 cm. [132] Sebacedzni karcinomy mohou mit na
povrchu ulceraci, neostrou hranici, rychlejsi riist a vétsi rozméry. Sebacedzni karcinomy se
mohou vyskytovat kdekoli na téle, vcetné obliceje, usi a zevniho genitalu, ale obvykle
vznikaji v Meibomskych Zlazkach ocnich vicek, kde miize dojit k jejich zdméné za chalazion,
karbunkl nebo chronickou blefarokonjunktivitidu. Tumory asociované s MTS jsou casto
nodulocystické a Casto se vyskytuji na trupu a koncetinach. Sebace6zni karcinom, narozdil od
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benignich nadorti, vykazuje typické =znaky malignity. [18,399] Histologické typy
sebacedzniho  karcinomu zahrnuji  bazaloidni, vfetenobunécnou, skvamoidni a
dediferencovanou (pleomorfni) variatu. [18] Sebacedzni karcinom je imunoreaktivni na
cytokeratiny AE1/3, nizkomolekularni cytokeratiny, EMA (epitelialni membranovy antigen),
anti—breast carcinoma-associated antigen-225 (BCA-225, CUI18), anti-CA 15-3 (cancer
antigen 15-3) a protein androgennich receptorti (androgen receptor protein). Naopak
nereaguje s karcinoembryonalnim proteinem (CEA), S-100 proteinem nebo GCDFP-15 (gross
cystic disease fluid protein-15). [21,42] Cystické sebacedzni tumory jsou vzacné 1éze, které
byly zaznamendny pouze u pacienti s MTS a zahrnuji spektrum od benignich cystickych
adenomui az k proliferujicim cystickym sebacedéznim tumorim. [6,431] Bazaliom se také
muze u pacienti s MTS vyskytovat v oblasti hlavy a krku. Pokud se bazaliom vyskytne
vicecetné nebo v ¢asnéjsim véku, mél by byt podnétem pro zvazeni podkladové mendelianské
poruchy, jako napftiklad ,,basall cell nevus syndrome®, ,,xeroderma pigmentosum® nebo jiné
genodermatozy s defektni replikaci nebo opravou DNA, jako je MTS. [86]

Nejcastéjsi  viscerdlni malignitou jsou kolorektdlni adenokarcinomy, nasledované
urogenitalnimi karcinomy, ddle endometridlni karcinom a méné Casto pak karcinom prsu,
hematologické malignity nebo karcinom Zaludku. Adenokarcinomy tlustého stfeva asociované
s MTS se vice objevuji proximalné od splenické flexury. [357] Sebacedzni tumory i visceralni
malignity v rdamci MTS vykazuji ve vét§i mife zmnoZeni tumor infiltrujicich lymfocyti a
peritumoralni lymfocytarni infiltraty v porovnani s odpovidajicimi sporadickymi tumory.
[378,449] Ackoli CRC u pacientli s MTS ¢asto vykazuji vice tumor infiltrujicich lymfocytl a
histologickou heterogenitu, nejsou histologické rysy dostateéné¢ specifické k predpovédi
mikrosatelitni nestability. [17,449]

Sebacedzni nadory se vyskytuji v populaci vzacné a vice nez 50 % je jich asociovano s MTS.
Je proto vhodné vysetfovat vSechny tyto tumory imunohistochemicky, bez ohledu na
nadorovou zatéz, lokalizaci nebo ve&k pacienta. [140,287,378] Zarovein se doporucuje
screening na viscerdlni malignity. Kromé horni a dolni gastrointestinalni endoskopie pro
vSechny pacienty se sebacedznimi tumory doporucuji néktefi autofi i urogenitalni dohled.
[405] Mezi dalsi vySetieni miZe patfit 1 pravidelné rtg hrudniku, sledovani sérové hladiny
CEA (karcinoembryonalni antigen), cervikdlni a mocova cytologie, endometrialni biopsie a
abdominalni CT. [407]

Pro potvrzeni diagndézy MTS je stejné jako u LS vyzadovéano potvrzeni zdrode¢né mutace,
kterému piedchazi vySetfeni mikrosatelitni nestability. [91] Imunohistochemické panely pro
sebacedzni kozni nadory by mély zahrnovat alespon MLH1, MSH6 a PMS?2 s nebo bez MSH?2.
[90] Piestoze je IHC ztrata exprese proteinu MMR vysoce podezield ze zarode¢né mutace,
muze byt i vtomto pfipadé zplsobena sporadickou mutaci MMR genu. Dochazi k nim se
zvySenou frekvenci také u pacientll po transplantaci. [424] V piipadé IHC intaktnich MMR
proteint je ale u pacientli s osobni nebo rodinnou anamnézou CRC genetické vySetfeni pfesto
indikovano (podobné¢ jako u jinych ptipadi LS).

V diferencialni diagnostice je tfeba brat v vahu dalS$i poruchy (shrnuté v kapitole
diferencidlni diagnostika), které se prezentuji koznimi noduly, jako Gardnertv syndrom,
Cowdentliv syndrom, mnohocetné trichoepitheliomy, basal cell nevus syndroum, mnohocetné
keratoakantomy a tuber6zni sklerdza. [163,262,423,518]

Pro nizky maligni potencidl koznich 1ézi asociovanych s MTS (kromé& sebacedzniho
karcinomu) spocivd jejich 1écba v kompletni chirurgické excizi. [193,357] Lécba
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sebacedzniho karcinomu vyzaduje Sirokou chirurgickou excizi nebo Mohsovu mikrografickou
chirurgii (Mohs micrographic surgery, MMS). Tento karcinom ma sice u MTS v porovnani se
sporadickymi piipady lepsi prognézu, ale piesto mize mit agresivni chovani se sklonem k
recidivam, angioinvazi nebo vzdalenym metastazdm s imrtnosti az 25 %. [18,69,193,357]

Ptestoze je MTS vzacny, identifikace postizenych pacienti a jejich rizikovych rodinnych
ptislusnikii umozituje odpovidajici vySetfeni a screening na viscerdlni malignity, ¢imz se
vyznamn¢ snizi morbidita a mortalita.

6.2 Turcotiv syndrom

Turcotiiv syndrom (TS) byl prvné popsan v roce 1959. [346,479,486] Vyznacuje se vznikem
primarnich nadort centralniho nervového systému (CNS) jako je glioblastoma multiforme
(GBM) nebo meduloblastom, spolu s ¢etnymi adenomatéznimi kolorektalnimi polypy a
adenokarcinomy. TS je nc¢kdy také oznacovéan jako ,brain-tumor polyposis* pro vyskyt
primarnich tumord mozku spolecné s mnohocetnymi kolorektdlnimi adenomy nebo
karcinomy. [310,388] Obvykle se projevuje v mladistvém véku a mize byt geneticky urcen
bud’ jako familiarni adenomatozni polypdza (FAP) nebo Lynchiiv syndrom (LS). [225,338]
Vzor dédi¢nosti je autozomalné dominantni. [225,292] Syndrom byl v roce 1997 na zakladé
n¢kterych projevi rozdélen na dva typy. [388] TS typu I je charakterizovan ptfitomnosti
glidlnich tumort v détstvi 1 dospélosti a relativné malym mnoZzstvim kolonickych polypt se
vznikem adenokarcinomu. TS typu II se projevuje az tisicovkami polypt tlustého stifeva a
zvySenym rizikem vzniku meduloblatomu pfedevSim v détstvi. Geneticky podklad obou typt
je také odliSny. [184] Prvni typ se projevuje, stejné jako LS, mutaci genu MMR a ma vysoké
riziko vzniku GBM. V tomto pfipadé byly mutace detekovany zejména v genech MLHI a
PMS2. [112] Druhy typ se manifestuje zdrodecnou mutaci genu APC (adenomatous polyposis
coli), ktera se obvykle nachdzi u familidrni adenomatdzni polypézy (FAP) a vyznacuje
se vysokym rizikem vzniku meduloblastomu. [283,387,388] Tuto klasifikaci vSak nelze
aplikovat na vSechny pfipady z literatury, protoze nckteré zpravy hovoii o ptipadech se
souCasnym vyskytem GBM a meduloblastomu. [331] To ovSem muze byt zpisobeno
naptiklad 1écbou meduloblastomu celomozkovou radiacni terapii, na zakladé¢ které muze
vzniknout radiaci indukovany GBM. HlaSen je ovSem 1 vyskyt jinych tumorli nez GBM a
meduloblastom. [472] Fenotypické spektrum FAP a LS se obvykle liSi v po¢tu a velikosti
adenomil tlustého stfeva a n€kdy se rozdéluje na tii typy. [63,224,226] Prvni typ je
charakterizovan mnohocetnymi polypy v po¢tu mezi 20-100, z nichz n€které mohou byt vetsi
nez 3 cm v pruméru. Typ 2 je spojen s vyskytem malého poctu polypl (obvykle méné nez
10). U typu 3 se vyskytuji mnohocetné malé polypy typické pro klasickou FAP.

Neékterd pozorovani naznacuji, ze vétSina pacient s TS s malym poctem kolorektalnich
neoplazii, CRC v détstvi nebo adolescenci, glioblastomem nebo skvrnami café au lait maji LS
spiSe nez FAP. [184,224,413,479] Histopatologické rozliSeni mezi sporadickym GBM a GBM
asociovanym s TS nebylo dosud dostatecné objasnéno. U tfech pacienti s TS-
asociovanym GBM zahrnovaly histologické znaky obrovskobunétnou (giant-cell) variantu
GBM, ve dvou piipadech se sarkomatdéznimi zménami. [310] Nejcastéji hlaSenymi tumory
CNS asociovanymi s TS jsou GBM a anaplasticky astrocytom. Z 33 hlasenych ptipadi bylo
21 GBM a anaplastickych astrocytomtl. [232] VétSina ptipadd TS z literatury je
charakterizovana rozdilnymi ¢asovymi intervaly mezi klinickou prezentaci tumoru CNS a
adenokarcinomem tlustého stfeva. [88,184] Soucasna klinickd prezentace GBM a
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preziti. Navic je podle vétSiny hladSenych piipadi pfitomnost GBM asociované¢ho s TS
moznou piedzvesti kratSiho pfezivani v porovnani s ostatnimi tumory CNS a zaroven
pfitomnost GBM ma také v porovnani s ostatnimi tumory CNS asociovanymi s TS negativni
vliv na ptezivani. [331,413]

V nékterych pfipadech maji pacienti s TS dalsi symptomy typické pro jiné familiarni
polypdzy tlustého stfeva. Zaznamenany jsou pigmentované 1éze ocniho pozadi, epidermalni
inkluzni cysty, osteosklerotické 1éze Celisti, cafe-au-lait skvrny nebo lipomy. Zarodecné APC
mutace jsou detekovatelné u 2/3 pacientd s TS a zbyvajici 1/3 predstavuji mutace MMR gend.
Molekularni analyzy ukazaly, ze mutace TS mohou byt heterozygotni, homozygotni nebo
smiSené heterozygotni. [88,112]

6.3 Syndrom konstitu¢niho mismatch repair deficitu

Jak jiz bylo zminéno v kapitole Genetika, syndrom konstitu¢niho mismatch repair deficitu
(constitutional mismatch repair deficiency, CMMRD) je velmi vzacné se vyskytujici porucha
zpusobend zarodecnou bialelickou mutaci MMR genti. Dédi¢ny vzor je autozomalné recesivni
a vyskytuje se tedy predev§sim jako wvysledek ptibuzenskych vztahi. CMMRD je
charakterizovan nadory zaZzivaciho traktu, nddory mozku, hematologickymi malignitami a
koznimi 1ézemi. CRC je v téchto piipadech diagnostikovéan jiz v primérném véku 16 let a
fenotypicky obraz ¢asto mize pfipominat neurofibromatozu 1. typu (NF1), zejména vyskytem
skvrn café-au-lait. [28,33,149] Mozkové nadory jsou reprezentovany predevsim glioblastomy
vznikajicimi v prvnich dvou dekddach Zivota a hematologické malignity tvoii hlavné T-
lymfomy. [33,149] Dal§imi malignitami mohou byt embryondlni nadory a
rhabdomyosarkomy. Rodokmeny pacientt s CMMRD vétSinou vykazuji jen malé stopy
dédi¢nych naddorovych syndromt a vétSina rodict je nepostizenych. [124] Rodinna anamnéza
je proto Casto nepiinosna. Pro diagnostiku ma THC stanoveny deficit exprese MMR proteini
vy$$i senzitivitu neZ analyza MSI. [30] Vyhodu pifedstavuje mozZnost provést IHC vySetieni v
nutnost upraveného screeningové management vzhledem k fenotypickym projeviim a jejich
manifestaci jiz ve velmi mladém véku.
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7 Diagnostika

Vcasna klinicka diagnostika LS je vétSinou obtiznd z divodu absence tzv. premorbidniho
fenotypu. To znamend, Ze nejsou pfitomny benigni zmény, které by umoznily diagnézu LS
jesté pred vznikem maligniho tumoru. Vyjimku mohou tvofit kozni nadory sebacedznich
zlazek a keratoakantomy, které v ptipadé MTS nckdy predchédzeji vznik interni malignity,
nebo skvrny café au lait pacientii s bialelickymi mutacemi MMR gen u varianty LS
oznacované jako syndrom konstituéniho deficitu MMR. [10,101,123,141,484]

Podezieni LS je tedy vétSinou vysloveno az pfi nalezu maligniho tumoru. Diagnoza LS je
proto dulezitd predevSim pro rodinné piislusniky pacienta, u kterych pak lze, pfi prokazéani
dédicné mutace, vhodné zvolenym screeningem piedejit vzniku malignity nebo alespon
docilit jejiho v€asného zachytu. I v nepfitomnosti typickych klinickych znakdi musi vSak
existovat kritéria pro vyhledavani rizikovych pacientii vhodnych pro genetické vySetteni. LS
je definovéan zarode¢nou mutaci v DNA MMR genu. [54] Pro finan¢ni a materialni naro¢nost
genetického vySetfeni vSak neni standardem diagnostiky testovat kazdého pacienta s CRC na
zarodecné mutace v DNA MMR genech. Proto byly vyvinuty dalsi vySetfovaci metody
s cilem vytipovat rizkové pacienty vhodné ke genetickému vySetfeni na zdrodecnou mutaci.
Zadna z téchto vysetfovacich metod viak neni 100 % specificka pro LS a z diivodu zvyseni
zachytnosti by proto mély byt pouzivany v kombinaci. Vyhodou téchto vySetfovacich metod
je také moznost jejich provedeni na archivované tkéni vzorki z chirurgickych resekei tumoru
nebo biopsii fixovanych formalinem. Ne¢kteii odbornici doporucuji i testovani adenomut
vétSich neZ jeden centimetr u rizikovych jedinct.

7.1 Klinicka diagnostika

Dutlezitou roli v diagnéze LS hraje ziskani komplexni rodinné anamnézy nadort vSech
anatomickych oblasti s dirazem na hlavni znaky LS. Algoritmicky pfistup pro posuzovani
rizik, vySetfovani a screening pacientd a jejich rodinnych pfislusnikd s pokyny pro klinickou
praxi vSak neni zcela jednotny. [318] Mezi profesionalni skupiny, které vyvinuly obecny
konsenzus pro sledovani a management LS patii zejména American Cancer Society,
American Society of Colorectal Surgeons, National Comprehensive Cancer Network (NCCN)
a United States Gastrointestinal Consortium (American Gastroenterology Association).
[97,352,458,528] Jiné skupiny jako napiiklad American Society of Clinical Oncology a
National Society of Genetic Counselors se pak zaméftily predevSsim na vlastni genetické
testovani. Zpocatku se klinickd diagnostika LS opirala o tzv. Amsterdamska kritéria (ACI),
shrnutd v tabulce 2. [492] Vzhledem k tomu, Ze u LS se vyskytuji i1 extrakolonické tumory,
pfestoZe ne tak Casto jako CRC, miZe znalost spektra téchto tumort také pomoci vyslovit
podezieni na fenotyp LS. ACI ovSem tyto tumory piehlizela, takze nasledné doslo k jejich
revizi na Amsterdamska kritéria I1 (ACII), viz tabulka 3. [495]

7.2 Histologie

Histologické vysSetfeni je zdkladni a nejméné finanéné€ naro¢nou metodou v diagnostice LS.
Vyuziva toho, Zze MSI-H tumory (pfedev§im CRC) vykazuji typické histologické znaky
zahrnujici lymfoidni odpovéd’ organismu charakterizovanou tumor infiltrujicimi lymfocyty,
peritumordlnim lymfoidnim lemem nebo Crohn-like lymfocytarni reakei, mucin6zni
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morfologii nebo se vyznacuji buikami tvaru pecetniho prstenu (signet-ring cells) se Spatnou
diferenciaci. [237,239,240,459] Medularni karcinom byl popsan jako podtyp v klasifikaci
Svétové zdravotnické organizace (World Health Organization classification, WHO) a
vyskytuje se témét vyhradné v tumorech s MSI-H. [183] Tato typicka morfologie spolecné s
klinickymi znaky dala vznik pokynim Bethesda guidelines (BG) a jejich pozdé&ji revidované
verzi (Revised Bethesda Guidelines, RGB), shrnutym v tabulce 4 a 5. [280,487] Ani RGB
vSak nejsou schopny zachytit odhadem az 25 % pacientl s LS, zejména v ptipadé mutace
genu PMS2 nebo MSH6. [121,186,197,201,268,303] Ukazalo se, ze samotné histologické
znaky charakteristické pro CRC s MSI-H maji vys$i senzitivitu nez souhrn zbyvajicich ctyf
kritérii RBG. [218, 244] Snaha nalézt efektivnéjsi algoritmus detekce MSI-H karcinomt vedla
ke vzniku dalSich modelt predikujicich MSI-H status karcinomu. [31,59,173,342,426] Model
MMRpredict vyuziva pro vypocet rizika mutace genu LS u pacienta jeho pohlavi, vék v dobé
diagndzy, lokalizaci nddoru (proximalni nebo distalni), vyskyt viceCetnych CRC
(synchronnich nebo metachronnich), vyskyt endometridlniho karcinomu u nékoho
z ptibuznych prvniho stupné a vék v dobé diagnézy CRC u piibuznych prvniho stupné.
Hl4Sena senzitivita a specifita toho modelu byla 69 % nebo 90 %. [36,173] Tento model je
dostupny online na http://hnpccepredict.hgu.mrc.ac.uk/.

Model MMRpro vyuziva k ur€eni rizika zarodecné mutace MLHI, MSH2 nebo MSH6 genu
osobni a rodinnou anamnézu kolorektalnich a endometrialnich karcinomi, vék v dobé
diagnoézy a vysledky molekuldrniho vySetifeni na MMR geny, pokud jsou dostupné. [36]
Tento kalkulator rovnéz uvadi riziko vzniku karcinomu v budoucnu u asymptomatickych
nosic¢l mutace a dalSich nepostizenych jedinct. Senzitivita u tohoto modelu je uvadéna 89 %
respektive 85 %. Model MMRpro je taktéz dostupny online, na adrese
http://www4 . utsouthwestern.edu/breasthealth/cagene/.

Model PREMMI,2,6 vyuziva jako proménné pohlavi, osobni a rodinnou anamnézu
kolorektalnich, endometridlni a ostatnich karcinomt LS. [259] Vysledkem je konkrétni odhad
rizika mutace MLHI, MSH2 a MSH6 genu. Analyza ptesnosti tohoto modelu ukazala
senzitivitu 90 % a specifitu 67 %. Pouziti tohoto modelu pro stanoveni rizika LS u obecné
populace je nakladové efektivni, pokud byl pouzit 5 % cutoff jako kritérium pro podstoupeni
genetického  vySetfeni zarode¢né mutace. [116] Model je k dispozici na
http://premm.dfci.harvard.edu/.

V soucasné dobé¢ se jako jeden z nejefektivnéjSich jevi model Model PREDICT (Pathological
RolE in the Determination of Instability in Colorectal Tumors) nebo jeho zjednoduSena
semikvantitativni forma Semi PREDICT skore. [218] Tento model vyuziva lokalizace CRC,
véku pacienta a pfitomnosti histologickych znakid. Konkrétn€ jde o piitomnost mucinu
dissekujiciho stroma v jakémkoli mnozstvi, pfitomnost tumor-infiltrujicich lymfocytt (TIL),
peritumoralni lymfoidni lem a zastoupeni plazmatickych bun¢k mezi leukocyty ve stromatu
ptevysujici 25 % (model PREDICT a Semi PREDICT jsou shrnuty v tabulce 6).

CRC vramci LS vznika zkonven¢niho adenomu (tubularniho, vilézniho popiipade
tubulovil6zniho), zatimco sporadické MSI-H karcinomy, obvykle zplisobené somatickou
metylaci promotoru genu MLHI, vznikaji vétSinou ze sesilnich serrated adenomil (SSA).
Prestoze ne vzdy je pii histologickém vySetfeni prekurzorova 1éze zachycena, pokud se na
okraji CRC vyskytuji zbytky SSA, lze usuzovat, Ze jde pravdépodobné o sporadicky
karcinom. [237]

26



7.3 Imunohistochemické vysetieni

7.3.1 Imunohistochemické vySetieni exprese MMR proteint

Zarodecné 1 somatické mutace DNA MMR gent se projevuji ztratou nebo snizenim produkce
MMR proteinu produkovaného timto genem. Imunohistochemické vySetfeni nadort vyuziva
protilatky proti MMR proteiniim pro odhaleni ztraty této exprese. [66,296] Geny MLHI a
MSH? jsou oznaCovany jako hlavni a jsou stabilizovany interakcemi s nékterym z vedlejSich
DNA MMR gent (PMS2 a MSH6), se kterymi pracuji jako heterodimery tvorené¢ komplexy
MLHI-PMS2 a MSH2-MSHG6. [56,89] Vedlejsi DNA MMR geny jsou zavislé na svych
vazebnych partnerech pro expresi na urovni proteinu a proto je exprese proteini MLHI1 a
PMS2 nebo MSH2 a MSH6 ztracena vétSinou soucasné a ukazuje nejspiSe na mutaci hlavniho
genu. Izolovana ztrata exprese proteinu PMS2, MSH2 nebo MSH6 obvykle ukazuje na
zarodecnou mutaci téchto genti a ma tudiz vysokou specifitu pro diagnoézu LS. [56,384] Ztrata
exprese proteinu MSH2 muize byt zplsobena také mutaci genu EPCAM. Zéarodeéné mutace
MLH] jsou Casto typu missense a mohou mit za nasledek vznik zménéného nefunkéniho
proteinu, ktery miize byt exprimovan i se zachovalou imunoreaktivitou. [394] To znamena, ze
normalni nebo slab4 exprese MLH1 proteinu, ve spojeni se ztratou exprese PMS2 proteinu,
muze byt v MSI-H nadorové tkani zplsobena bud’ inaktivujici zarode¢nou mutaci PMS2,
nebo missense zarode¢nou mutaci MLHI genu. Z toho divodu byly také vyvinuty funkéni
testy pro MLH1 protein. [51,55,414] Kompletni ztrata exprese MLH1 a PMS2 proteint je
Casto pozorovana u sporadickych MSI-H CRC zptsobenych epigenetickym uml¢enim MLH],
protoze tento proces zcela umlcuje obé MLH]I alely. [384,436] Intaktni IHC barveni MLH1
bylo napftiklad pozorovano u 2 z 15 nebo 27 z 8§18 MSI-H tumort. [433]

IHC barveni miiZze byt nejednoznacné a jeho ptesnost tak zavisi na zkuSenosti patologa a
zrucnosti laboratofe provadéjici toto vySetfeni. [40] Nenadorové buiiky na skle slouzi jako
pozitivni kontrola pro ptipadné technické nedostatky barveni, ale MMR geny jsou pfedmétem
fyziologické regulace a nemusi byt siln€ exprimovany v kazdé buice. Klicovym nélezem je
tedy absence barveni genového produktu v jadrech nadorovych bunék oproti pozitivnimu
barveni jader normalnich bun€k. Kromé ptistupu, ktery hodnoti pfitomnost nebo neptitomnost
barvitelnosti jader, existuji 1 navrhy semikvantitativniho hodnoceni exprese proteint. [38]

Nékteti autofi, vzhledem k mozné obtizné interpretaci IHC barveni, doporucuji, aby toto
vySetfeni bylo provadéno v uznavanych referen¢nich laboratofich s vysoce kvalitnimi
kontrolnimi mechanismy. Zpocatku byla imunohistochemicky stanovovdna pouze exprese
hlavnich proteint MLH1 a MSH2. Z vySe uvedého vsak vyplyva, Ze opominutim proteind
PMS2 a MSH6 toto vySetieni nezachyti LS pii mutaci jednoho z téchto gent. Detekce exprese
téchto vedlejSich geni umozni nejen prukaz jejich vlastnich strukturalnich abnormalit, ale
nepiimo 1 priikaz ztraty aktivity jejich dominantnich partnert. Nékteré mutace, predevSim
v genu MLH]I, vedou ke ztraté¢ funkce pti zachovani IHC antigenicity. V téchto piipadech
muze byt IHC barveni proteinu MLH1 pozitivni, ale projevi se ztrata exprese proteinu PMS2.
[448] Toto zjisténi, ze ztrata exprese PMS2 by méla detekovat mutace MLHI 1 PMS2, a
obdobné MSH6 1 poskozeni MSH2, vedlo knévrhu imunohistochemického detekéniho
modelu zaloZeného pouze na dvou protilatkach detekujicich vedlejsi proteiny PMS2 a MSH6.
[450] Efektivita tohoto modelu byla v§ak pozdé&ji zpochybnéna. [38]
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V soucasné dobé jsou komeréné dostupné protilatky proti proteintm MLH1, PMS2, MSH2 a
MSHG6 a pii pouziti vSech ¢ty je senzitivita IHC vySetfeni srovnatelnd se stanovenim MSI.
[185,448] Senzitivita IHC se uvadi 83-95 % a specifita 89-100 %. [40,296] Specifita IHC i
MSI vysetfeni klesd se zvySujicim se veékem v dusledku zvySeného vyskytu somatické
hypermetylace MLHI. U osob starSich 70 let se ztratou exprese MLH1 pak mize pomoci
rozlisit somatickou ztratu MLH1 od zarodecné mutace vySetieni na mutaci BRAF. [260]
Nézory na prioritu stanoveni MSI nebo IHC vySetieni nejsou jednotné a néktefi autofi
prosazuji plosny screening pomoci MSI, zatimco jini upfednostnuji IHC. Kombinace obou
metod ma vSak vyssi senzitivitu nez pfi samostatném pouziti, protoze n¢které MSI-H tumory
nejsou IHC zachyceny a stejn¢ tak MSI neodhali vSechny piipady LS. [148,182,296]
Hlavnimi vyhodami IHC je niz§i fina¢ni a technickd ndro¢nost spojena se snadnéjsi
dostupnosti i v mensSich zdravotnickych zatizenich bez pokrocilé molekuldrni laboratote, kde
se diagnostika a vyzkum kolorektalnich karcinomi stale opird o interpretaci exprese proteint
detekované IHC. Dalsi nespornou vyhodou je moznost identifikovat konkrétni defektni MMR
gen pro nasledné molekularné genetické vySetfeni, ¢imz se dale snizi naklady detekce
zérodecné mutace. [185] Nevyhodou je potom piedev§sim nemoznost detekovat missense
mutace, které nezpusobuji ztratu exprese MMR proteinti, ale mohou postihovat jejich funkei.
Tyto mutace se ¢asto objevuji u rodin s karcinomem nespliiujicim Amsterdamska kritéria a
vedou ziejmé k méné zavaznym strukturdlnim zménam koédovanych proteinti a tim k nizsi
agresivité nemoci. [43]

V posledni dobé néekteré prace doporucuji univerzalni IHC vySetfovani CRC jako metodu
s nejvyssi senzitivitou pro identifikaci LS. [344,349] Testovani MMR deficitu by se mélo
provadét bud’ u vSech nové diagnostikovanych CRC nebo u CRC diagnostikovanych do 70 let
véku a u osob starSich 70 let s rodinnou anamnézou zahrnujici LS. Testovani IHC nebo MSI
by mélo byt provedeno u kazdého, jehoz osobni a rodinnd anamnéza spliiuje Amsterdamska
kritéria nebo Bethesda guidelines nebo kdo mé >5 % predikci rizika podle predik¢nich
modeli. Nadory, které vykazuji ztratu exprese MLH1 by mé&ly byt vySetfeny na mutaci BRAF
a/nebo hypermetylaci promotoru MLH]I. S cilem usnadnit operacni planovani se doporucuje
testovani podezielych CRC pokud mozno jiZ na ptedoperacnich biopsiich.

7.3.2 Imunohistochemické vySetteni exprese annexinu A10

Jako pomocny IHC marker pro odliSeni sporadickych MSI-H karcinomt od LS se v posledni
dobé ukazuje také annexin A10, jehoZ vysokéd exprese se prokazuje u sesilnich serrated
adenomtll. Vzhledem k tomu, Ze na podklad¢ serrated polypl vznikd vétSina sporadickych
MSI-H tumord, zatimco karcinomy LS vznikaji transformaci konven¢nich adenomt, miize
byt k jejich rozliSeni vyuZita pravé exprese tohoto proteinu. Jedna prace zaznamenala 378
nasobné zvyseni (P<0.001) annexinu A10 ve sporadickych MSI-H tumorech oproti nadorim
asociovanym s LS. [382] Annexin byl exprimovan u 43 % BRAF mutovanych a 41 % BRAF
wild-type sporadickych tumorti, zatimco u LS tumort pouze v 5 % (P<0.0001). Téchto 5 %
pfedstavovali 3 pacienti, z nichZ jeden mél dele¢ni mutaci MSH2, druhy variantu nejasného
vyznamu v genu MSH6 a tieti pravdépodobné zarodecnou hypermetylaci MLHI. Annexin
A10 muze byt tedy vyuzit jako pomocny marker, nejlépe v kombinaci s [HC vySetfenim
exprese MMR proteint, zejména v menSich laboratofich s horSi dostupnosti molekuldrni
genetiky.
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7.3.3 Imunohistochemické vySetieni VE1 (exprese mutované formy proteinu BRAF)

Podobné jako IHC vySeteni annexinu A10 muze byt hlavné v mensich zatizenich vyuzito
jako levnéjsi a dostupnéjsi pomocné metody IHC vySetieni protilatkou VEI1, ktera ukazuje na
mutaci V600E genu BRAF. Senzitivita této metody dosahuje 91,3-100 % a specifita 98,8 %.
[79,190] V dalsi préci bylo dosazeno shody mezi IHC vySetfenim VEI a genetickou analyzou
mutace V600E genu BRAF v 98,5 % ptipadi. [439]

7.4 Stanoveni mikrosatelitni nestability

Mikrosatelity jsou kratké opakujici se sekvence vétSinou jednoho az Ctyt nukleotidd, které se
poméme hojné vyskytuji v lidském genomu piedevsim v intronovych sekvencich. Pocet
opakovani téchto sekvenci, tedy délka jednotlivych mikrosateliti, je u jednoho ¢lovéka stejna.
V pribéhu replikace DNA snadno dochdzi kvili horsi vazebnosti DNA polymerazy v téchto
oblastech ke vzniku kratSich ptipadné delSich usekti. Pokud nedochazi k opravé téchto chyb
reparativnim sytémem DNA, mize délka mikrosatelitl u takto postizené¢ho jedince kolisat.
Tento jev se potom nazyva mikrosatelitni nestabilita (MSI). Historicky bylo vysetieni na MSI
prvnim testem pro identifikaci charakteristik tumoru nepfimo poukazujicim na mutaci MMR
genu. Tyto testy vyzadovaly standardizaci a vybér optimalnich mikrosatelitnich sekvenci pro
rutinni testovani. [57] Podle Bethesda guidelines je ve vySetfovaném panelu pouzivdno pét
mikrosatelitnich markert, z toho tfi dinukleotidové a dva mononukleotidové. V nasi laboratofi
provadime fragmentacni analyzou vySetfeni mikrosatelitni nestability péti monukleotidovych
(BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24, MONO-27) atii dinukleotidovych markerd (D2S123,
D17S5250, D5S346), tedy rozsiteny Bethesda panel.

Pokud nadorova DNA vykazuje v porovnani s normélni nenadorovou tkani novou alelu
v jednom z téchto péti mikrosatelitll, je tento stav oznacovan jako mikrosatelitni nestabilita
nizkého stupné (MSI-L). [2] V ptipad¢ postizeni dvou nebo vice z téchto mikrosateliti je
potom stav klasifikovan jako mikrosatelitni nestabilita vysokého stupné (MSI-H). Nadory bez
variability mikrosatelitl jsou oznafovany jako mikrosatelitné stabilni (MSS). [250] MSI je
tedy arbitrarné stanovenym stavem, ktery vyjadiuje genetické poSkozeni DNA ukazujici na
defekt jednoho z MMR gend. [57] MSI tedy vyzaduje pro srovnani vzorek normalni
nenadorové tkang, byl vSak také identifikovan novy panel péti mikrosatelitnich markert, které
mohou byt pouzity v pentaplexové polymerazové fetézové reakci (PCR), kterd je vice
sensitivni 1 specificka a nevyzaduje analyzu normalni tkdné. [468] Vyznam MSI-L tumori je
kontroverzni. Néktefi autofi uvadéji, Ze MSI-L tumory nemaji klinické nebo patologické
znaky pozorované u MSI-H karcinomt, nejsou spojeny se zarode¢nou mutaci MMR gentl a
tudiz MSI-L v CRC neukazuje na LS a tato abnormalita se zd4 byt zplisobena nemutacni
somatickou down-regulaci MSH3 genu. [195,289] Existuji naznaky spojeni s nékterymi
zarodecnymi mutacemi genu MSH6. [529] Somatickd down-regulace MSH3 je spojena s MSI-
L, stejné¢ jako mutace v trinukleotidovych a tetranukleotidovych opakovanich, ovSem uz ne
mutace v mononukleotidovych a dinukleotidovych sekvencich, které se pouzivaji pro
standardni zjistovani MSI. [195] Nadory s MSI-L tvofti asi 20 % ze vSech CRC.

Néadory s MSI-H vznikaji bud’ jako sporadické tumory vyvolané genetickymi a
epigenetickymi zménami v somatické bunce, nebo jako familiarné se vyskytujici nadory
v ramci LS zptisobené zarodednou mutaci nékterého z MMR genti. Ctyfi z péti MSI-H CRC
jsou sporadické tumory zpisobené somatickou epigenetickou inaktivaci MMR genu,
nejcasteji metylaci promotoru MLH].
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Samotné vysetieni MSI bez analyzy genu BRAF a stavu metylace promotoru MLHI tedy
nedokédze odlisit sporadické CRC od syndromovych. Ackoli je mutovana alela dédéna
autozomalné dominantné, k vlastnimu vzniku nadoru dochazi az somatickou inaktivaci druhé
alely téhoz genu, protoze MMR geny patii mezi typické tumor supresorové geny s recesivnim
charakterem ucinku. [535] PfiCinou této inaktivace miize byt somatickd mutace v druh¢ alele
genu, ztrata heterozygosity (LOH) nebo metylace promotoru, jak tomu byva u genu MLH]I.
[277]

Ptestoze je MSI-H sice typickd pro LS, neni vSak specificka a tvofii asi 15 % ze vSech CRC.
Z této skupiny MSI nadort predstavuje asi 20-25 % LS a zbyvajicich 75-80 % jsou tumory
sporadické. [105,255,325] Nadory v ramci LS pak vykazuji MSI-H v 70-90 %, zatimco
sporadické CRC pouze ve 12-15 % pftipadi. [2,131,254,397] U sporadickych karcinomt je
MSI-H spojena vétSinou spise s hypermetylaci promotoru genu MLHI nez se somatickymi
mutacemi MMR gend. [2,131,254,397]

Vybér pacientd s tumorem vhodnym k testovani na MSI byl usnadnén se vznikem Bethesda
guidelines. Ukézalo se vSak, Ze pouze ¢ast lidi s CRC pted 50. rokem véku ma LS. V jedné
studii vykazovalo 58 % pacientii mladSich nez 35 let CRC s MSI, zatimco mezi 35 a 55 lety
uz to bylo pouze 17 %. [301] Diagnosticky pfinos testovani zarodecnych mutaci vSech
mladych pacientli s CRC nebo testovani ptipadii pouze z rodinnych divodi je uvadén méné
nez 50 %. Nadory bez MSI maji mnohem niz8i diagnosticky pfinos z muta¢niho testovani, a
proto testovani na MSI zvySuje predikéni vyznam vybranych klinickych znakd.

Senzitivita molekularn¢ biologického testovani CRC na MSI pro diagnostiku LS je
odhadovéna na 85-86 % se specifitou az ptes 90 %. [56,384,448] Nckteti autoii uvadéji, ze
kolem 5 % ze vSech nosi¢l mutace LS neni MSI testovanim odhaleno. To je také diivod, pro¢
néktefi autofi doporucuji pouZivat toto vySetfeni v kombinaci s IHC. Typickym ptikladem
ptinosu IHC mohou byt ptipady s mutaci genu MSHG6, protoze MSH2 muze vytvotit komplex
také s MSH3 a nemusi tedy nutné vzniknout stav MSI-H. [56,202,448] Vysetieni zdrodecné
mutace je vSak obecné doporuceno, pokud je u tumoru identifikovana MSI-H. Jak jiz bylo
také uvedeno, specificita MSI vySetfeni klesa se zvySujicim se vékem v disledku zvySujiciho
se vyskytu somatické hypermetylace promotoru MLH1, €asto v pfitomnosti somatické mutace
V600E genu BRAF. [260] Vyhodou testovani MSI je také jeji prediktivni hodnota. MSI je
totiz spojovana s lepsi klinickou prognézou (celkovou 1 podle stadii) a horSi odpovédi na
adjuvantni chemoterapii ve druhém a tfetim stadiu CRC. [180,419]

7.5 Mutace V600E genu BRAF

Gen BRAF je lokalizovany v chromozomalnim regionu 7q34, sklada se z 18 exoni a délka
transkribované mRNA je 2478 bp. Gen BRAF je Clenem RAF-RAS rodiny genil a koduje
protein zrodiny raf/mil serin/threoninovych kindz, dualezitou slozku signédlni cesty
MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase)
ovliviiyjici bunécné déleni, diferenciaci a sekreci. Asi 80 % mutaci genu BRAF je zplisobeno
transverzi T1799A v kodonu 600, kterd vede k aminokyselinové zdméné V600OE. Mutace
V600E proptijc¢uje buitkam transformacni aktivitu, protoze simuluje fosforylaci na T599 nebo
S602 v aktivacni doméné proteinu BRAF. Diky tomu zlstava protein BRAF permanentné
v aktivnim stavu, bez ohledu na signalizaci RAS. Geny BRAF a KRAS se ucastni stejné
proliferaci podporujici signalni cesty a ve vétS§iné CRC je mozné identifikovat bud’ mutaci
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BRAF nebo KRAS, ale ne oboji. Zatimco BRAF mutace jsou Uzce spojeny se sporadickymi
MSI CRC, tak mutace genu KRAS byvaji pozorovany u karcinomt asociovanych s LS.
Somatické mutace genu BRAF byly detekovany u sporadickych CRC, kde tvofi 15-50 % ze
vSech pfipada, ale jen vyjimecné u LS. [113,117,118] Mutace BRAF je u LS obvykle wild-
type a pouze 1,4 % pacientd s LS nese mutaci BRAF V600E. [391]

Pfitomnost mutace BRAF v MSI-H karcinomu tedy obvykle svéd¢i pro sporadicky CRC.
[356] Tyto karcinomy vznikaji disledkem metylacni cesty CIMP (CpG island methylator
phenotype) a mohou také vykazovat MSI-H diky somatické metylaci promotoru MLHI. Tyto
tumory se Casto vyskytuji u starSich pacientli bez pozitivni rodinné anamnézy, vykazuji
inaktivaci MLH1, ale neprokaZze se zarode¢na mutace nekterého z MMR genti. [3] Ukazalo se,
ze veétSina takovych karcinomii ma epigeneticky zaklad a ze pfipady s prokazanou
hypermetylaci promotoru MLH1 ¢asto nesou BRAF mutaci V600E. [47,255]

CRC u LS maji také metylatorovy fenotyp, ale v tomto piipadé je definovan metylaci jinych
cilovych mist a aktivaéni mutaci KRAS. To ukazuje jak rozdilné nebo i paralelné funguji tyto
mechanismy pfi stimulaci rychlého ristu v CRC s MSI. [353] Ve studii obsahujici 1222 CRC
byl ve 119 ptipadech identifikovan MSI status (u 111 pacientil) nebo ztrata exprese proteinu
(u 81 pripadt). Z toho byla BRAF mutace prokazéana u 22 nadori (18,5 %), avSak v zddném
ptipadé€ u jednoznacné prokazané zarodecné mutace MMR.

Detekce mutace VO0OE genu BRAF tedy pomaha rozlisit sporadické MSI-H karcinomy od
syndromovych, ¢imz snizuje celkové ndklady genetického testovani. Jeji vyznam je vidét
pfedevsim pii nedostupnosti rodinné anamnézy, protoze pravdépodobnost MSI na podkladé
sporadické mutace je tim mens$i, ¢im je klinické podezfeni na LS vétsi. Pro odhaleni
sporadickych MSI tumorli by mél byt souCasné proveden i test hypermetylace promotoru
MLH]I. [186] Analyza BRAF mutace je u LS piinosnad pouze u CRC, a ne extrakolonickych
nadort.

7.6 Hypermetylace genu MLH1

Sporadické deficity MMR proteini v CRC casto vznikaji kvili metylaci CpG ostrivki
v promotoru genu MLHI. [164,375] Nékteré zbézné metylovanych promotori nemaji
zfejmou roli ve vyvoji nadoru a byly oznaceny jako MINT (methylated in tumor) geny, ale
metylace se vyskytuje také v promotorech znamych tumor supresorovych geni DNA
opravnych genli, véetn¢ MLHI. [375] Oblast promotoru MLHI, ve které metylace
zprostiedkovava umlceni genti je 3" konec, blizko start kodonu. 5’konec promotoru je také
nachylny k metylaci, ale metylace v této oblasti nema funkéni vyznam, pokud se nerozsiti do
3" kritické oblasti. [114] Proto jsou specifické CpG zbytky pro umlceni gent dilezit&jsi nez
ostatni oblasti. VétSina CRC se sporadickou MSI vznika tedy na pozadi CIMP a tim se
vyznamné odliSuji od tumort asociovanych s LS. [60,353,375]

Metylace se zvySuje s vySSim veékem, je akcelerovana v tlustém stievé jakozto odpoveéd’ na
chronicky zanét a mize predstavovat soucast adaptativni odpovédi na poranéni. [222,223]
Vétsina CRC se sporadickym deficitem MMR proteinii vznika u pacientd starSich nez 60 let
s predominanci Zen 2-3:1. Tato metylace je z velké vétSiny somatickou udalosti a jen vzacné
byva dédi¢na (viz kap. Genetika). Pokud je hypermetylace promotoru MLHI genu bialelicka,
vyusti ve ztratu exprese proteinu MLH1 s PMS2.
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VySetteni BRAF mutace spolu s metylaci MLHI pomahd v diagnostice LS urcenim
sporadickych CRC, které tak mohou byt vylouceny z nékladného testovani na zarodecné
mutace MMR genti. Protoze se vSak mlze vzacné vyskytnout zdrode¢na metylace MLHI i
mutace BRAF u LS, je tfeba brat v ivahu i rodinnou anamnézu a pfi silném podezieni na LS
tuto diagn6zu hned nevylucovat.

Piiblizné u 50-70 % CRC s metylaci promotoru MLHI mize byt identifikovana mutace
V600E genu BRAF. [194,245,330,345,391] MSI v CRC néasledkem hypermetylace MLH1
vzniké piiblizné u 12 % piipadi. [106] Extrakolonické tumory zazivaciho traktu mohou také
vykazovat hypermetylaci promotoru MLH, ktera neni asociovana s mutaci BRAF V600E.

7.7 Molekularné genetické vysetireni na zarode¢né mutace MMR genti

Pro definitivni diagnoézu LS je nezbytné¢ molekuldrné genetické prokézani zarodecné mutace
genu MMR, které se provadi za pomoci PCR pifimym sekvenovanim dle Sangera. Pfitomnost
rozsahlych deleci, ptfipadné metylace promotori MMR genli a mutace genu EPCAM se
vySetfuji za pomoci metody MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification).
Analyza se provadi z nesrazlivé periferni krve pacienta jednak proto, ze prikaz mutace mimo
nadorovou tkan potvrzuje jeji zdrodecnou povahu, a jednak proto, ze z diivodu technické
narocnosti je vytéznost z krve vyrazn¢ vyssi nez z nenadorové tkané fixované ve formolu.
Krev se odebird do vakuet EDTA (pro geny MLHI, MSH2 a MSH6 vySetfenim gDNA)
skladovanych pfi teploté 4-8 °C. Pro gen PMS2, ktery se analyzuje z RNA, se pouzivaji
specialni vakuety PAX gene branici RNA pifed degradaci. Tyto vakuety se pied pouZzitim
skladuji v pokojové teplote (18-25 °C), plni se jako posledni, poté se 8-10x pievrati dnem
vzhiru a po dvouhodinovém odstani v pokojové teploté¢ se skladuji nastojato bud'to
kratkodobé& (do 24 hodin) v teploté 4-8 °C, nebo pfi nutnosti delSiho skladovani pfi teploté -20
°C. Senzitivita a specifita sekvenovani se pohybuje okolo 99% a v ptipadé¢ metody MLPA se
uvasi senzitivita 90 % a specifita 98 %. Diagnostickou chybu mohou zpusobit vzacné
polymorfismy v misté nasedani primerl nebo prob a mutace hluboko v intronovych a
regulacnich sekvencich nemusi byt zachyceny. Somatické mutace nemusi byt sekvenovanim
zachyceny, pokud nejsou poskozené buniky zastoupeny alesponi ve 20 %.

Detekce zarode¢nych mutaci DNA sekvenovanim je zlatym standardem, ale pro finan¢ni
naro¢nost milze byt nahrazena denaturacni vysokotlakou kapalinovou chromatografii
(Denaturing high pressure liquid chromatography, dHPLC) jakoZto primarni screeningovou
metodou pro mutace, diky jeji niz$i cené. Nevyhodou dHPLC je, Ze nemuize detekovat
pfesnou pozici mutace a proto mize byt nutné nasledné DNA sekvenovani. Aby se co nejvice
sniZil pocet zbytecnych nebo neopodstatnénych ndkladnych genetickych testll, je v soucasné
dob¢ nutné ptedem vybrat pacienty vhodné pro analyzu zarode¢nych mutaci pomoci vyse
uvedenych vySetfovacich metod. Priikkaz ztraty exprese konkrétniho MMR proteinu pomuze
zacilit genetiku na konkrétni MMR gen, ¢imZ se také dale sniZi nédklady. Potvrzeni diagnozy
LS je dtlezité nejen pro dal$i management pacienta, ale také pro rizikové ¢leny jeho rodiny,
ktefi jsou pak testovani pfimo na identifikovanou mutaci probanda za vynaloZzeni mensSich
naklada.

Tradi¢ni indikace pro genetické testovani LS byly vyvinuty konsenzem odbornikli z riznych
instituci a narodnich organizaci, v€éetné NCCN (National Comprehensive Cancer Network).
[19,155,159,210,351,352,425,461,462,483] Genetickd analyza je indikovdna pro pacienty
z rodin splitujicich Amsterdamska kritéria I, I nebo revidovana Bethesda guidelines, pacienty
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s endometridlnim karcinomem diagnostikovanym pied 50 lety v€ku, nebo u pifibuznych
prvniho stupné pacientii se znamou MMR/EPCAM mutaci, a néktefi odbornici ho doporucuji
i u pacientd s >5 % pravdépodobnosti genové mutace podle pocitacového modelu. [116]
Jestlize neni k dispozici vzorek nddoru pro predchozi metody, pak je testovani zarodecné
mutace u nepostizenych piibuznych pacienta opodstatnéné se zaméfenim na rodinné
piislusniky s nejvétsi pravdépodobnosti vyskytu mutace. Genetické testovani by mélo byt
nabidnuto vSem rizikovym piibuznym v rodinidch se zndmou mutaci MMR nebo EPCAM
genu. U pacientd s CRC v rodinach splnujicich Amsterdamska kritéria I, kdy se prokaze MSS
s expresi vSech MMR proteini by méla byt, kromé sporadického CRC, zvéazena diagnéza
FCRCTX (familiarni CRC typ X).

Vysledkem zarodecného testovani miize byt patogenni mutace MMR nebo EPCAM genu,
ktera potvrzuje diagnézu LS u pacienta a rodiny. Pokud neni nalezena zadna mutace, jde bud’
o neprukazné zjisténi (dokud se patogenni mutace nenalezne u jiného ¢lena rodiny) nebo o
vysledek nejasného vyznamu s neprikaznym zjisténim. Variantou nejasného vyznamu se
rozumi zména v genetické sekvenci, jejiz asociace s rizikem onemocnéni je nezndma, dokud
neni budouci status alterace urcen testovaci laboratoii. V téchto ptipadech pokud IHC odhali
samostatnou ztatu MSH2, MSH6 nebo PMS2 proteinu, by mélo byt podezieni na LS
zachovano a méla by byt vlvahu brana diagnéza Lynch-like syndromu. U vzacnych
epigenetickych mutaci by méla byt metylace promotoru MLHI jak v nadorové tak ve zdravé
tkani. Neustale jsou reportovany nové typy mutaci, genetickych alteraci podobn¢ jako efekt
EPCAM deleci na expresi MSH2 nebo vzacné germinalni epimutace MLH1.

Nékteré komercni laboratofe provadéjici zdrodecné testovani mohou také postradat citlivé
technologie pro stanoveni alterace v promotorech a intronech MMR genii nebo pro genetické
ptestavby, ve kterych jsou vSechny genetické komponenty zachovany. Rodiny s podezielou
klinickou historii a soucasné¢ prukazem deficitu MMR v nadorové tkani by mély byt pouceny
0 nezbytnosti podstupovani pravidelné opakované analyzy, protoZe se mohou objevit nova
genetickd data, ktera mohou objasnit zdkladni pfi¢inu zvySeného rizika malignity v jejich
rodin€é. Konkrétni mutace lze dohledat v databdzi HGMD (The Human Gene Mutation
Database) online, na adrese http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php.

7.8 Analyza konverze

Konvenéni DNA sekvenovani nemiize detekovat nékteré mutace MMR genti z toho divodu,
ze wild-type alela mlize maskovat alelu mutovanou. K detekci téchto ptipadd byla vyvinuta
analyza konverze z diploidni na haploidni, aby se oddélily alely otce a matky, ¢imz se
odmaskuje presny typ kryptické mutace. Tato technika byla vyvinuta pro jeji potencial
detekovat heterogenni zarode¢né mutace v genech MLHI, MSH2 a MSH6 u pacientii s CRC
podezielych z LS. Konverzni analyza zprostiedkovala 56 % narist diagnostického vytézku
genetického testovani v porovnani se samotnym genomovym DNA sekvenovanim. [84] Ve
skutec¢nosti nebyla ptivodné zarodecnd mutace rodiny G ziskdna pfimym sekvenovanim, ale
byla identifikovana jako T — G transverzni mutace v misté sestfihu akceptoru exonu 4 genu
MSH? za pomoci konverze [532]. Tato metoda je vSak téZkopadna na provedeni a v bézné
klinické praxi se neujala.
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8 Kilinické aspekty Lynchova syndromu

Doporuceni pro management 1é¢by a screeningu pacientii s LS se u nékterych ¢astecné 1isi,
ale v zékladnich otazkach se jednotliva doporuceni vétsinou shoduji. Existuje vice skupin
zabyvajicich se touto problematikou, predevsim NCCN, skupina Mallorca group a US Multi-
Society Task Force on Colorectal Cancer. [312,313,352] Publikovéano bylo mnoho ¢lankt
zabyvajicich se diagndzou, molekularni genetikou, screeningem a managementem LS.
[32,95,143,297,312,313]

8.1 Screening a lécba kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom (CRC) se odhadem ro¢n¢ projevi u vice nez jednoho milionu pacienti.
[220] V Ceské republice se incidence pohybuje okolo 8000 piipadii roéné. Z toho podtu
zpusobuje LS odhadem 3-5 % a osvétluje 10-25 % familiarnich CRC, které tvofi asi 20 % ze
vSech CRC. [1,7,185] CRC se pii asociaci s LS vyskytuje vétSinou v proximdlni ¢asti tlustého
stieva, 70-80 % vznika proximalné od splenické flexury. Riziko vzniku CRC u LS se udava
50-80 % s primérnym vékem v dobé diagnozy 45 let, coz je pfiblizn€é o 20 let diive nez u
sporadickych CRC. [243,412] S tim souvisi i rychlejsi progrese z adenomu do karcinomu, ke
které dochdzi u LS pravdépodobné behem 2-3 let, na rozdil od 8-10 let u sporadickych
ptipadt. [241,312] Je také zvySené riziko vzniku synchronniho a metachronniho CRC. [312]

U LS je casto popisovano lepsi prezivani pacienti s CRC a prestoze neni zcela jasné, na
jakém podkladé tato vyhoda vznikd, je popisovdna i u sporadickych CRC s MSI-H.
[180,221,477] Jedna retrospektivni studie porovnavala stadia CRC a pteziti u pacientd s LS
oproti ndhodnym nemocni¢nim skupinam pacientl se sporadickym CRC. [514] Ukézalo se, Ze
v dobé diagndzy vykazovali pacienti s LS niz$i stddium onemocnéni a mén¢ vzdalenych
metastdz ve srovnani s ndhodnymi sériemi pacientli. Po Upravé vysledki pro jejich mladsi vek
v dobé diagndézy méli pacienti s LS znacnou vyhodu v preziti pfed nahodné vybranymi
pacienty, s pomérem rizik 0,67 (p <0.0012).

Prognostické vyhody ¢i nevyhody u extrakolonickych malignit v rdmci LS jsou popsany
mnohem mén¢. Jedna z praci naptiklad uvadi, ze na rozdil od CRC nebyly objeveny Zadné
rozdily v 5 letém ptezivani mezi pacientkami s ovaridlnim karcinomem u LS a témi se
sporadickymi ovarialnimi karcinomy. [103]

Celogenomovymi asocia¢nimi studiemi 675 pacient s LS byly identifikovany nékteré bézné
varianty mutaci ovlivitujici CRC. [521] Vysledky odhalily vyznamnou souvislost mezi
rizikem vzniku CRC u nosi¢i téchto mutaci a jednonukleotidovymi polymorfismy
rs16892766 na chromozomu 8q23.3 a rs3802842 na chromozomu 11g23.1. Tyto dva
identifikované lokusy mohou pomoci vytipovat ¢leny rodiny s LS, kteti vyzaduji intenzivné;si
screening na CRC. Ptitomnost jedné z téchto variant miize dokonce mirné zvysit riziko CRC i
u téch ¢leni rodiny, ktefi nemaji MMR mutaci.

Prvni navrhy kolorektalniho screeningu vychazely z dlouhodobé studie srovnévajici vyskyt
CRC ve dvou skupinach ohrozenych ptislusnikii 22 rodin s LS. [233] Karcinom se vyvinul u
8 pacientl (6 %) podstupujicich screening tlustého stfeva a u 19 pacientti (16 %; p = 0.014)
bez screeningu. To odpovida sniZeni o 62 %. Navic byly v§echny CRC u screenované skupiny
lokalizované a nezplsobily smrt pacienta, zatimco v nescreenované skupin¢ pacientt jich 9 na
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CRC zemfelo. Jako argument pro krat$i intervaly mezi screeningovymi vySetfenimi pouzila
jiné studie 5 nov¢ vzniklych karcinomt béhem 3,5 roku po posledni negativni kolonoskopii u
pacientii s LS. [390]

Pii zkoumani kumulativniho rizika rozvoje kolorektdlniho adenomu nebo karcinomu
v o¢ekavaném kolonoskopickém screeningu 420 nosi¢li mutace LS bez predchoziho CRC
bylo zjisténo kumulativni riziko vzniku adenomu do véku 60 let ptiblizn€ 68 % u muzi a 48
% u zen. [333] Kumulativni riziko vzniku CRC do véku 60 let, pfi screeningovych intervalech
2-3 roky, bylo 35 % u muzt a 22 % u Zen. Piiblizn¢ polovina ze vSech téchto adenomt byla
lokalizovéana proximalné od liendlniho ohbi.

Zkusenosti ukazuji, ze endoskopické odstranovani adenomii snizuje riziko vzniku CRC. I v
ptipadech kdy byla screeningova kolonoskopie v intervalech 2-3 roky stale spojena s pomérné
vysokym poctem nové vzniklych CRC, nebylo v souvislosti s t€émito karcinomy zaznamenané
zadné umrti, pokud byla dodrzena screeningova doporuceni.

Byl také zaznamenan vyskyt typicky vyskyt drobnych a plochych adenomti v proximalni ¢asti
tlustého stieva s vysokym rizikem maligniho zvratu. [217] Ke zlepSeni zachytu téchto malych
1ézi byly vyvinuty ridzné techniky. Objevilo se napiiklad pouziti chromoendoskopie
s indigokarminem nebo metylenovou modii a tzv. narrow band imaging (NBI). NBI je
endoskopickd metoda umoziujici pozorovat slizni¢ni zmény charakteristické pro rozvoj a rtst
epitelovych nadort, kterd pomoci filtrovaného svétla dosahuje vysSiho kontrastu mezi
epitelem a slizni¢nimi cévami nez pii pozorovani bilym svétlem. Filtrované svétlo je slozeno
pouze ze dvou vlnovych délek (415 a 540 nm), které jsou vysoce absorbovany Cervenym
krevnim barvivem. Kratsi vlnova délka penetruje velmi povrchové a zvyrazni velmi dobie
kapilarni klicky v slizni¢nim epitelu, zatimco svétlo s vétsi vlnovou délkou pronika déle a
zvyrazni spiSe venozni hloubéji ulozené pletené. Protoze je patologickd neovaskularizace
spojena s kazdym vyskytem slizni¢ni malignity, metoda vyrazné zlepSuje citlivost vysetfeni a
1ze tak zachytit 1 velmi drobné zmény, které v bilém svétle nejsou pozorovatelné.

Ve studii porovnavajici nékteré tyto metody v paru tandemovych kolonoskopii u 25
asymptomatickych pacientd splilujicich Amsterdamsk4 kritéria 1 bylo potvrzeno, Ze
pankolonickd chromoskopie zlepsSuje detekci signifikantni neopldzie. [217] Prace srovnavala
konvenéni kolonoskopii s vyuzitim cilené chromoskopie a naslednou pankolonickou
chromoskopickou kolonoskopii. Panchromoskopie v porovnani s konvenéni kolonoskopii
identifikovala vyrazné vice stopkatych adenomii (p = 0.001) a plochych adenomt (p = 0.004).
Za ulelem otestovat screeningovy program v Holandsku, de Jong s kolektivem porovnali
CRC mortalitu pted a po roce 1990. [249] Jejich studie ukéazala 70 % pokles v CRC mortalité
po nastupu rozsahlejSiho kolonoskopického screeningu po tomto arbitrarné stanoveném roce.
Pfi porovnani konvencni kolonoskopie s chromoendoskopii za pouziti indigokarminového
barviva nastiiknutého do proximalni c¢asti tlustého stfeva vykazuje chromoendoskopie
signifikantné vys§i zdchyt adenomi v proximalni ¢asti tlustého stfeva (z 3/33 na 10/33
pacientt, p = 0.005). [285]

Pti NBI nasledované po konvenc¢ni kolonoskopii s bilym svétlem u 62 pacientii s LS bylo
nalezeno vice plochych adenomt oproti stopkatym adenomiim (45 % proti 12 %). [125]

Jiné srovnani metod endoskopickych vySetfeni probéhlo na 54 pacientech s LS pomoci
tandemovych kolonoskopii. [464] Byla porovndvéana senzitivita chromoendoskopie oproti
intenzivni inspekci pfi identifikaci polypl prehlédnutych konvencni kolonoskopii. VSichni
pacienti nejprve podstoupili konvencni kolonoskopii s odstranénim vSech viditelnych polypt
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a u druh¢ kolonoskopie byli ndhodn¢ rozdéleni na skupinu, kterd podstoupi pankolonickou
indogokarminovou chromoendoskopii a skupinu, kterd podstoupi intenzivnéjsi konvencni
kolonoskopii s bilym svétlem (20 minut). Primérny interval od posledni kolonoskopie byl
17,5 mésice. Celkem 17 polyptt (10 adenomti a 7 hyperplastickych polypi) bylo
identifikovano béhem standardnich kolonoskopii, zatimco dalSich 23 polypti (12 adenomti a
11 hyperplastickych polypti) bylo identifikovano u druhych vySetieni. Mira piehlédnuti
adenomu byla tedy 55 %. 15 ztéchto napodruhé nalezenych polypt (5 adenomt a 10
hyperplastickych polypti) bylo identifikovano chromoendoskopii a 8 polypt (7 adenomti a 1
hyperplasticky polyp) intezivni konvenéni endoskopii s bilym svétlem. Chromoendoskopie
detekovala vice polypti (p = 0.04), ale detekce adenomt nebyla nijak signifikantn¢ rozdilna.
Pokud jde o lokalizaci adenomt v tlustém stievé, tak porovnani 25 adenomu tlustého stfeva u
pacientll s potvrzenym LS a 75 adenomu od pacienti splnujicich Amsterdamska kritéria I
oproti 152 sporadickym adenomim potvrdilo pievazujici pravostrannou lokalizaci
familiarnich 1ézi. [420,421] Zatimco sporadické adenomy byly situovany v proximalni ¢asti
stieva ve 26 % prtipadi, familiarni adenomy se v této lokalizaci vyskytovaly v 50 % ptipadt a
navic v této oblasti Castéji progredovaly do high-grade dysplazie a to 1 pfi mensi velikosti nez
distaln¢ situované (p < 0.001) a sporadické adenomy. Adenomy u familiarnich pifipadi byly
také celkové mensi v porovnani se sporadickymi.

Casna kolonoskopie v ¢astéjsich intervalech ma tedy piinos predeviim v odhalovani plochych
a rychle progredujicich adenomii a dalsi metody jako napiiklad chromoendoskopie nebo NBI
mohou jesté zvysit zachytnost.

Pro zvySené riziko vzniku CRC a extrakolonickych malignit v ¢asném véku u pacientd s LS
se obecn¢ doporucuje s pravidelnymi kontrolami zacit ve véku 20-25 let. Prevence pacienti s
LS je zalozena na odliSnych charakteristikach téchto malignit oproti nddorim bez asociace
s LS. Jde pfedevs§im o prezentaci tumord v mlad$im véku, predominanci v pravém tra¢niku a
rychly riist polypi s kratSi dobou prodlevy pfed malignim zvratem. Efektivita screeningu na
CRC na snizeni mortality byla prezentovana jiz v n€kolika studiich. [233,234,236] Pacienti,
kteti podstoupili kolonoskopicky screening méli o 65 % (P=0.003) méné umrti na CRC
v porovnani s témi, ktefi endoskopii odmitli.

Jina prospektivni observaéni studie kolonoskopického screeningu Clent rodin s LS ukazuje 72
% pokles umrtnosti na CRC u pacientli podstupujich endoskopickych screening. [120] Dalsi
prace prezentuji spojeni CastéjSiho kolonoskopického screeningu s asnéjSim stddiem CRC
v dobé€ diagndzy a mensim poctem CRC nez u endoskopie v intervalech delSich nez dva roky.
[130,390,467,489] Kolonoskopicky screening na CRC je doporucovan u pacientli s LS a
jejich ptibuznych prvniho fadu kazdy 1-2 roky, se zacatkem mezi 20-25 lety véku nebo 2-5 let
pied nejmladSim vékem vyskytu CRC v rodin€, pokud byl pred 25 lety véku.

U nosic¢h zarode¢né mutace genu MMR je tfeba zvazit kazdoro¢ni kolonoskopii. Vhodny vek
pacienta pro zacatek screeningu CRC a jeho frekvence se viceméné shoduje v doporucenich
riznych odbornych organizaci. [158,177,236,297,352,490] Nosici patogennich mutaci MSH6
a PMS2 maji mensi riziko vzniku CRC a vék v dobé diagndzy byva pozdé€jsi nez u pacientil
s mutacemi MLHI a MSH?2, proto by u nich m¢l byt pocatek screeningu zvazen ve 30 letech u
mutaci MSHG6 a ve 35 letech u mutaci PMS2, pokud se v jejich rodiné nevyskytl CRC ¢asnéji.
[29,158,447]

Primérni metoda 1écby pacientt s CRC nebo premalignimi polypy, které nemohou byt
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1 vys§i riziko vzniku metachronniho CRC. V pfipadé¢ 1écby castecnou kolektomii je
v n¢kterych studiich hlaSeno pomérné¢ vysoké (16-19 %) 10 let¢ kumulativni riziko
metachronniho CRC, které se dale zvySuje s nartistajici délkou pozorovani, a to i u téch
pacientl ktefi podstupuji zvyseny kolonoskopicky dohled. [126,390,503,526]

Celkové riziko vzniku CRC se uvadi 24,5 % a kumulativni riziko do 30 let az 69 %. [526]
Toto riziko se podstatné snizi (asi na 0-3,4 %), pokud je provedena subtotdlni kolektomie s
anastomézou tenkého stieva na sigmoideum nebo totalni kolektomie s ileorektalni
anastomozou. [126,390,526] V jedné studii srovnavajici kvalitu zivota mezi 51 pacienty s LS,
ktefi podstoupili Castecnou kolektomii, a 53 pacienty se subtotdlni kolektomii nebyly
zaznamenany zadné vyranéjsi rozdily. Pfesto ale funkéni vysledky, jako naptiklad frekvence
stolice a socidlni dopady s tim souvisejici, byly hor§i po subtotalni nez po parcialni
kolektomii. [181]

Pii srovnani délky zivota ziskané provedenim totalni kolektomie oproti hemikolektomii u
pacientii s LS ve v€ku 27, 47 a 67 let podle Markovova modelu bylo 2,3, 1 a 0,3 roku. [501]
Totalni kolektomie je preferovanou lécbou CRC u LS, ale hemikolektomie mize byt
alternativou obzvlasté u pacientl starSich nez 60-65 let nebo se soucasnou dysfunkei svérace.
[158] Nekteti autoti vSak doporucuji kolektomii s ileorektalni anastomozou bez ohledu na vék
pacienta. [352,490] Jak jiz bylo uvedeno, vétSina CRC u LS je pravostranné lokalizovanych,
ale az 20 % nadort maze vzniknout v rektu. U pacientll s LS, ktefi méli predni resekci pro
karcinom rekta, bylo zjiSténo aZ 51 % riziko metachronniho karcinomu nebo tézké dysplazie.
[253] V téchto piipadech je tedy tieba zvazit i pouziti neoadjuvantni chemoradioterapie a
totalni proktokolektomie s ileo-pouch-anéalni anastomoézou (IPAA). Tento postup se bézné
vyuziva pfi familiarni adenomatozni polypoze (FAP) u pacientd s t€zkou rektalni polypdzou
nebo karcinomem. V piipadé FAP jsou vSak v dobé zakroku pacienti obvykle mladsi nez
pacienti karcinomem rekta uLS a tato operace by u nich méla predstavovat vyzvu
k chirurgické obnové a tim zvySeni pooperac¢ni kvality Zivota.

Jako moZnou chemoprofylaxi u pacientli s LS posuzoval program prevence kolorektalniho
adenomu/karcinomu (The Colorectal/Adenoma/Carcinoma Prevention Programme 2, CAPP2)
rezistentni $krob a aspirin (kyselinu acetylsalicylovou). Slo o randomizovanou placebem
kontrolovanou studii zkoumajici U¢inek rezistentniho Skrobu v ddvce 30 g/den a aspirinu
v ddvce 600 mg/den po dobu 4 let na vznik kolorektalniho adenomu a karcinomu. [72]
Nahodné bylo vybrano 727 osob pro Skrob nebo placebo a 693 dalSich pro aspirin nebo
placebo. Vystupy z tohoto programu vsak nejsou jednoznacné. V prvnich vystupech pouZiti
rezistentniho Skrobu, aspirinu nebo obou neukédzalo zadny efekt na incidenci kolorektalni
neoplazie u nosici LS béhem primémé doby sledovani 29 mésicii. Ani dalSi analyza
dlouhodobého efektu s medidanem sledovani 52,7 mésicu neodhalila u rezistentniho Skrobu
zadny efekt na vznik CRC. [327] Dalsi hodnoceni se tykalo dlouhodobého uc¢inku 600 mg
aspirinu na vznik CRC. [73] Pfi primérné dobé sledovani 55,7 mésich analyza ukazala pomér
rizik 0,63 (95 % CL: 0,35-1,13; P = 0.12). Pro tcastniky, kteti dokoncili dvouletou studii (258
na aspirinu a 250 na placebu) analyza odhalila pomér rizik 0,41 (95 % CL: 0,19-0,86; P =
0.02). Pti hodnoceni vzniku 1 dalSich karcinomli asociovanych sLS, vcetné¢ CRC,
endometrialniho karcinomu, nadora vajecniki, slinivky, tenkého stfeva, mocovodu, zaludku,
ledvin a mozku, vysledky ukazuji na protektivni ucinek aspirinu oproti placebu s pomérem
rizik 0,65 (95 % CL: 0,42-1,00; P = 0.05). Nezadouci u¢inky se mezi skupinou s aspirinem a
skupinou s placebem béhem vyzkumu neliSily. Chemoprotektivni Uc¢inek aspirinu na
kolorektalni a extrakolonické tumory zaznamenany v CAPP2 studii pacientd s LS podporuje
analyza randomizovanych studii o dennim uzivani aspirinu s primérnou dobou 1é¢by 4 a vice
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let oproti pacientim aspirin neuzivajicim. [429] Podle této prace bylo snizené riziko imrti na
CRC nebo extrakolonickou malignitu po 10-20 letech sledovani. Vysledky také poukazuji na
fakt, ze tento benefit nesouvisel s ddvkami aspirinu >75 mg/d. Pfes n¢které nedostatky studie
CAPP2 jako napiiklad moznou intenzivnéjsi kolonoskopii u skupiny s aspirinem z divodu
CastéjSich nezddoucich ucinkid, molekularné geneticky nepotvrzené zdrode¢né mutace MMR
gentl extrakolonickych tumort nebo pouziti vyznamné vysSich dennich davek aspirinu nez 75
mg/d, vysledky naznacuji, ze by pfi vhodné zvolenych davkach mohla [éCba aspirinem
dlouhodobé¢ snizovat riziko vzniku kolorektalnich a extrakolonickych malignit u pacient
s LS. [429] Ptes nedostateCnou presvédCivost dikazi vsak néktefi autofi navrhuji, aby
individualni 1écba pacientl aspirinem pfichdzela v ivahu po zvéazeni specifickych rizik, vyhod
a nejistého vysledku u konkrétniho pacienta. [352,490]

Dalsi dtlezitd pozorovéani se tykaji rezistence MSI-H nadori na néktera chemoterapeutika.
Jak jiz bylo uvedeno, systtm MMR DNA byl pivodné objeven u bakterii a bylo u nich
zjisténo, Ze mutatorovy fenotyp jim poskytuje relativni rezistenci vuci efektu toxickych
sloucenin poskozujicich DNA (ptedevsim alkyla¢nich ¢inidel). Vznikla tedy teorie, Ze by tyto
tumory mohli byt také relativné rezistentni k efektim téchto chemoterapeutickych latek. [257]
Prvni test této hypotézy probéhl stabilnim chromozomovym pifenosem chybéjictho MMR
genu do MMR-deficientni bunécné linie lidského CRC ¢imz vznikla linie rezistentni
k cytotoxickym uc¢inkim alkyla¢niho ¢inidla N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidinu (MNNGQG).
[270] Prokézalo se, ze deficit MMR zrusil G2/M kontrolni bod buné¢éného cyklu a ze MMR
aktivita byla zapojena do cytotoxické reakce na poSkozeni DNA bud’ prostfednictvim alkylace
DNA, nebo inkorporaci 6-thioguaninu. [81,196] Navic byla zjisténa i rezistence proti mnoha
dal§im bézné pouzivanym chemoterapeutickym latkam, vetné cisplatiny a neocekdvané i 5-
fluorouracilu (5-FU). [8,80] Protoze vétsina CRC nereagovala na chemoterapii na bazi 5-FU,
nasledovaly studie za ucelem objasnéni efektu adjuvantni chemoterapie u pacienti s MMR-
deficientnimi tumory. Prvni studie sice ukazovala, ze pacienti s MSI tumory jsou naopak
vhodnymi kandidaty na chemoterapii 5-FU, ale namisto randomizovaného souboru pacientt
probihala spiSe na mladSich pacientech v dobrém klinickém stavu a starSi pacienti v horSim
klinickém stavu pak byli pouZiti jako kontrolni skupina. [127] Dalsi préce, které uz vyuzivaly
prospektivné randomizované soubory pacientli, vétSinou neprokazaly bud zadné vyhody
ztéto lécby nebo 1 2-3 nédsobné zvySeni mortality pro CRC ve staddiu II a IIL
[45,82,250,420,502] Tyto vysledky potvrdily laboratorni pozorovani a podporuji tedy zavér,
ze pacientim s MSI tumory, at’ uZ na podkladé dédicného nebo ziskané¢ho defektu MMR
genl, by neméla byt podédna adjuvantni chemoterapie srezimem na bazi 5-FU. Efekt
chemoterapeutik na jiné bazi nez 5-FU neni zatim dostate¢né prozkouman, ale existuji prace
naznacujici ptinos nékterych 1€k, které se ukazuji jako cytotoxické vii¢i nadorovym bunkam
s defekty MMR genti. [136,228]

8.2 Gynekologické nadory

Endometridlni karcinom (EC) je druhou nejcastéj$i malignitou vyskytujici se v ramei LS.
Odhadované kumulativni riziko EC se v zavislosti na specifické mutaci pohybuje u pacientil
s LS v rozmezi 20-71 %. [15,29,61,122,202,412,496] Popisuje se, ze endometrialni karcinom
vznika az u 54 % zen s MLH1 a MSH?2 mutacemi, u 15 % Zen s PMS2 mutacemi au 71 % Zen
s MSH6 mutacemi. [202,447] Na zéklad¢ tohoto pomérné vysokého kumulativniho rizika bylo
navrzeno né¢kolik screeningovych metod zahrnujicich vySetfeni panve, transvaginalni
ultrazvuk, endometridlni sampling a vysetfeni CA-125 (cancer antigen 125) v séru, ktery byva
u nadorh ovaria, endometria a nékterych dalSich zvySeny. V¢Ek pii stanoveni diagnozy téchto
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malignit je vétSinou o deset i vice let nizsi nez u sporadickych karcinomi a pohybuje se
v rozmezi 48-62 let. Pfes tyto udaje vSak neni mnoho studii zabyvajicich se pfinosem
gynekologického screeningu u pacientek s LS. 75 % pacientek s EC u LS se prezentuje ve
Vysledky transvaginalniho ultrazvuku ukazuji pomérné nizkou senzitivitu a specifitu pro
diagnéozu EC u LS. [119,416,422] Endometrialni sampling vykazuje lepsi vysledky pii
zachytu asymptomatickych EC a pemalignich 1ézi endometria. [157,286,466]

Podle vétSiny autorii by meél screening EC panevnim vySetfenim a endometrialnim
samplingem u Zen s diagnostikovanym LS nebo zvySenym rizikem vzniku tohoto karcinomu
probihat kazdoro¢né, se zacatkem ve véku 30-35 let. [158,297,352,490]

Méné jednoznacnd je uz situace kolem karcinomu ovarii, kde se kumulativni riziko u
pacientek s LS pohybuje v rozmezi 0,3-20 %. [5,39,61,129,188,494,513,515] Piinos
ovarialniho screeningu nebyl zatim dostatecné potvrzen. Ve studii na pacientkach
s hereditarnim karcinomem prsu u mutaci BRCAI nebo BRCA2, které¢ maji zvySené riziko
ovaridlniho karcinomu, se vSak screening transvaginalnim ultrazvukem ani CA-125 neukazal
uziteCnym. [133] Piesto ncktefi autofi doporucuji screening na ovaridlni karcinom pomoci
transvaginalniho ultrazvuku u zen sLS nebo zvySenym rizikem tohoto karcinomu
kazdorocné, se zaCatkem ve veku 30-35 let. [158,297,352,490]

Jedna americkd studie souboru 315 Zen smutacemi MMR genid prokazala piinos
profylaktické  gynekologické  chirurgie (hysterektomie s oboustrannou  salpingo-
oophorektomii) na snizeni nebo eliminaci gynekologickych malignit. [441] Retrospektivni
analyza neprokazala zadny karcinom u pacientek po zdkroku, zatimco ve skupiné bez
chirurgické operace se u 33 % prokdzal vznik EC a u 5,5 % vznik ovaridlnich karcinomd.
[441] Navic analyza efektivity vynalozenych nakladti u gynekologického screeningu oproti
profylaktické gynekologické operaci v teoretické populaci 30 letych Zzen s LS ukdzala v
ptipadé profylaktické chirurgie niz§i ndklady a vyssi kvalitu Zivota v nasledujicich letech
zivota. [533] Jako nejefektivngj$i pfistup v prevenci gynekologickych malignit se potom
ukézal kaZzdoro¢ni screening zacinajici ve 30 letech nasledovany profylaktickym zdkrokem ve
40 letech, ale tohoto piinosu bylo dosdhnuto samoziejmé pii vynaloZeni vySsich nakladd nez
u samotné profylaktické operace ve véku 40 let. [279]

Na zaklad€ téchto pozorovani néktefi autofi obecné doporucuji zvazeni hysterektomie s
bilateralni salpingooophorektomii u Zen, které jiz neplanuji déti nebo ve véku 40 let.
[352,490] V uvahu je ale tieba brat rozdilné riziko vzniku téchto karcinomi u riznych MMR
gend, opera¢ni morbiditu, riziko menopauzdlnich symptomi, osteoporézy a srdecnich
onemocnéni pokud neni poskytnuta substitu¢ni hormondlni terapie.

8.3 Karcinom zZaludku

Odhady celoZivotniho rizika pro vznik karcinomu Zaludku u LS dosahuji az 13 %.
[4,39,61,78,129,494,515] Jedna z obsahlejsich studii vyskytu Zzalude¢niho karcinomu u
pacientll s mutaci MMR genu ukazuje 8 % celozivotni riziko vzniku této malignity u muzd,
5,3 % riziko u Zen a maly vyskyt v jednotlivych rodinach. [78] Cisla se ale pom&mé vyrazné
1181 v rznych geografickych oblastech. Mnohem niz§i vyskyt se ukazuje v Severni Americe a
zapadni Evropé, zatimco u pacientl s orientdlnim ptivodem je karcinom zaludku mnohem
Cast€j$i. VéEtSina karcinomu Zaludku u pacientll s LS se zda byt intestinalniho typu a tudiz
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potencialné piistupnych endoskopickému sledovani. [4,78] Podrobnéjsi studie o piinosu
screeningu Zaludku u pacientt s MMR mutacemi nejsou k dispozici. Vyskyt intestinalni
metaplazie a infekce Helicobacter pylori, jakozto prekurzorovych stavli, u pacienti
s potvrzenou mutaci MMR genu se naptiklad uvadi u 14-26 %. [417]

Nekteti autofi doporucuji screening na karcinom zaludku pomoci
esofagogastroduodenoskopie (EGD) s biopsii antralni sliznice u osob s LS nebo zvySenym
rizikem ve veéku 30-35 let s 1écbou infekce Helicobacter pylori, pokud je nalezen. Nasledujici
kontroly kazdé 2-3 roky pak podle individuélnich rizikovych faktort pacienta. [158,352] Jina
expertni skupina doporucuje pocatecni screening EGD s biopsii bez doporuceni pro dalsi
sledovani. [490]

8.4 Karcinom tenkého streva

Celozivotni riziko vzniku karcinomu tenkého stieva se podle literatury pohybuje v rozmezi
0,4-12 %. [5,39,61,129,188,494] Ukazalo se také, Ze vétSina karcinomu tenkého stieva u
pacientil s LS je lokalizovana v duodenu nebo ileu a to v dosahu EGD a kolonoskopie s ilealni
intubaci. [443] Zda se ale, ze neni zadny dikaz o vys$Sim vyskytu téchto malignit v ramci
jedné rodiny s LS. [515] Screeningové pozorovani 35 nosic¢li mutace odhalilo u dvou pacientl
jejunalni adenomy a u jednoho karcinom jejuna. [438] Kapslovou endoskopii Sesti dalSich
osob bylo pak indikovano u 5 pacientll nasledné invazivni vySetieni pro obrazy nejasné¢ho
klinického vyznamu.

Ptes nedostatek studii podporujicich efektivitu screenigu tenkého stieva doporucuji nékteii
autofi zvazeni kapslového endoskopického screeningu ve 2-3 letych intervalech se zacatkem
ve veéku 30-35 let. [352] Ostatni specialisté vSak screening nedoporuc¢uji, mimo jiné i pro to,
ze se ukazal jako nakladové neefektivni, ale navrhuji vénovat zvySenou pozornost distalnimu
duodenu a ileu pfi jiném endoskopickém vySetfovani. [158,490,515]

8.5 Karcinom mocového traktu

Odhady celozivotniho rizika vzniku karcinomu mocového traktu se u muzi s MSH2
mutacemi pohybuji v rozmezi 0,2-25 %. ZvySené riziko se tykéd piedevSim urotelidlniho
karcinomu mocovodu, ledvinné panvicky a mocového mechyie.
[5,39,61,129,188,350,409,463,494] Ani v tomto piipadé vSak neni dostatek udaji o mozném
piinosu screeningu mocového traktu u pacientii s LS. Screening cytologii moci u pacientl a
rodin s LS se v retrospektivni studii ukézal jako nizce senzitivni (29 %) pii diagnostikovani
karcinomu u asymptomatickych pacientli, s mnoha faleSné pozitivnimi vysledky vyzadujicimi
nasledné invazivni vySetieni. [350] Screeningové metody jako cytologie moci a rozbor na
analyzu mikroskopické hematurie se neukazaly efektivni ani v obecné populaci ani ve
skupindch s vysSim rizikem vzniku karcinomu mocového méchyfe z enviromentalnich
faktort. [373,476] Otazka piinosu ultrazvukového vySetfeni také neni dostatecné
prozkoumana.

I pfes nedostatek dat o piinosu téchto vysetfovacich metod doporucuji néktefi autofi tato

vySetfeni v ramci screeningu zvaZzit. Rozbor moci je levné, neinvazivni vySetfeni, vétSinou
snadno proveditelné jako soucast rutinniho fyzikalniho vySetieni, a mél by tedy podle nich byt
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u pacienti s LS nebo zvySenym rizikem (pfedevSim s rodinnou anamnézou karcinomu
mocovodu, ledvinné panvicky nebo hematurii) zvazen pocinaje vékem 30-35 let nebo od
prvniho prikazu hematurie. [158,352] Jini autofi vSak rutinni screening na karcinomy
mocového traktu nedoporucuji. [490]

8.6 Karcinom biliarniho traktu

Ve skupin€ 472 pacientti z 15 LS rodin byl karcinom biliarniho traktu nalezen u 18 jedinct.
[334] Z té€chto 18 nadori jich 11 (79 %) vzniklo v extrahepatalnich Zlu€ovych cestach nebo
Vaterské papile. Nékolik ptipadl karcinomu biliarnich cest a Vaterské papily bylo hlaseno i
v asociaci s MTS, vcCetné¢ noveé objevené missense mutace genu MSH2. [10,329,499] U
pacientl s LS je riziko bilidrnich malignit hldSeno v rozmezi 0,2-25 % pfi primérném veéku
v dobé diagndzy 52-60 let, zatimco v obecné populaci nedosahuje ani 1 %. [5,39,61,188]

Ptes az devitindsobné zvySeni rizika vzniku biliarniho karcinomu u pacientll s LS neni rutinni
screenig na tyto malignity doporucovan, piedevsim také s ohledem na jeho nizsi vytéznost a
vys§i obtiznost provedeni. [5,273] V nékterych ptipadech, zejména s pozitivni rodinnou
anamnézou, vSak mize byt zvazen. [329]

8.7 Nadory mozku

Nadory mozku jsou popisovany zejména v souvislosti s Turcotovym syndromem (TS) jakoZzto
fenotypickou variantou LS. Jde zejména o glioblastomy a meduloblastomy. V jednom
souboru 30 LS rodin se ukazalo, ze pfi Uplném deficitu MMR se nadory mozku mohou
objevit v prvni dekad¢ Zivota, zatimco pii ¢aste€ném nebo parcidlnim deficitu nejcastéji mezi
druhou a ¢tvrtou dekadou. [137] Riziko vzniku téchto nadorti u obecné populace je méné nez
1 %, zatimco u LS je popisovano v rozmezi 1-4 %, pti primérném véku v dobé diagnozy 50
let. [5,39,61,129,188,261,494,515,527]

Neexistuji zadna jednotna doporuceni pro screening na mozkové nadory u pacientt s LS. Pti
rodinném vyskytu téchto tumorti (pfedevsim tedy u TS), je vSak tfeba vySetfeni mozku
zobrazovacimi metodami u postizenych ptibuznych brat v tivahu.

8.8 Sebacedzni nadory kize

Sebacedzni nadory kiize se vyskytuji v ramci LS asociované s jeho fenotypickou variantou
zvanou MTS. V obecné populaci se vyskytuji vzacné (s rizikem <1 %), pficemz u LS/MTS se
popisuje zvyseni rizika jejich vzniku na 1-9 %, pfi primérném véku v dobé diagnozy 53 let.
[61,129,188,193,261,357,400,406,460,527] Vyznam téchto tumort tkvi pfedev§im v mozZnosti
diagnostikovat syndrom casto jesté pred vznikem interni malignity a mél by tak nasledovat
screening na jejich ptipadné odhaleni.
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8.9 Karcinom pankreatu

Zvysené riziko vzniku karcinomu pankreatu u pacienti s LS bylo zaznamenano ve dvou
prospektivnich studiich, kde v jedné je SIR (standardized incident ratio) pro karcinom
pankreatu udavano 10,7 s desetiletym kumulativnim rizikem 0,95 %. [527] V druhém piipadé
bylo analyzovano 6342 ¢lent 147 rodin s MMR mutacemi, pficemz karcinom pankreatu byl
zaznamenan u 21,1 % rodin, coZ odpovidd 8,6 ndsobnému nardstu oproti obecné populaci,
s kumulativnim rizikem 3,7 % do veku 70 let. [258,261] Jiné prace vSak zvySené riziko
vzniku tohoto karcinomu nepotvrdily. [39,26]

VétSina autorit tak pro nedostatek udaji rutinni screening pankreatu nedoporucuje.
[158,352,490] Mezinarodni konsenzualni panel pankreatu (International Pancreas Consensus
Panel) vSak doporucuje, aby nosi¢i mutace MMR genu s jednim ptibuznym prvniho fadu
postizenym karcinomem pankreatu byli pro screening zvazeni. [76]

8.10 Karcinom prostaty, prsu a dalsi extrakolonické nadory

O riziku vzniku nékolika dalSich extrakolonickych malignit u pacientd s LS existuji
protichiidné tidaje. Zatimco se n¢kolika studiim nepodaftilo odhalit zddné vyznamné zvysSené
riziko vzniku karcinomu prostaty, jind pozorovani doSla k opacnym zavérim s relativnim
rizikem v rozmezi 2,5-10 nasobkd a celozivotnim rizikem mezi 9-30 % do véku 70 let.
[37,39,129,175,415,460,527]

Také u karcinomu prsu jedna velké studie neodhalila Zadné zvySené riziko tohoto karcinomu
u pacietd s LS, zatimco jiné zvySené riziko karcinomu prsu objevily u pozitivnich a
obligatnich nosi¢l mutace MLHI genu s kumulativnim rizikem 18,2 % do 70 let (95 % CI:
11,9-24,5), avSak ne u nosict mutace MSH?2. [39,493,515] Jiné prace naptiklad zjistila mirné
zvySeni v kumulativnim riziku karcinomu prsu na 14 % do 70 let v€ku a dalSi prospektivni
studie zaznamenala zvySeni kumulativniho rizika karcinomu prsu o 4,5 % v pribéhu
desetiletého pozorovani (SIR=standardized incident ratio = 3,95; 95 % CL: 1,59-8,13).
[129,527] Také se ukdzalo, Ze v rodinadch s MSI fenotypem LS se u nékterych ptibuznych
vyskytuji ¢asné vznikajici karcinomy prsu. [68,507]

S ohledem na protichlidné tidaje a chybéni praci o ptipadném efektu diislednéjSiho screeningu
neni rutinni screening prostaty ani karcinomu prsu nad rdmec obecné populace doporucovan.
[158,352,490]

Dale byl popsan také zvySeny vyskyt laryngealnich malignit, hematologickych malignit a
sarkomil, ale definitivni souvislost s LS potvrzena nebyla a nejsou k dispozici ani data tykajici
se pripadného screeningu. [178,322,368,475] Kumulativni rizika extrakolonickych malignit
jsou shrnuta v tabulce 7.

8.11 Klinicka genetika

Klinicka genetika je v soucasné dob¢ u nas jedinym oborem opravnénym indikovat genetické
vySetfeni na LS. Do jeji kompetece také spadd poradenstvi pro pacienty s ohledem na
klinické, psychologické, finan¢ni a etické otazky vznikajici béhem procesu genetického
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testovani. [210,313,351,425,461] Soucasti poradenstvi by mélo byt 1 ziskéni osobni a rodinné
anamnézy, pouceni o nemoci a nasledné péci, prizkum psychosocidlnich rozméri, ziskani
informovaného souhlasu, spravna interpretace vysledki genetickych testl a planovani dal$ich,
pokud jsou nezbytné. [12,311] Dale by se poradenstvi mélo tykat také pacientovych obav
zmozné genetické diskriminace, napiiklad v oblasti zaméstnani, komercnich pojisténi ¢i
finan¢nich sluzeb. [374]
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9 Diferencidlni diagnoza

Vzhledem k tomu, Ze nejcastéjSi malignitou v ramci LS je CRC, zahrnuje diferencidlni
diagnostika krom¢ sporadickych karcinomt ptredevsim nékteré dal§i syndromy se zvySenym
rizikem vzniku CRC. Patii sem zejména syndromy prezentujici se tvorbou polypl
v zazivacim traktu a u MTS pak piipadaji v tvahu také nékteré dalsi syndromy s vyskytem
mnohocetnych koznich nodult.

9.1 Lynch-like syndrom

Jako Lynch-like syndrom (LLS) se oznacuje stav, kdy pacient s tumorem s deficitem exprese
nékterého z MMR proteinli nema zadné patogenni germindlni alterace MMR genti ani genu
EPCAM, zéroven ale, je-li tumor MLH I-deficientni, neni v ném pfitomna mutace genu BRAF
ani metylace promotoru MLHI. Tento stav muze byt podminén bialelickou somatickou
inaktivaci MMR genu, pfitomnosti germindlni mutace nedetekovatelné pouzitymi metodami,
nespravnou interpretaci IHC barveni MMR proteint, pfipadné jinymi germinalnimi mutacemi
(MUTYH). [381]

V praci zkoumajici 4765 CRC byla identifikovana MSI a proteinovy deficit MMR u 6,3 %.
[256] Pomoci testovani na zarode¢né mutace gentt MMR bylo ze 124 ptipadt identifikovano
54 pacientl s LS na podklad¢ zarode¢né mutace MMR, 15 s LS na podkladé¢ EPCAM mutace
a 55 LLS. Z téchto 55 LLS mélo 6 (10,9 %) v testovanych genech zmény nejasného vyznamu
a jeden mél objevenou novou somatickou mutaci (p.S459P). U pacientii s bialelickymi
delecemi EPCAM vykazovaly vSechny tumory a okolni nenddorova sliznice hypermetylaci
promotoru MSH2. Mezi pacienty s mutacemi EPCAM a LLS byli zaznamenany klinické
odliSnosti ve srovnani s LS na podkladé zadrodecné mutace MMR. Kritéria Revised Bethesda
guidelines byla splnéna u 83,6 % mutaci EPCAM, 86,7 % ptipadi LLS a u 98,1 % LS
zpusobenych zarodecnou mutaci MMR genti. Primérny vék u EPCAM mutaci byl 52,6 let, u
LLS 52,7 leta 43,9 let u MMR LS.

V jiné praci se souborem 3352 CRC a 215 endometridlnich karcinomii bylo na zakladé¢
histologickych kritérii vybrano 356 CRC (10,6 %) a 72 endometrialnich karcinomil (33 %) se
suspektni MSI-H morfologii. [326] Nasledné¢ molekularné genetické testovani 66 pacientli
prokézalo u 45 (68 %) zarode¢né mutace MMR, zatimco u 21 ptipada (32 %) se tyto mutace
nepotvrdily a byly tedy zafazeny do kategorie LLS. V této praci méla vétSina pacientli s LLS
pravostranné lokalizovany CRC na rozdil od LS (93 % oproti 45 %, P < 0.002). VSichni
pacienti s CRC a izolovanou ztratou exprese MSH6 méli geneticky potvrzeny LS. Synchronni
a metachronni karcinomy asociované s LS byly diagnostikovany mnohem castéji u pacienti s
LS nez u LLS (38 % oproti 7 %, P = 0.04). V ptipad¢ endometridlnich karcinomii nebyly
zaznamenany zadné vyznamné rozdily mezi pacienty s LS a LLS.

Jini autofi pfi zkoumani 210 endometridlnich karcinomi odhalili deficit MMR proteint u 66
ptipadt (31,4 %). [337] Genetickym vySetfenim 15 z nich pak byl u 7 ptipadd (46,7 %)
potvrzen LS a zbylych 8 bylo klasifikovano jako LLS. MSI-H byla pozorovéna u 71,4 %
pfipadtt LLS. Histologicky vykazovaly high grade nebo bifazickou morfologii 3 nadory
asociované s LS (42,9 %) a 5 ptipada LLS (62,5 %), zatimco ostatni tumory mély low grade
konven¢ni endometroidni morfologii. Nizké stddium (T1a/T1b) bylo diagnostikovano u 85,7
% nadort LS au 87,5 % LLS. Rodinna anamnéza byla pozitivni u 28,5 % LS a 12,5 % LLS.
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9.2  Familiarni kolorektalni karcinom typu X

Diagnéza familiarni kolorektalni karcinom typu X (FCRCTX) se pouzivd pro pacienty
s rodinnou anamnézou CRC splnujici Amsterdamska kritéria, ale nevykazujici MSI, THC
MMR deficienci a zarode¢né mutace MMR gent ani genu EPCAM. [298] Az 40 % rodin
splnuyjicich ACI nevykazuje MSI. [298] Klinicky vykazuje FCRCTX nékteré¢ rozdily ve
srovnani s LS. Riziko vzniku CRC u FCRCTX je oproti bézné populaci zvyseno piiblizné
dvojnasobné, zatimco u LS je zvySeno vice nez Sestindsobné. Navic se v rodinach s FCRCTX
nevyskytuji extrakolonické tumory. [298] Pismeno X v ndzvu poukazuje na nezndmy
geneticky podklad FCRCTX. Neéktera pozorovani naznacuji, ze FCRCTX mulze byt
heterogenni skupinou. Byly identifikovany mutace nékterych gend, které se ale vyskytuji
pouze u jedné nebo nékolika malo rodin. Jde naptiklad o mutaci RPS20, kodujici maturacni
protein rRNA. [366] Z dalSich jsou to tfeba SEMA44, HNRNPAO a WIF1, kodujici proteiny
zahrnuté v regulaci PI3 kindzy, MAPK/ERK signalizaci a biosyntéze NAD. [444,519] Navic
se FCRCTX mize fenotypicky piekryvat s jinymi genetickymi poruchami, jako polymerase
proofreading-associated polypdza (PPAP) a zdrodecnymi mutacemi BMPRIA asociovanymi

vvvvv

9.3 Familiarni adenomatdézni polypdza

Familiarni adenomat6zni polyp6za (FAP) je pravdépodobné prvnim popsanym dédicnym
onemocnénim zpusobujicim CRC s prvnimi klinickymi zpravami od roku 1861. [75,309] Az
pozdéji byl popsan vztah mezi mnohocetnymi adenomy a jejich maligni transformaci do
CRC. [306] V databazi OMIM Ize FAP dohledat pod ¢islem 175100. I pted identifikaci APC
genu v roce 1991 se védelo, ze je tento syndrom autosomaln¢ dominantné¢ dédi¢ny a jeho
fenotyp byl dobie definovan, coz umoznilo rozvoj efektivniho rodinného dohledu a
profylaktické chirurgické péce. [248] FAP ma asi desetinovy vyskyt oproti LS a objevuje se
v populaci u 1 z 5000-13000 osob. [48,70,74]

NejvyraznéjSim rysem je vznik stovek aZ tisicli adenomatdznich polypll v tlustém stfevé a
zaznamenany 1 v pozd¢jSim véku. Adenomy nevyhnutelné vedou k malignimu zvratu v CRC
a jedinym moznym feSenim je profylakticka totalni proktokolektomie s ileoandlni
anastomozou. V nékterych piipadech s menSim postizenim rekta miiZze byt provedena
subtotalni kolektomie s ileorektdlni anastomoézou, ale zbytek tlustého stfeva musi byt
intenzivné monitorovan.

Mezi extraintestinalni pfiznaky patii polypy fundickych zlazek Zaludku, adenomatozni polypy
tenkého stieva (pfedevSim duodena), kongenitalni hypertrofie pigmentového epitelu sitnice
(CHRPE), nadpocetné zuby, osteomy, kozni lipomy a cysty, tumory §titné zlazy, desmoidni
tumory, adenomy kury nadledvin a hepatoblastomy. U pacient s FAP je tedy navic zvySené
riziko vzniku karcinomu S§titné zlazy, adenokarcinomu zaludku (<1 % celoZivotni riziko),
adenokarcinomu duodena (5-10 % celoZivotni riziko) a ampuldrniho adenokarcinomu.
Desmoidni tumory jsou benigni fibroblastické neoplazie vyskytujici se typicky
intraabdominalné, zejména po provedené kolektomii, které maji tendenci k rekurenci po jejich
odstranéni.

S rozvojem genetiky byl postupné identifikovdn gen FAP, nyni zndmy jako APC
(Adenomatous Polyposis of the Colon) s 15 exony a délkou 6,5 kb na chromozomu 5qg21.
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[53,176,203,266,369] Zarodecné mutace genu APC, vétSinou v podobé nonsense mutaci, se
nejcastéji vyskytuji vexonu 15. Gen APC je zapojen v bunécné adhezi interakci s beta-
cateninem. Pravdépodobné reguluje pfenos inhibi¢nich kontaktnich signalt do bunék, protoze
APC mutace jsou spojeny s hyperplazii jakozto poCatkem tumorigeneze. Je také mozné, Ze
komplex APC-catenin reguluje adheze, protoze ztita cadherinem fizenych adhezi muze
ptispét ke vzniku metastaz. Mutace APC jsou detekovany v 80 % ptipadit FAP a odhaduje se,
ze témer 70 % sporadickych adenomd tlustého stfeva vykazuje somatické mutace genu APC.
[410]

FAP byla v roce 1992 rozdélena na dvé jednotky: klasickou (CFAP) a oslabenou (attenuated
FAP, AFAP). [323] AFAP syndrom je charakterizovan pozd¢jSim vékem v dobé diagnozy,
mensim poctem polypti (méné nez 100), CastéjSi lokalizaci v pravém tracniku a mensSim
poctem extrakolonickych manifestaci v porovnani s CFAP. Pro pacienty s AFAP je také pfi
chirurgické 1écbé doporucovano zachovani rekta v podob¢ totalni kolektomie s ileorektalni
anastomozou vzhledem k mén¢ Castému vyskytu polypl v této oblasti a je také popisovano
méné ndslednych proktokolektomii s ileo-pouch-andlni anastomézou nez u CFAP.
[290,367,491,531] U AFAP se vSak castéji vyskytuji desmoidni tumory, které mohou
naslednou ileo-pouch-analni anastomoézu znemoznit a operace se zachovanim rekta tak
nemusi byt pro pacienty s AFAP vzdy ptinosnéjsi. [85,146,213] O profylaktickém operacnim
postupu by se tak mélo rozhodovat spise individudlné€, na zékladé endoskopického nalezu.

Pokud se u pacienta prokaZe konkrétni mutace genu APC, muiZe pak byt s velmi vysokou
pfesnosti vyuzita pii screeningu rizikovych ptibuznych. Klinické sledovani zacind mezi 10-12
lety flexibilni sigmoideoskopii nebo kolonoskopii jednou ro¢né, horni endoskopii kazdy 1-2
roky od véku 20-25 let a kazdoro¢nim vySetfenim S§titné zlazy ultrazvukem. Je také tieba
zvazit vysetfeni dalSich organil s potencialné zvySenym rizikem vzniku malignity.

Fenotypickou variantou FAP s vysokou penetranci a variabilni expresivitou je Gardneriv
syndrom (GS). [110,359] Charakterizovan je krom¢é mnohocetnych adenomii tlustého stfeva
také vyskytem desmoidnich tumort, osteomil a dalsich neoplazii.
[99,145,151,174,267,369,488] V ramci GS jsou dale hlaseny abnormality zubi, karcinomy
Vaterské papily, adrenalni adenomy a karcinomy §titné Zlazy. [44,83,135,152,153,235,358]
Castym nalezem u GS je kongenitalni hypertrofie pigmentového epitelu sitnice (CHRPE),
kterd navic Casto pfedchdzi ostatni projevy. [49,482] Léze mize byt zaménéna za maligni
melanom, ale je povaZzovéana za benigni. Pfesto je hlaSeno nékolik piipadll vzniku tumoru
v tomto terénu a sledovéni je tudiZ na misté. [451,452] Vzéacné jsou také hldSeny sarkomy
kosti a hepatoblastomy. [150,160,198,209,216,265,278,293]

9.4 MUTYH-associovana polyp6za

MUTYH asociovana polypdza (MAP) je autozomalné recesivné dédi¢na porucha s incidenci
1/5000 charakterizovand vznikem kolorektalnich adenomi, obvykle v poctu mezi 10-500,
s moznou naslednou progresi do CRC. [13,23,162,362,435,455] Pocet polypli u pacientt
s MAP muze byt velmi variabilni a nelze jej tudiz pouzit jako jednozna¢né diagnostické
kritérium. [247] V databazi OMIM je MAP vedena pod Cislem 608456 a je zplisobena
bialelickou mutaci genu MYH (znamého také jako MUTYH). Gen MYH je lokalizovan na
chromozomu 1p33-34 se 16 exony a patii mezi tzv. base excision repair geny (BER).
Proteinové produkty BER genti jsou zodpovédné za opravy mutaci zptisobenych reaktivnimi
produkty kysliku vznikajicimi béhem aerobniho metabolizmu.
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Mutace genu MYH mohou byt typu missense nebo nonsense a vice nez 80 % piipada tvoii
dvé nejbéznéjsi mutace Y179C a G396D (diive oznacované jako Y165C a G382D). Zda se,

4

[363]

Prestoze je MAP definovand jako bialelicka inaktivace genu MYH, bylo prokazano, ze
i mutace jedné alely muze zvysit riziko vzniku CRC a proto vSechny polypozy spojené
s mutacemi v genu MYH byly zatazeny do skupiny MYH-asociovanych polypo6z. [24,455]

MAP mutze byt také asociovana s extrakolonickymi manifestacemi zahrnujicimi
adenomatozni polypy zaludku a tenkého stieva s pifipadnym zvratem do karcinomu,
karcinomy endometria, ovarii, prsu, mocovaho méchyte a §titné zlazy, sebacedzni i jiné kozni
tumory, cysty cCelisti a kongenitalni hypertrofii pigmentového epitelu sitnice (CHRPE).
[23,35,281,364,408,455,500] Zarode¢né mutace genu MYH jsou asociované s ¢asti klinickych
ptipadl atenuované familiarni polypdzy (AFAP) s autozomalné recesivnim typem dédi¢nosti.
[14] Klinicky ndlez zvySeného poctu polypt muze vyvolat podezieni bud’ na MAP nebo
AFAP. Korelace mezi genotypem a fenotypem u FAP, AFAP a MAP neni vZzdy zcela nejasna.
Uvadi se, ze MAP syndrom zahrnuje ptitomnost polypt v tracniku, ale nikdy v poctu tisicu,
lokalizaci spiSe v pravém tra¢niku, pozdéjsi v€k v dobé diagnodzy a manifestaci v hornim
zazivacim traktu. V pifipad€é, Ze neni identifikovana mutace APC, mé¢lo by nésledovat
testovani na mutaci MYH.

Pacienti s MAP mohou mit také rodinnou anamnézu konzistentni s LS a je tedy tfeba na tyto
mutace myslet v pfipad¢€, Ze se nepodaii prokazat zarode¢nou mutaci MMR genu. Podobné¢ je
tieba tuto diagndzu zvazit v ptipadé fenotypickych projevii syndromu Muir-Torre bez prikazu
MMR mutace.

U pacientli s MAP se podle Americké spolecnosti klinické onkologie (ASCO) doporucuje
kolonoskopicky screening kazdy 1-2 roky s poc¢atkem ve véku 18-20 let a kazdorocné pokud
se jiz polypy objevily. V ptipadée velkého poctu polypti nebo jiz vzniklého CRC je tieba zvazit
parcidlni nebo totalni kolektomii. Horni endoskopie by méla prob&hnout ve veku 25-30 let
nebo pokud se objevi kolorektalni polypy. Mezi lety 25-30 by také méla byt zvazena
sonografie §titné Z14zy.

9.5 Peutz-Jeghersliv syndrom

Peutz—Jeghersitv syndrom (PJS) je syndrom hamartomatézni polypdzy s autozomalné
dominantnim vzorem dédiCnosti. [242,401] Incidence je hlaSena mezi 1/30000-1/200000 a
projevuje se vraném détstvi vznikem malého poctu stfedné velkych az velkych
hamartomatoznich polypl, pfedevS§im v tenkém stfevé, ale 1 v Zaludku a tlustém stievé.
V databdzi OMIM je uveden pod ¢islem 175200. Histologicky jsou nejvyraznéj§im znakem
prominujici vldkna hladké svaloviny mezi lobuly slizni¢nich zldzek. Polypy se mohou
zvétSovat, zptisobovat krvaceni nebo invaginaci s obstrukci a maji zvySené riziko vzniku CRC
a vzacné 1 karcinomu tenkého stieva. [159] V pozd¢jSim v€ku maji pacienti zvySené riziko 1
pro dalsi karcinomy, jako karcinom zaludku, pankreatu, prsu, vajecnikii, délohy, plic a varlat.
[159] Dalsi fenotypické projevy mohou zahrnovat makuly v riznych anatomickych oblastech,
které v puberté sldbnou, ale pietrvavaji v bukalni sliznici a perioralné. Také se mohou objevit
v sinech,bron$ich a méchyti. Gen odpovédny za PJS byl lokalizovan na chromozomu 19p13.3

47



a oznacen jako STKII (serine—threonin kinase 11) nebo LKBI. [20,200] STKI1/LBKI je
tumor supresorovy gen ucastnici se regulace proliferace, rustu a pravdépodobné apoptozy.

Pacienti s diagnostikovanym PJS by m¢li pravidelné podstupovat horni i dolni endoskopii
a s vékem okolo 30 let dalsi vySetfeni s ohledem na zvySené riziko jinych malignit, piedev§im
karcinomu pankreatu.

9.6 Familiarni juvenilni polyp6za

Familiarni juvenilni polypdza (FJP) je autozomalné dominantné¢ dédicnéd porucha, u které se
v zazivacim traktu vyskytuje 10 a vice juvenilnich polypl. Incidence je 1/100000 a ke
klinické manifestaci dochazi v détstvi nebo adolescenci, ale az 15 % se muZze objevit v
dospelosti. [166] Polypy mohou krvacet nebo vytvaiet obstrukce a vyskytuji se pfedevsim
v tlustém stfeveé, ale mohou byt i v jinych partiich gastrointestinalniho traktu. FJP s sebou
nese zvysené riziko vzniku CRC, pficemz k malignimu zvratu polypit dochdzi ptiblizné v 20
% ptipadl. [159,189] Asociace FJP s dal$imi karcinomy (hlaSeny byly karcinomy zaludku,
tenkého stfeva a pankreatu) neni dosud potvrzena, protoZe juvenilni polypy mohou byt i
sporadické. [159] FJP je zplisobena heterozygotni mutaci genu SMAD4 na chromozomu
18921 nebo genu BMPRAI (bone morphogenic protein receptor-1A) na chromozomu 10921 a
v databazi OMIM ji Ize najit pod ¢islem 174900. [214,470]

O syndromu juvenilni polypdézy/hemoragické teleangiektazie se hovoii pfi sou¢asném vyskytu
hamartomatoznich  gastrointestindlnich polypi a projevli hereditdrni hemoragické
teleangiektazie (zahrnujici teleangie kiize a sliznic, epistaxe a arteriovendzni malformace plic,
jater, mozku a zazivaciho traktu). Zpusoben je heterozygotni mutaci genu SMAD4 na
chromozomu 18q21 (OMIM 175050).

9.7 Cowdeniv syndrom

Cowdentiv syndrom (CS) je autozomalné¢ dominantné dédi¢nou poruchou s incidenci
1/200000. V ramci tohoto syndromu se v celém zazivacim traktu vyskytuji polypy rizného
charakteru. [128,304,516] Vyskytuji se juvenilni lipomy, ganglioneuromy, inflamatorni a
lymfoidni polypy. CeloZivotni riziko vzniku CRC muze podle nékterych udaji dosahovat az
10%. V diagnostice CS maji zasadni Glohu kozni projevy zahrnujici akralni verukézni papuly,
fibromy ustni sliznice, gingivy a jazyka a trichilemomy obli¢eje, zejména v oblasti o¢i, nosu a
ust (podobné jako u PJS). [67] Asi 2/3 pacientii maji strumu a 10 % celozivotni riziko vzniku
karcinomu §titné Zlazy. Okolo 75 % Zen ma fibrocystickou nemoc prst, fibroadenomy a téméf
50% celozivotni riziko vzniku karcinomu prsu, typicky v casném veku. [508,524] Mezi dalsi
projevy patii tumory mékkych tkani a wvnitfnich organli jako lipomy, neurofibromy,
leilomyomy délohy a meningiomy. Pfiblizné 80 % pacientli s CS ma zarode¢né mutace genu
PTEN (phosphatase and tensin homolog). [52] U ostatnich pacientd byly popsany mutace
gent SDHB, SDHD, PIK3CA, AKTI1, SEC23B a hypermetylace promotoru genu KLLN.
V databazi OMIM je CS veden pod cislem 158350. Za soucast CS se také povazuje
Lhermitte-Duclosova choroba (cerebeloparenchymalni porucha VI) s mentalnimi poruchami a
zvySenym intrakranidlnim tlakem. [16,380] Za zminku stoji i syndrom Bannayan-Ruvalcaba-
Riley (také znamy jako Bannayan-Zonana), ktery je alelicky s CS, zplisobeny také mutacemi
PTEN, a zahrnuje lipomy, pigmentované makuly penisu a makrocefalii. [22] U pacienti s CS
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je, kromé screeningu tlustého stfeva, doporucovano i vysetfovani na 1éze §titné zlazy a prsu.
[508]

9.8 Syndrom hereditarni smiSené polypozy

Syndrom hereditarni smisené polypdézy (Hereditary mixed polyposis syndrom, HMPS) je
autozomaln¢ dominantné dédi¢ny familiarni karcinomovy syndrom charakterizovany vznikem
riznych typa kolonickych polypt s rozvojem CRC. Mezi 1éze v rdimci HMPS patii atypické
juvenilni polypy, hyperplastické polypy a adenomy. Jde o vzacnou poruchu vyskytujici se u
n¢kolika rodin s askenazskym plivodem. [520] Syndrom byl definovan pii vyzkumu velké
skupiny se smiSenymi hamartomatdéznimi a hyperplastickymi polypy v souvislosti
s chromozomem 6q. [478,520] Dalsi genové lokalizace byly identifikovany na chromozomu
15q13-14 a 10g23. [231,478] Chomozom 10g23 vSak miiZze pfedstavovat variantu juvenilni
polypozy, protoze u jedné rodiny byla zaznamenana ztrata funkce BMPRI1A. [77,231]

Vztah mezi HMPS a juvenilni polyp6zou neni zcela dofeseny. V databazi OMIM je uvedeny
pod cislem 601228 a je také znamy jako CRACI1 (colorectal adenoma and carcinoma 1).
Genomov¢é asociace odhalily predispozici s nizkou penetranci spojenou s rizikem CRC. [230]
Gen zpusobujici HMPS byl identifikovan jako 40kb duplikace v blizkosti genu GREMI
v oblasti CRACI zptsobujici poruseni BMP/TGF-beta signalni cesty, stejné jako je tomu u
juvenilni polypdzy. [229] Byla také prokazana synergisticka interakce GREM1 s aktivovanou
signdlni cestou Wnt. Epitelidlni exprese GREMI1 se vyskytuje také u tradicnich serrated
adenomt a tyto 1éze mohou tak byt povazovany za sporadickou formu HMPS polypi. [111]
Zda se, ze klinické znaky a typ stfevnich polypt jsou diileZité pro stanoveni diagnozy.

9.9 Polymerase proofreading-associovana polypdza

Polymerase proofreading asociovana polypoza (PPAP) je teprve neddvno popsany
autozomalné¢ dominantné dédi¢ny syndrom s vysokou penetranci charakterizovany vznikem
adenomatoznich polypl,, kdy v Casném véku dochézi ke vzniku CRC a endometridlniho
karcinomu. [98,383] Popsan byl pti celogenomovém sekvenovani 15 ptipadl s vice nez deseti
adenomy ve véku pfed 60 lety a endometridlnim karcinomem. U nékterych ptibuznych se
vyskytlo vice nez pét adenomt tlustého stieva a u vSech testovanych nebo jejich ptibuznych
prvniho ¥adu byl diagnostikovan CRC. Zadné jiné extrakolonické manifestace nebyly
pozorovany. VSechny testované piipady byly negativni na mutace genit APC, MYH a MMR.

Geneticky podklad PPAP tvoii zarodeéné mutace v exonukledzovych (proofreading)
doménach dvou DNA polymerdz, které jsou nezbytné pro replikaci DNA. Konkrétné jde o
polymerdzu POLDI (polymerase deltal) a POLE (polymerase epsilon 1), které jsou
v databazi OMIM uvedené pod cisly 174761 a 174762. [199] Ztrata schopnosti korektury
polymerdz zptsobuje cetné mutace, které se projevuji vznikem MSS a chromozomalné
nestabilnich karcinoml. Somatické mutace exonukledzovych domén POLE byly navic
objeveny i u sporadickych CRC a endometridlnich karcinomt. [199] U endometridlnich
karcinomt s mutaci POLE je popisovana pfizniva prognoza, ktera pravdépodobné souvisi
s masivni intratumoralni T-bunéénou odpovédi. [96,165] Testovani na mutace POLE a
POLDI by mélo piijit v Gvahu u pacientli s mnohocetnymi nebo velkymi adenomy a
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podezienim na LS nebo MAP, kdy se neprokazaly mutace jejich gent. Pfi potvrzeni diagnézy
PPAP je tieba zvazit intenzivnéjsi screening na CRC a endometrialni karcinom.

9.10 Brooke-Spieglertiv syndrom

Brooke-Spiegleriv. syndrom (BRSS) je autozomaln¢ dominantné¢ dédicnd porucha
charakterizovand vyskytem mnohocetnych koznich tumord, typicky v oblasti hlavy a krku.
[440] Tumory vznikaji v ¢asné dospélosti, v pribéhu zivota se pak zvétsuji a roste i jejich
pocet. Histologicky jde ptedevSim o cylindromy, trichoepiteliomy a spiradenomy.
V nékterych etnikdch jsou hlaseny také maligni lymfoepitelidlni 1éze pfiusni zlazy. [25,165]
BRSS je zptsoben heterozygotni mutaci genu CYLD (cylindromatosis) lokalizovaného na
chromozomu 16q12 a v databazi OMIM je uveden pod cislem 605041. [50,138] Syndromy
familidrni cylindromatézy a mnohocetnych familidrnich trichoepiteliomi jsou alelické
s BRSS, ale maji v ramci jedné rodiny rizné projevy a jde tedy pravdépodobné o fenotypické
varianty BRSS. [64,156,288,432,534] Vzhledem k mnohocetnému vysevu koznich tumort
mohou tyto syndromy klinicky ptipadat v ivahu pfti diferencialni diagnéze MTS.

9.11 Gorliniv syndrom (Basal cell nevus syndrome)

Gorlintiv syndrom (jinak znamy také jako Gorlin-Goltziiv syndrom nebo basal cell nevus
syndrom, BCNS) je familidrni autozomalné¢ dominantné dédi€ny syndrom projevujici se
mnohocetnymi bazaliomy, epidermoidnimi cystami, jamkami na dlanich a chodidlech,
odontogennimi keratocystami, ovaridlnimi nebo srde¢nimi fibromy, zkrdcenymi metakarpaly,
hypertelorismem a abnormalitami celisti, zeber a obratlt. [167,437] Je popisovano také
zvySené riziko vzniku meduloblastomu a v mens$i mife fibrosarkomu celisti. [134,204,437]
Soucasti BCNS mohou byt také hamartomatézni polypy zaludku. [445] Geneticky podklad
BCNS mtZe spocivat v zdrodecné mutaci genu PTCHI (patched homolog) na chromozomu
9922, mutaci genu PTCH?2 na chromozomu 1p32 nebo mutaci genu SUFU na chromozomu
10g24-25. V databazi OMIM je BSNS dohledatelny pod ¢islem 109400. Nekteré znaky se
piekryvaji s FAP (epidermoidni cysty, abnormality celisti), Turcotovym syndromem
(meduloblastom se zarode¢nymi mutacemi 4PC) nebo MTS (bazaliomy s MSI) a je tak tfeba
brat tento syndrom v uvahu pfi jejich diferencialni diagnoze.

9.12 Ferguson-Smithtv syndrom

Ferguson-Smithiiv syndrom (jinak znamy také jako multiple self-healing squamous
epithelioma, MSSE) je charakterizovany vznikem mnohocetnych keratoakantoml a
dlazdicobunéénych karcinomt, které spontanné regreduji za vzniku dilkovitych jizev. [139]
Pocatek projevli mlize byt variabilni (v rozmezi 8-62 let). MSSE je zpisoben heterozygotni
mutaci se ztratou funkce genu 7GFBRI na chromozomu 9q22 s autozomalné¢ dominantnim
vzorem dédicnosti. [168] Pro vznik mnohocetnych keratoakantomi muize byt zvazovan
v diferencidlni diagnéze MTS.
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9.13 Tuberdzni sklerdza

Tuber6zni sklerdza (TBS) je autozomélné dominantné dédi¢nad porucha s rtizné¢ vyjadienym
multisyst¢émovym postizenim a incidenci 1/6000. Charakterizovana je vyskytem hamartomu
v riznych lokalizacich, zejména mozku, klize, srdce, ledvin a plic.

TBS je zpisobena ptiblizn€ v 10-30 % piipadi mutacemi genu 7SC! (tuberous sclerosis)
lokalizovaného na chromozomu 9q34. VétSinu ostatnich ptipadd predstavuji mutace genu
TSC2 umisténého na chromozomu 16p13, ale u 15-20 % pacientll se nepodafi identifikovat
zaddnou germindlni mutaci a TBS muze byt v téchto pfipadech zplisobena mozaicismem.
[104,107,498] Mutace genu 7SCI zptsobuji 15-30 % familiarnich ptipadi a 10-15 %
sporadickych (75-80 % je zpiisobeno mutacemi genu 7SC2). Mutace genu 7SC2 jsou

vewr

Kozni léze predstavuji predev$im hypomelanotické makuly, oblicejové angiofibromy a
ungualni fibromy. [474,517] V ledvinach se vyskytuji, vétSinou mnohocetné a oboustranné,
zejména angiomyolipomy a cysty. [27,102] Postizeni ledvin se mlze projevovat krvicenim
nebo jejich selhavanim zutlaku parenchymu. Projevy postizeni centralniho nervového
systému zahrnuji epilepsii, autismus, poruchy chovani a uceni. [372,504] Je 1 zvySené riziko
vyskytu astrocytomi v mladém veéku. [392] Srdecni manifestace je charakterizovana
vyskytem rhabdomyomil od raného véku, které vSak mohou regredovat. [192,457] Jako
komplikace se mohou objevit poruchy rytmu, obstrukce nebo embolizace. [62] Dale jsou
popisovany také chordomy, plicni lymfangioleiomyomat6za a anomalie zubi. [332,348,434]

9.14 Syndrom Birt-Hogg-Dube

Syndrom Birt-Hogg-Dube (SBHD) je autozomdalné¢ dominantné dédicnd genodermatoza
s incidenci 1/200000, znadma také jako syndrom Hornstein-Knickenberg. Je zptsoben mutaci
genu FLCN na chromozomu 17pll a v databdzi OMIM ho lze nalézt pod ¢islem 135150.
SBHD je charakterizovan hamartomy vlasovych folikulti, nddory ledvin a spontannim
pneumotoraxem. [360] Z tumort ledvin se popisuji onkocytomy, svétlobunécné, papilarni a
chromofobni karcinomy, ale také cysty. [275,393] Kromé spontdnniho pneumotoraxu jsou
v plicich rovnéz popisovany cysty. [442,480] Mnohocetné kozni 1éze (popisované jako
fibrofolliculomy, akrochordony, perifolikularni fibromy nebo trichodiskomy) postihuji
zejména hlavu, krk, axilu, zdda a tfisla. [191] Navic je hlaSen i vyskyt polypt tlustého stieva,
procez tento syndrom muze také ptipadat v ivahu pii diferencialni diagnostice LS, respektive
MTS. [212,291,428,442]

9.15 Syndrom hyperplastické polypozy

Syndrom hyperplastické polypozy (SHP) je vzacny syndrom s predispozici ke vzniku CRC
(riziko byva udavano 40-50 %). Vzor dédi¢nosti neni jednoznacny a klinickd definice je
arbitrarni. Incidence se n€kdy odhaduje na 1/100000. Jedna studie zahrnujici 115 pacientt
s viceCetnymi serrated polypy a medidnem véku 62 let odhaluje, ze pravdépodobné existuje
vice fenotypti SHP. [252] Rodinnou nebo osobni anamnézu s CRC mélo 38 %, respektive 25
% pacientl. Navic se vyskytovaly i extrakolonické nadory (u 54 % v rodinné anamnéze a u 28
% v osobni anamnéze). Mezi extrakolonickymi nddory jsou popisovany tumory prsu, plic,
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prostaty a varlat. Prace ukazala 3 odlisné fenotypické vzory. Jedna skupina (n=55) vykazovala
poméme maly pocet velkych pravostranné lokalizovanych polypi, druha skupina (n=18)
velky pocet malych levostrannych polypt a tfeti skupina (n=42) kombinaci levostrannych i
pravostrannych polypt. Tento syndrom vSak vyzaduje dalsi zkoumani. Vzhledem ke
zvySenému riziku CRC vznikajicimu z polypt tlusté¢ho stieva ale tento syndrom piipada
v uvahu pii diferencidlni diagnostice LS. Zatimco u SHP jde o serrated adenomy a CRC
vzniklé na jejich podkladé, tak prekurzorovou 1ézi CRC asociované¢ho s LS jsou klasické
,konven¢ni* adenomy (tubulérni, tubulovilézni a vildzni).

9.16 Ashkenazil1307-k

Missense mutace v kodonu I1307K genu APC byla objevena u askenazskych Zidd, u kterych
je casto zvySeny vyskyt CRC. Mutace se vyskytuje u 6-10 % této populace a ukazalo se, ze
zvySuje riziko vzniku CRC. [305] Podle nékterych udaji je mutace 11307K pritomna az u 28
% askenazskych Zidii s CRC a pozitivni rodinnou anamnézou. [471] Né&které prace popisuji
také asociaci s CasnéjSim vznikem CRC a mnohocetnymi adenomy. [179,282] Ojedin¢le byla
mutace identifikovana u neasSkenazskych jedinct s podezienim na efekt founder mutace. [454]
Studie zkoumajici 215 askenazskych Zidi s CRC odhalila mutaci 11307K u 26 jedinci (12,1
%). [305] U nosicti mutace nebyly ve srovnani s ostatnimi zaznamenany Zadné rozdilné znaky
CRC, rozdilny veék v dobé diagndzy ani rozdily ve vyskytu dalSich nadort. Vyskyt CRC u
ptibuznych prvniho fadu byl vSak u nosi¢l mutace vyssi nez u nepostizenych (50 % oproti 28
%, P < 0.04). Jin4 prace hodnotila pfitomnost mutace na souboru 231 pacientil s alespon
jednim polypem tlustého stfeva, z nichz 183 bylo askendzskych Zidd. [471] Mutace 11307K
byla identifikovana u 14 % jedinci s aSkendzskymi kofeny a adenomatdéznimi polypy
vanamnéze a u jednoho pacienta (5 %) s hyperplastickymi polypy. Fenotypické znaky
adenomtl ani rodinnd anamnéza se v tomto ptipadé neliSily od sporadickych variant.

9.17 Mutace 1100delC genu CHEK2

Patogenni varianta genu CHEK2 1100delC hraje roli v citlivosti alely k predispozici
karcinomu prsu. Byly ovSem hlaSeny holandské rodiny s mutaci CHEK2 1100delC, u kterych
se vyskytovaly pacienti s CRC. [512] Zatimco ptipady FAP nevykazovaly ptitomnost CHEK?
1100delC, tato mutace byla identifikovana u 10 z297 (4,2 %) ptipadi HNPCC, coz je
vyrazné¢ vice nez 1 % frekvence v populaci. Z téchto 10 ptipadi CRC s CHEK?2 1100delC jich
9 spliiovalo Amsterdamské kritéria II nebo Bethesda guidelines. I n&kteti dalsi autofi pak
identifikovali mutaci 1100delC u ¢lenii rodin vykazujicich tento fenotyp ,hereditarniho
karcinomu prsu a stieva®“ (hereditary breast and colorectal cancer, HBCC). [336] Varianta
CHEK?2 1157T byla také asociovana s rizikem CRC ve finské a polské populaci, coz ukazuje,
ze rizikovost CHEK2 pro vznik CRC se neomezuje pouze na variantu 1100delC.
[108,109,264] To znamend, ze CHEK? varianty mohou vysvélovat ¢ast familiarnich CRC
splitujicich Amsterdamska kritéria I pfi absenci zarodecné mutace genu MMR, naptiklad
nékteré FCRCTX. Rizné alely s nizkou penetraci byly spojeny se zvySenym rizikem vzniku
CRC, ale dodnes nebyla zadna potvrzena jako pfi¢ina familiarniho nebo syndromického CRC.
Ptestoze je tedy nartist CRC mezi nékterymi rodinami s CHEK?2 1100delC mutaci, neexistuje
dosud dostatek diikazli, Ze by tato mutace odpovidala za jednozna¢né syndromicky CRC.
[108,411] Jedna se o oblast, kterd vyzaduje dalsi studium a objasnéni.
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10 Cil prace

Zavedeni algoritmu depistaze Lynchova syndromu

Nastaveni optimalniho managementu vysetfovani je pro diagnostiku LS klicové. Nekteré dilci
postupy se mohou v jednotlivych zatizenich liSit, zeyména s ohledem na personalni, finan¢ni
nebo technické moznosti laboratofe. Optimalni vySetfovaci algoritmus by mél byt co
nejefektivnéjs$i, coz zahrnuje nejen co nejvyssi senzitivitu a specifitu, ale také efektivitu
logistiky a finan¢nich nakladi. Vzhledem k Casto nedostatecné anamnéze slouzi klinicka
kritéria spiSe jako pomocny faktor a navic se jejich samostatna senzitivita a specifita ukazala
nedostateCnou. Zakladem vysetfovaciho postupu je v soucasné dobé detekce MSI-H tumorti.
Jeji prikaz Ize provadét jednak piimo, jednak zprostiedkované pomoci IHC exprese MMR
proteind, nebo na zéklad¢ histologickych znakt typickych pro MSI-H tumory. Pravé systém
pouziti téchto metod se muze lisit. Plnohodnotny postup by mél zahrnovat vS§echny zminéné
metody z diivodu jejich vzajemné komplementarnosti, nicméné z finan¢nich i ¢asovych
divoda je nutné nalézt vstupni metodu detekce, kterd je dostatecné efektivni pii zachovéni
unosnych néklada (finan¢nich, ¢asovych i persondlnich).

Na naSem pracovisti jsme z pocatku zavedli algoritmus zacinajici histologickym zhodnocenim
ptitomnosti MSI-H morfologie (pomoci Semi PREDICT skore), na jehoz podkladé byla
v suspektnich pfipadech indikovana molekuldrné genetickd analyza MSI, hypermetylace
promotoru genu MLHI a mutace genu BRAF. Pro analyzu MSI a hypermetylace promotoru
MLH]I je vsak zapotiebi kontrolni nenddorova tkan, ktera vétSinou nebyva k dispozici u
endoskopickych biopsii. V téchto ptipadech je potfeba ji zajistit od zainteresované¢ho
gastroenterologa v podobé endoskopického vzorku nenddorové sliznice nebo nesrazlivé
periferni krve, coZz se ukéazalo jako takika nefeSitelny problém. Uvedeny komplex
molekularné genetickych metod navic neumoznoval ur€it, ktery gen by mél byt podroben
vySetfeni na germinalni mutace, coz nakonec spolu s vyss§i ¢asovou ndro¢nosti uvedeného
komplexu molekuldrné genetickych metoda a jejich vySsi cenou rozhodlo o upfednostnéni
imunohistochemického vySetfeni exprese MMR proteind.

V soucasnosti na nasem pracovisti provadime u vSech CRC univerzalné IHC vySetieni, které
je zadavéano uz pii makroskopickém zpracovani materialu. Navic provadime [HC vySetieni
exprese MMR proteind i u karcinomll endometria, u téch ovSem az na zékladé histologického
prikazu karcinomu. Samotné hodnoceni IHC reakce je centralizovano na 1 az 2 1ékare, kteti
fidi pfipadny dal$i nasledny postup. Timto centralizovanym pfistupem se, spolu s vySsi
senzitivitou imunohistochemického vysSetieni ve srovnani s ,,MSI-H morfologii* podle Semi
PREDICT skoére se zvySuje celkova efektivita screeningového systému. V ptipadé prikazu
deficitu exprese protein MSH2 a/nebo MSH6 je pak hned kontaktovan klinicky 1ékat s
pozadavkem na odeslani pacienta na oddéleni lékatské genetiky. Genetik by mél zajistit
zaslani nesrazlivé periferni krve soucasné s informovanym souhlasem pacienta k molekularné
genetickému vySetfeni zarodecnych mutaci piisluSnych gent. Pii prokazani deficience
exprese proteint MLHI a/nebo PMS2, nasleduji dalsi, jiz zminéna vySetfeni (test MSI,
hypermetylace MLHI a mutace BRAF) s cilem vyloudit piipady sporadickych MSI-H
karcinomt a MSS karcinomt s faleSnou IHC negativitou exprese MMR proteinti. V ptipadé,
ze jsou vysledky imunohistochemického vySetfeni nepochybné, s jasn€ pozitivni vnitini
kontrolou, je mozné molekularné geneticky MSI test vynechat, protoze za téchto okolnosti
nepfinaSi zasadni informaci. Pacienty s prokdzanou mutaci V600E genu BRAF nebo
hypermetylaci MLHI lze s velkou pravdépodobnosti vyfadit z dalSiho diagnostického
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managementu, pokud tomu nebrani jiné okolnosti (napf. nizky vek, vyrazné familidrni
postizeni, multiplicita nadorl). Schéma managementu LS na nasem pracovisti viz Obr.1.
Podrobnéjsi informace jsou uvedeny v piilozenych publikacich.

Jako velmi dulezité se také ukazalo provedeni vSech vySetfeni v co nejkratsi dob¢, idealné
dokud je pacient, napiiklad po resekci tlustého stfeva, stdle v nemocni¢nim zafizeni. Dalsi
management totiz kromé& compliance pacienta zalezi na mezioborové spolupréci, kterd se po
propusténi pacienta z hospitalizace dale rozSitfuje. Ziskani periferni krve pro genetickou
analyzu zarode¢nych mutaci MMR gend se pak casto ukazuje jako velmi problematické.
Dosud totiz dostatecné nefunguje systém zpétné vazby s klinickymi 1€kafi, kteti by meli
organizovat dal$i vySetfovani pacienta a jeho rodinnych piislusnikii. Béhem ptedavani
informaci mezi chirurgy, praktickymi Iékaii a onkology se totiz Casto zadost laboratote
molekularni genetiky o periferni krev pacienta vytrati z poptedi zajmu.
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11 Material a vySetrovaci metody

Pro histologickou analyzu byly pouzity standardni vzorky tkén¢ fixované v 10% formolu a
zpracované klasickou parafinovou technikou a obarvené hematoxylinem a eosinem pfii
tloustce tezi 4 pum. Pro imunohistochemické vySetfeni byly fezy odparafinovany a
rehydratovany v jednom kroku na pfistroji BenchMark ULTRA od spolecnosti Ventana.
Nasledné¢ byla skla pokryta Tris-EDTA pufrem (pH 8,6) a zahtata na 95°C po dobu 64 minut
pro odmaskovani antigenu. Skla byla poté inkubovana pii 37°C po dobu 40 minut se 100 pl
primarni protilatky proti MLH1 (MutL Protein Homolog 1, M1, RTU, Ventana), MSH2
(MutS Protein Homolog 2, G219-1129, RTU, Cell Marque), MSH6 (MutS Protein Homolog
6, 44, RTU, Ventana) a PMS2 (Postmeiotic Segregation Increased 2, EPR3947, RTU, Cell
Marque). Poté byla skla omyta TBS (Tris-buffered saline) pro odstranéni reagentii. Detekce
byla zprostiedkovana alkalickou fosfatazou s amplifikaci (ultraView Universal Alkaline
Phosphatase Red detection Kit) od spolecnosti Ventana nebo inkubaci 200ul DAB (3,3 -
diaminobenzidine) substrate/chromogen po dobu 3 minut. Kvalita barveni byla verifikovana
jak pouzitim adekvatni vné&j$i kontroly, tak zejména vnitini kontrolou, kterou ptedstavuji
nenddorové lymfocyty. Jako ztrata exprese bylo oznaceno negativni barveni nddorové tkané
pfi zachované barvitelnosti vnitini kontroly.

11.1 Analyza somatického genomu

Nejprve byly z blokd nakrajeny 20 um fezy do mikrozkumavky a po odparafinizovani byla
extrahovana DNA dle manudlu vyrobce (QIAsymphony DSP DNA kit). Na spektrofotometru
Nanodrop byla zmétena koncentrace a Cistota DNA a za pouziti PCR s primery k vybranym
,housekeeping* geniim i jeji kvalita.

Pro vySetfeni nestability mikrosatelitnich markert (MSI) ve tkani se vyuziva multiplexni PCR
s naslednou fragmentacni analyzou pifi pouZiti kitu Promega MSI Analysis System.
Fragmentacni analyzou provadime vySetieni MSI péti monukleotidovych (BAT-25, BAT-26,
NR-21, NR-24, MONO-27) a dvou pentanukleotidovych repetici (Penta C and Penta D).

Mutace genu BRAF byly provadény vySetienim casti exonu 15 se zaméfenim na detekci
mutaci v kodonech V600 a K601 metodou PCR a reverzni hybridizace kitem BRAF 600/601
StripAssay (Viennalab), nebo metodou real-time PCR kitem cobas 4800 BRAF V600
Mutation Test (Roche). Analyza somatickych mutaci nezachyti mutace, pokud alterovana
bunécna linie nebude zastoupena alespont v 1 % u reverzni hybridizace, v5 % u real-time
cobas, ve 20 % u sekvenovani a v1 % u reverzni hybridizace. Analyticka senzitivita a
specifita sekvenovani je 99 %.

Analyza metylace promotoru genu MLHI byla provadéna pomoci metody bisulfidické

konverze a metylacn¢ specifické PCR dle protokolu uvedeného v praci, kterou publikoval
v roce 2002 Chan AO s kolektivem. [87]
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11.2 Analyza germinalnich mutaci

DNA a RNA zkrve odebrané do EDTA zkumavky (DNA) a PAX zkumavky (RNA,
PAXgene blood RNA tubes IVD) byla extrahovdna dle manualu vyrobce (QIAsymphony
DSP DNA kit a PAXgene blood RNA kit IVD).

Detekce mutaci celé¢ kodujici oblasti genu MLHI byla provedena pomoci metody PCR (s
primery amplifikujicimi vSech 19 exont,, vcetné exon-itronovych spoji) a piimého
sekvenovani. Analyza strukturalnich aberaci byla provedena pomoci MLPA-mP003 kitu.
Kombinaci ptimého sekvenovani gDNA (vSech exonii a ptilehlych intronovych tuseki) a
MLPA-mPO003 testu lze zachytit zhruba 98 % zndmych mutaci genu MLHI, viz HGMD
databaze (Human Gene Mutation Data, http://www.hgmd.org).

Detekce ptipadné germinalni metylace promotoru genu MLH1 byla provedena pomoci
MLPA-MEO011 kitu.

Detekce mutaci celé kodujici oblasti genu PMS2 byla provedena pomoci metody RT-PCR
(mRNA byla piepsana na cDNA, a ta pouzita jako templat pro PCR) a pfimého sekvenovani
vSech 15 exonl. Analyza strukturdlnich aberaci byla provedena pomoci MLPA-mPO008 kitu.
Kombinaci pfimého sekvenovani cDNA a MLPA-mP00S8 testu lze zachytit zhruba 87 %
znamych mutaci genu PMS2 (viz HGMD databaze). Mutacni analyza tohoto genu je ztiZzena
pritomnosti jeho pseudogenti v genomu.

Detekce mutaci celé kddujici oblasti genu MSH?2 byla provedena pomoci metody PCR (s
primery amplifikujicimi vSech 16 exonl, vcetné exon-itronovych spoji) a piimého
sekvenovani. Analyza strukturdlnich aberaci byla provedena pomoci MLPA-mP003 kitu.
Kombinaci ptimého sekvenovani gDNA (vSech exonil a pfilehlych intronovych tsekil) a
MLPA-mP003 testu lze zachytit zhruba 99 % znamych mutaci genu MSH2 (viz HGMD
databaze).

Detekce mutaci celé kodujici oblasti genu MSH6 byla provedena pomoci metody PCR (s
primery amplifikujicimi vSech 10 exonl, véetné¢ exon-itronovych spoji) a piimého
sekvenovani. Analyza strukturdlnich aberaci byla provedena pomoci MLPA-mP072 kitu.
Kombinaci ptimého sekvenovani gDNA (vSech exonii a pfilehlych intronovych useki) a
MLPA-mP072 testu lze zachytit zhruba 98 % zndmych mutaci genu MSH6 (viz. HGMD
databaze).
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12 Vysledky

V roce 2013 bylo na nagich pracovistich (Sikliv tstav patologie FN a LF UK v Plzni a
Bioptické laboratof s.r.o. Plzen) vysetieno celkem 1382 pacientii (unikatnich rodnych cisel)
s diagnozou C18-20 bez ohledu na to, zda Slo o resekat stfeva nebo endoskopickou biopsii (z
toho 1006 ptipadi bylo v Bioptické laboratoti a 376 piipadi v Siklové Gstavu). Na zékladé
klinickych udaji a histologickych znaki bylo celkem u 84 pacientd (6,1 %)
vysloveno podezieni na LS a byla provedena dals$i analyza, kterd zahrnovala
imunohistochemické stanoveni MSI, mutace BRAF V600E, metylace promotoru MLHI a
vySetfeni exprese MMR gentll. Pro zavérecné molekuldrné genetické potvrzeni ¢i vyvraceni
germinalnich mutaci MMR gent z periferni bylo uvedenymi metodami vybrano 20 ptipadi. U
7 pacientt (0,5 %) se potvrdila zarode¢na mutace nékterého z MMR gent a u 6 pacientii se
zarodeCna mutace neprokazala. Do konce roku 2016 se vSak pies veSkeré snahy nepodafilo
z riznych divodt vysetfit 12 pacientt (0,86 %), znichz 7 (0,5 %) je velmi suspektnich
z diagnézy LS. Navic byl jednou diagnostikovan Lynch-like syndrom v materidlu
z adenokarcinomu endometria (somaticka frameshift duplikace ¢.1597 1600dupCTTC v
exonu 10 genu MSH?2).

Vroce 2014 bylo vySetfeno celkem 1568 pacientii s diagnézou C18-20 (z toho 1181 v
Bioptické laboratofi a 387 v Siklové ustavu). Pokud jde o metodiku vybéru pacienttl, je tento
rok pomérné heterogenni. V prvni poloviné¢ roku byla prvnim krokem analyza MSI-H
morfologie formou Semi PREDICT skore, v druhé poloviné doslo k piechodu na primérni
pouziti imunohistochemického vysetfeni exprese MMR proteinli. Zarovenn vSak doslo
v dusledku tlaku klienti Bioptické laboratofe zptisobeného opatfenim tzv. indukované péce
k vyraznému omezeni mnozstvi pacientd, ktefi mohli byt v Bioptické laboratofi dale
vySetteni. Od poloviny roku 2014 tedy byly v Bioptické laboratofi prakticky vySetfovany
pouze piipady konzultacni, které byly zaslany externimi patology na podkladé suspektniho
Semi PREDICT skore, a to zejména z oddéleni patologie Krajské nemocnice Liberec. Pro
dal$i analyzu bylo na zdkladé morfologie a IHC vySetfeni urceno 67 pacientt (4,3 %). U 3
pacientii (0,2 %) byl molekularné geneticky potvrzen LS, ve 36 piipadech (2,3 %) byl
potvrzen sporadicky MSI-H tumor, 4 piipady (0,3 %) se suspektnim LS zistadvaji dosud
nevysetieny. U 2 pacientt (0,1 %) se jednalo Lynch-like syndrom v dusledku somatické
jednobasové substituce ¢.942+3A>T tfeti hrani¢ni base intronu 5 v genu MSH?2 a v dasledku
somatické mutace c.1252delA v exonu 7 genu MSH2. Navic byl LS diagnostikovan u dvou
pacientek s adenokarcinomem endometria a u jedné pacientky s adenokarcinomem duodena.

V roce 2015 mélo diagnézu C18-20 celkem 1441 pacientti (z toho 1118 v Bioptické laboratofi
a 323 v Siklové tstavu). Pro dalsi vySetfovani bylo na zakladé morfologie a IHC vysetieni
vybrano 32 ptipadi (2,2 %). Molekularné geneticka analyza prokazala LS u 5 pacientt (0,4
%). Ve 20 piipadech (1,4 %) se jednalo o sporadicky MSI-H tumor, 3 pacienti (0,2 %) se
suspektnim LS nebyli dodnes geneticky vysetieni.

V roce 2016 bylo celkem vySetfeno 1423 pacientl s diagndzou C18-20 (v Bioptické laboratofti
1092 a v Siklové tstavu 331). Pro dalsi analyzu bylo vybrano 45 piipadt (3,2 %). LS se
molekularné geneticky prokazal u 5 pacientt (0,4 %), 7 pacientt (0,5 %) velmi suspektnich
z diagndzy LS se vSak dosud nepodafilo na germinalni mutace vySetfit. Ve 27 ptipadech (1,9
%) §lo o sporadicky MSI-H tumor. U jednoho pacienta (0,1 %) byl diagnostikovan Lynch-like
syndrom se somatickou frameshift deleci ¢.1670 1677delAAGAACTG v exonu 15 genu
MLHI.
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Celkem tedy bylo v letech 2013-2016 vysetfeno 5814 pacientl s diagnézou C18-20 (4397
pacientll v Bioptické laboratofi s.r.o. a 1417 v Siklové ustavu patologie). Suspektni MSI-H
morfologii a/nebo THC deficit MMR proteini vykazovalo 228 piipadi. Zarodecna mutace
definujici LS byla molekularné geneticky potvrzena u 20 pacientd (0,3 %) s CRC (viz graf 1).
V Bioptické laboratofi s.r.o. bylo diagnostikovano 10 piipadi, coz pii piepoctu na celkové
vySetfené piipady CRC v této laboratofi &ini 0,2 %. Siklav ustav patologie diagnostikoval
také 10 ptipadu, ale vzhledem k menSimu poctu vysSetieni s diagnozou CRC byl podil LS 0,7
%. Navic byl u dvou pacientek LS diagnostikovan na podkladé adenokarcinomu endometria a
u jedné pacientky prezentujici se adenokarcinomem duodena. U 4 pacientd (0,1 %) byl
diagnostikovan LLS. Sporadicky MSI-H karcinom se prokdzal u 178 pacientd (3,1 %).
Celkem 26 pacientl (0,4 %) se dosud nepodafilo z riznych divodl vysSetfit molekularné
genetickou analyzou germinalnich mutaci, z toho 21 pacientd (0,4 %) je velmi suspektnich
z diagnozy LS. U 4 pacientil byla stanovena diagndza Lynch-like syndromu.

Germinalni mutace v genu MLH1 byla zaznamenana u 6 ptipadd (26 %), v genu PMS2 u 3
pripada (13 %), v genu MSH?2 u 5 ptipada (22 %) a v genu MSH6 u 9 ptipadi (39 %), viz graf
2. LS se potvrdil u 10 pacienti muzského pohlavi ve véku 26-80 let (primér 58,5 let) a 13
pacientii byly zeny ve véku 38-78 let (pramér 55,3 let), ptiCemz 5 pacientim (21,7 %) bylo
v dobé diagndzy vice nez 70 let, coz znamend, ze v literatufe nékdy udavana hranice 70 let
pro vySetfovani pacientll na LS je neopodstatnéna (tabulka 9). Kolorektalni karcinomy byly
lokalizovéany u 7 pacientt (30 %) v céku, u 2 pacientii (8,7 %) v colon ascendens, u 2 pacientli
(8,7 %) v oblasti hepatalniho ohbi, u 3 pacientt (13 %) v colon transversum, u jednoho
pacienta (4,3 %) v colon descendens, u jednoho (4,3 %) v colon colon sigmoideum a u
jednoho (4,3 %) v rektosigmatu. V souhlase s literaturou je tak vétSina CRC v ramci LS
lokalizovéna pravostranné€. U 3 pacientil (13 %) nebyla lokalizace v tlustém stfeve uptfesnéna.

12.1 Pacienti s diagnostikovanym Lynchovym syndromem

V nésledujicim textu jsou klinickopatologické tidaje o pacientech s potvrzenym LS, které jsou
strucné shrnuty 1 v tabulce 10.

1) Muz ve veéku 51 let s adenokarcinomem céka (grade 2 s invazi do muscularis propria, bez
metastatického postizeni lymfatickych uzlin). Morfologické znaky tumoru: ojedinéle tumor
budding, ojedinéle tumor infiltrujici lymfocyty, sttedné vyrazny peritumoralni lymfoidni lem,
loZiskov€é vyraznd mucindézni diferenciace. Imunohistochemické vySetieni prokazalo
deficienci exprese proteint MLH1 a PMS2.

V analyzovaném materidlu byla molekularné geneticky prokdzana zarodecna mutace malého
rozsahu genu MLHI. Jedna se o "frameshift" deleci c.1210 1211delCT v exonu 12 genu
MLHI. Tato mutace ma za nasledek vznik pfed¢asného STOP kodonu a je uvedena v
databazich HGMD i MMRGVD (Mismatch Repair Genes Variant Database, kterd je dostupna
na http://www.med.mun.ca/mmrvariants/). Jedna se o patologickou mutaci. [536]

Od tohoto pacienta jsme vySetfovali v roce 2015 také metastazu svétlobunééného rendlniho

karcinomu (dle Fuhrmannové grade 2). Molekularné geneticky se neprokazala MSI, mutace
BRAF ani metylace promotoru MLH1.
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2) Pacientka ve véku 44 let s adenokarcinomem colon sigmoideum (grade 2 s loziskovou
invazi az do perikolické tukové tkané, bez metastatického postizeni lymfatickych uzlin).
Morfologické znaky tumoru: vyrazna extracelularni hlenotvorba (hlenova jezirka tvofi az
ttetinu  objemu), ve spodin¢ malé mnozstvi Crohn-like Iymfoidnich agregata.
Imunohistochemické vySetieni prokazalo deficienci exprese proteinit MSH2 a MSH6.

V analyzovaném materidlu byla molekuldrné geneticky prokdzana zarodecnd mutace malého
rozsahu. Jedna se o duplikaci ¢.1282dupC v exonu 8 genu MSH?2, ktera ma za nasledek vznik
pred¢asného STOP kodonu zhruba v 50 % délky sekvence proteinu MSH2. Jedna se o
patogenni mutaci.

3) Pacient ve veéku 60 let s adenokarcinomem colon ascendens v endoskopické biopsii polypu
pruméru 1 cm (grade 1 s invazi do submuko6zy, nedosahujici do resekéniho okraje a bez
metastatického postizeni lymfatickych uzlin). Morfologické znaky tumoru: tumor infiltrujici
lymfocyty (>2/HPF), Crohn-like lymfoidni noduly (>4/LPF), mucindzni diferenciace (40 %),
stromalni plasmocyty (>25 % stromalnich leukocytil). IHC vySetfeni prokézalo deficit
exprese proteint MSH2 a MSH6.

V analyzovaném materidlu byla prokézana zarodecnd mutace. Jednd se o jednobasovou
substituci ¢.366+1G>A prvni hrani¢ni base intronu 2 v genu MSH2, kterd mé za nasledek
zruSeni konzervovaného sestfihového "donor" mista, coz Cini tuto substituci s nejveétsi
pravdépodobnosti patogenni. Tato varianta je uvedena v databazi HGMD.

V roce 2012 byl pacientovi diagnostikovan sttedné diferencovany tubuldrni a kribriformni
adenokarcinom tenkého stieva (invaze az do tukové tkané, LU bez metastaz), v roce 2014 byl
pacientovi odstranén hyperplasticky polyp tlustého stieva bez dysplazie a v roce 2015
hyperplasticky polyp zaludku. Navic byl v roce 2015 u pacienta diagnostikovan prostaticky
acinarni adenokarcinom (Gleason skore 8 (4+4)) a v roce 2016 mu byl odstranén tubuldrni
adenom tlustého stfeva s nizkym stupném dysplazie, bez invazivniho ristu.

4) Pacientka ve véku 52 let s adenokarcinomem céka (grade 3 s invazi na peritonealni povrch
a metastatickym postizenim jedné lymfatické uzliny). Morfologické znaky tumoru: lymfaticka
invaze, tumor infiltrujici lymfocyty (>2/HPF), Crohn-like lymfoidni noduly (>4/LPF),
mucindzni diferenciace (60 %). IHC byl zaznamenan deficit exprese proteinu MSH6.

V analyzovaném materidlu byla molekularné geneticky prokdzana zarode¢na mutace malého
rozsahu. Jednd se o frameshift deleci c.402delT v exonu 2 genu MSH6, kterd ma za nasledek
posunuti ¢teciho ramce a vznik pred¢asného STOP kodonu.

5) Pacient ve véku 70 let s adenokarcinomem colon transversum (grade 2 s invazi do
perikolické tukové tkané, bez metastatického postizeni lymfatickych uzlin). Morfologické
znaky tumoru: mucindzni diferenciace (30 %), tumor infiltrujici lymfocyty (> 2/HPF), Crohn-
like lymfoidni noduly (> 4/LPF), peritumoralni lymfoidni lem se stromalnimi plazmocyty
(ptesahujicimi 25 % stromalnich leukocytti). IHC vySetfenim byla zjisténa deficience exprese
proteinit MLH1 a PMS2.
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V analyzovaném materialu byla nasledné prokazéna zadrode¢na mutace malého rozsahu. Jedna
se o "in-frame" deleci dvanacti basi ¢.170 181del (p.K57 Q60del) v exonu 2 genu MLH].
Tato mutace neni uvedena v databazich HGMD, MMRGVD, ani v SNP NCBI (Database of
single nucleotide polymorphisms, National Cancer for Biotechnology Information,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). V ramci projektu sekvenovani "1000 Genomes" nebyla
tato mutace v bézné populaci zachycena. Predikéni program Provean (http://provean.jcvi.org)
oznacuje tuto mutaci jako pozitivni. Pfima souvislost s Lynchovym syndromem nebyla dosud
publikovana.

U tohoto pacienta byl jiz vroce 2009 v endoskopické biopsii diagnostikovan invazivni
adenokarcinom tlustého stfeva (hepatalniho ohbi) grade 1, ktery byl resekovan mimo FN
Plzen. Navic u ného bylo v minulosti endoskopicky odstranéno 10 low-grade tubularnich
adenomt tlustého stfeva a 3 hyperplastické polypy.

6) Pacientka ve véku 42 let s adenokarcinomem céka (grade 2 s invazi do perikolické tukové
tkané, bez metastatického postizeni lymfatickych uzlin). Z morfologickych znakl tumoru byla
vyraznad mucinozni diferenciace (90 %). IHC vySetieni odhalilo deficienci exprese proteinu
MSHG6.

Molekularn¢ geneticky byla prokadzéna zarodecna mutace malého rozsahu genu MSH6. Jedna
se o frameshift duplikaci c¢.741dupA v exonu 4 genu MSH6, kterd ma za nésledek posunuti
¢teciho ramce a vznik pred¢asného STOP kodonu.

7) Pacient veku 39 let, jehoz biopsie byla zaslana v ramci konzulta¢niho vysetfeni pfi
podezieni na LS. V analyzovaném materialu byla nasledné prokdzana zarodecna mutace
velkého rozsahu v genu MSH?2. Jedna se o deleci exonl1 9 az 16.

8) Pacientka 65 let s adenokarcinomem colon transversum. Slo o polypdzni stenozujici nador
s invazi do perikolické tukové tkané, bez metastatického postizeni lymfatickych uzlin.
Morfologické znaky tumoru: stromélni zanétliva reakce Crohn-like typu v okraji nadoru, pod
nadorem v perikolické tukové tkani mensi absces, obrovskobunéény granulom a vyrazné
fibroproduktivni zanétlivé zmény. Ve stfevé byl dale zastiZzen benigni tubulovilozni adenom s
low-grade dysplazii bez znamek invazivniho ristu. IHC vySetieni odhalilo deficienci exprese
proteint MLH1 a PMS2.

V analyzovaném materidlu byla nasledné¢ kombinaci metod (sekvenovani PMS2 cDNA a
predeslého PO0O8 MLPA testu) prokdzdna zarode¢na mutace velkého rozsahu. Jedna se o
hemizygotni deleci exont 12, 13 a 14 genu PMS2. Tato delece je uvedena v databazi
genetickych variant HGMD a byla popsana v literatufe jako Skodliva. [497]

U této pacientky byl jiz v roce 2013 diagnostikovan adenokarcinom liendlni flexury (grade 1 s
invazi do muscularis propria, bez metastatického postizeni lymfatickych uzlin). Morfologické
(misty s pfechodem do ulceroflegmono6zniho zanétu v okoli nadoru, fokalné ve sténé az
abscedujiciho s pfitomnosti obrovskobunétné granulomatézni reakce typu z cizich téles
kolem zbytku rostlinnych struktur a cetnymi pseudoxantomy), v tukové tkéni
lymfoplazmocytarni zanétlivé infiltrace (misty vyrazné denzni).
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9) Pacientka ve veéku 72 let s adenokarcinomem v oblasti céka u Bauhinské chlopné (grade 2 s
prorustanim do submukozy, bez metastatického postizeni lymfatickych uzlin). Morfologické
znaky tumoru: minimalni extracelularni hlenotvorba, na spodiné drobné Crohn-like lymfoidni
agregaty, malé mnozstvim tumor infiltrujicich lymfocyti. IHC vySetieni odhalilo deficienci
exprese proteint MLH1 a PMS2.

V analyzovaném materidlu byla néasledné¢ prokdzdna zdrodeCna mutace. Jednd se o
"frameshift" duplikaci c.1489dupC (p.Arg497Profs) v exonu 13 genu MLH]I. Tato duplikace
ma za nasledek posun ¢teciho rdmce a vznik pred¢asného STOP kodonu zhruba v 65 % délky
sekvence proteinu MLH1. Tato varianta je uvedena v databazich genetickych variant NCBI
(rs63751031), HGMD, MMRGVD a byla popséna v literatufe jako patogenni. [307]

V roce 2009 byl u pacientky odstranén tubularni LG adenom tlustého stfeva a v témze roce
sttedné diferencovany adenokarcinom tenkého stfeva. V roce 2010 byl u pacientky odstranén
Spatn¢ diferencovany solidné uspoiadany endokrinni malobunécny karcinom tenkého stieva
(infiltrujici vSechny vrstvy stény stievni, pfilehlé mezenterium pfilehlé tlusté stfevo s
metastazou vjedné LU). Vroce 2011 byla vtukové tkdni a na serdze tenkého stfeva
histologicky diagnostikovana metastaza nediferencovaného rozséhle nekrotického karcinomu
a v roce 2012 byl u pacientky objeven difuzni exulcerovany a rozséhle nekroticky karcinom
tenkého stfeva (s invazivnim rdstem celou sténou az do tukové tkané mezenteria a ptilehlé
stény zaludku, fokaln€¢ s nadorovou lymfangiopatii, bez metastatického postizeni
lymfatickych uzlin).

10) Pacient ve veku 72 let s lokalizaéné nespecifikovanym adenokarcinomem tlustého stfeva
zaslanym v ramci konzultacniho vysetieni. IHC vySetfeni odhalilo deficienci exprese proteinu
MSHe6.

V analyzovaném materidlu (nddorova tkan FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded) byla
prokdzédna pravdépodobné¢ patogenni varianta mutace. Jednd se o inframe deleci
c.1153 1155delAGG (p.Arg385del) v exonu 4 genu MSH6. Vysledny protein mé deletovanou
jednu aminokyselinu. Tato varianta je uvedena v databdzi mutaci HGMD a databiaze NCBI
klasifikuje tuto deleci jako variantu nejasného vyznamu. V literatufe je uvadéna jako
potencionalné patogenni. [427] Predik¢ni online software Provean klasifikuje tuto mutaci jako
patogenni a vzhledem k pravdépodobné patogenicité této varianty bylo doporuceno proveést
segregacni analyzu u ptibuznych pacienta.

11) Pacient ve véku 46 let s adenokarcinomem céka (grade 2 s invazi do svaloviny, bez
metastatického postizeni lymfatickych uzlin). Morfologické znaky tumoru: vyrazna
hlenotvorba, velmi denzni lymfoidni stroma, velmi objemné lymfoidni agregaty v parakolické
tukové tkani. IHC vySetieni odhalilo deficienci exprese proteinit MSH2 a MSH6.

V periferni krvi byla prokdzéna zarodec¢nd jednobasova substituce c.2086C>A (p.Pro696Thr)
v exonu 13 genu MSH2. Tato varianta je vzacna a neni uvedena v databazich HGMD a NCBIL
Predikéni programy Sift, Polyphen a Provean vSak klasifikuji tuto mutaci jako patogenni.

12) Pacient ve véku 68 let s adenokarcinomem v oblasti colon ascendens zaslanym v rdmci
konzultace. IHC vysetfeni odhalilo deficienci exprese proteinu MSH6, IHC prikaz BRAF
V600E byl negativni.
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Nasledn¢ byla prokézana zarodecnd mutace malého rozsahu. Jedna se o frameshift deleci
c.2062 2063delGT (p.Val688LeuFS) v exonu 4 genu MSHG6, ktera ma za nasledek vznik
predc¢asného STOP kodonu zhruba v 50 % délky sekvence proteinu MSH6. Tato delece je
uvedena v databazich NCBI (rs63750075), HGMD a v literatuie byla popsana jako patogenni.
[403]

13) Pacient ve véku 73 let s adenokarcinomem colon descendens zaslanym na naSe pracoviste
jako konzultace s podezienim na LS. IHC vySetfeni odhalilo deficienci exprese proteinu
MSHe6.

V periferni krvi byla prokdzdna zarodecnd jednobasova nonsense substituce c.1572C>G
(p.Tyr524Ter) v exonu 4 genu MSH6, ktera ma za nasledek vznik pted¢asného STOP kodonu
zhruba ve 40 % délky sekvence proteinu MSH6. Tato vzacna varianta je uvedena v databazi
NCBI jako patogenni (rs587779215).

14) Pacient ve v€ku 26 let s adenokarcinomem hepatalni flexury tlustého stieva (grade 2 s
invazi do muscularis propria, bez metastatického postizeni lymfatickych uzlin). IHC vySetfeni
odhalilo deficienci exprese proteinu PMS2.

Nasledné byla prokdzana zarodecnd mutace. Jednd se o jednobasovou nonsense substituci
c.1939A>T (p.Lys647Ter) v exonu 11 genu PMS?2, kterd ma za nasledek vznik predcasného
STOP kodonu zhruba v 75 % délky sekvence proteinu PMS2. Tato varianta je uvedena v
databazi NCBI jako patogenni (rs201451115).

15) Pacientka ve véku 40 let se dvéma adenokarcinomy rektosigmatu (grade 2-3, oba
invadujici ptes muscularis propria do pfilehlé perikolické tukové tkang, v jedné lymfatické
uzlin€ byla zastizena metastaza). Morfologické znaky tumoru: lymfangioinvaze , loziskova
extracelularni hlenotvorba, loZiskové mirny lymfoplazmocytarni infiltrat, drobna satelitni
loziska nddoru v perikolické tukové tkani. Mezi témito dvéma tumory bylo na sliznici
resekatu pritomno 10 stopkatych i prisedlych tubularnich adenomti s low-grade dysplasiemi,
misty aZz s high-grade dysplasiemi a loziskovou invazi pfes muscularis mucosae. IHC
vySetfeni odhalilo deficit exprese proteini MSH2 a MSH6.

V periferni krvi byla prokdzéna zarodecna jednobasova substituce ¢.2086C>A (p.Pro696Thr)
v exonu 13 genu MSH2. Tato varianta je vzacna a neni uvedena v databazich HGMD a NCBI.
Predikéni programy Sift, Polyphen a Provean vSak klasifikuji tuto mutaci jako patogenni.

16) Pacient ve v€ku 80 let s adenokarcinomem jaterniho ohbi tlustého stieva (grade 1 s invazi
do svaloviny, bez metastatického postizeni lymfatickych uzlin). Morfologické znaky tumoru:
Crohn-like lymfoidni infiltraty, intraepitelidlni leukocyty. IHC vySetfeni odhalilo deficit
exprese proteinit MLH1 a PMS2.

V analyzovaném materidlu byla prokdzédna zirode¢nd dvoubasova substituce
c.1852 1853delAAinsGC (p.Lys618Ala) v exonu 16 genu MLHI. Tato varianta je uvedena v
databazi HGMD 1 NCBI (rs35502531). Predikéni programy Provean, Sift a Polyphen
oznacuji tuto mutaci jako Skodlivou. Nejedna se o plné€ penetrantni mutaci, ale neni ani zcela
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bez efektu; zhruba 2x zvysuje riziko vyskytu tumoru souvisejiciho s Lynch. Syndromem.
[335]

Vroce 2015 byl u pacienta diagnostikovan acinarni prostaticky adenokarcinom, Gleason
skore 8 (4+4).

17) Pacientka ve veéku 38 let s lokalizaéné nespecifikovanym adenokarcinomem tlustého
stfeva zaslanym na nase pracovisté jako konzultace s podezienim na LS. IHC vySetieni (ve
verzi 2 markerti) odhalilo deficit exprese proteinu MSH6.

V periferni krvi byla prokazana zarodecna mutaci malého rozsahu. Jedna se o frameshift
deleci ¢.3573delT v exonu 7 genu MSH6, kterd ma za nasledek vznik piedcasného STOP
kodonu zhruba v 88 % délky sekvence proteinu MSH6, coZz ¢ini mutaci s nejveEtsi
pravdépodobnosti patogenni. Tato vzacna varianta neni uvedena v databazich genetickych
variant (NCBI, HGMD, 1000 Genomes) a nebyla dosud popsana v literatute.

18) Pacientka ve véku 60 let s adenokarcinomem céka (grade 2-3 s invazi do subserozni
tukové tkan¢, bez metastatického postizeni lymfatickych uzlin). Morfologické znaky tumoru:
vyrazna hlenotvorba (misty az vzhledu mucinézniho karcinomu). V apendixu nalezen huie
diferencovany, misty tubuldrni adenokarcinom invazivn¢ rostouci do vnitini cirkuldrni vrstvy
svaloviny. Déale byly zastizeny 2 tubularni adenomy s dysplasii lehkého, misty az tézkého
stupné bez znamek invazivniho ristu. IHC vySetieni odhalilo deficit exprese proteinit MLH]1
a PMS2.

V analyzovaném materialu byla prokdzana zarode¢na mutace malého rozsahu genu MLH]I.
Jednd se o frameshift duplikaci ¢.2252 2253dupAA (p.Lys751delinsLysLysfs) v exonu 19
genu MLHI, kterd ma za nésledek zdménu 2 koncovych aminokyselin a také posunuti stop
kodonu, takze vzniklda RNA je o 4 aminokyseliny delsi. Tato mutace je uvedena v databazich
HGMD 1 MMRGVD. V literatufe byva fazena mezi varianty s dosud neobjasnénym
vyznamem (viz databaze Eiden Open Variation Database, LOVD,
http://www.lovd.nl/3.0/home). V ramci projektu sekvenovani "1000 Genomes" nebyla tato
mutace v béZzné populaci zachycena.

Ve stejném roce byl u pacientky objeven adenokarcinom colon transversum (grade 1 s invazi
do muscularis propria, bez metastatického postiZzeni lymfatickych uzlin). Morfologické znaky
tumoru: tumor infiltrujici lymfocyty (>2/HPF), Crohn-like lymfoidni noduly (>4/LPF),
peritumoralni lymfoidni lem, mucin6zni diferenciace (40 %), stromalni plasmocyty (>25 %
stromalnich leukocytli). Dale byl v témze roce u pacientky endoskopicky odstranén tubularni
low grade adenom bez zndmek invazivniho rlstu. Podle anamnézy byl jeden tubularni low
grade adenom odstranén jiz v roce 2005.

19) Pacientka ve véku 56 let s adenokarcinomem céka (grade 3 s invazi do perikolické tukové
tkan¢, bez metastatického postizeni lymfatickych uzlin). Morfologické znaky tumoru:
medularni vzhled, vyraznd lymfotropie. IHC vySetfeni odhalilo deficit exprese proteinu
PMS2.

63



U pacientky byla odhalena metylace promotoru genu MLH1, ale byla prokazéana i zdrode¢na
mutace. Jednd se o jednobasovou nonsense substituci ¢.1687C>T (p.Arg563Ter) v exonu 11
genu PMS?2. Tato substituce ma za nasledek vznik pfed¢asného STOP kodonu zhruba v 65 %
délky sekvence proteinu PMS2. Tato varianta je uvedena v databazi NCBI jako patogenni
(rs587778618).

20) Pacientka ve véku 78 let s adenokarcinomem colon transversum (grade 2 s invazi do
muscularis propria, bez metastatického postizeni lymfatickych uzlin). Morfologicky byl
pritomen peritumoralni lymfocytarni lem. IHC vySetieni odhalilo deficienci exprese proteina
MLHI1 a PMS2. Molekularn¢ geneticky byla prokazana germinalni metylace promotoru genu
MLH] (tzv. constitutional MLHI epimutation) pii metylaci jedné alely ze dvou. Dle literatury
se doporucuje zachazet s takovymto pacientem jako s pacientem s Lynchovym syndromem.
[510] Pienos na potomstvo neni vylouceny.

21) Pacientka ve veéku 68 let s mucinoznim adenokarcinomem duodena (grade 3 s invazi ptes
muscularis mucosae 1 do subserdzy s desmoplastickou reakei v okoli). IHC vySetfeni odhalilo
deficienci exprese proteinu MSH6.

V analyzovaném materidlu byla nasledné¢ prokdzdna zarodeCna mutace. Jednd se o
jednobasovou nonsense substituci ¢.856G>T (p.Glu286Ter) v exonu 4 genu MSHG6, kterd ma
za nasledek vznik ptedcasného STOP kodonu zhruba ve 20 % délky sekvence proteinu
MSHS6, coz ¢ini tuto substituci s nejvetsi pravdépodobnosti patogenni. Tato vzacné varianta
neni uvedena v databazich genetickych variant (NCBLHGMD, 1000 Genomes a MMRGVD)
a nebyla dosud popséana v literatuie. Predikéni program Provean ale klasifikuje tuto mutaci
jako patogenni.

U této pacientky byl nasledné v letech 2015-2017 odstranén 5x tubularni low grade adenom
tlustého stfeva.

22) Pacientka ve véku 55 let s invazivnim endometroidnim adenokarcinomem (grade 1 s
hloubkou invaze 2 mm pii tlouStce st€ény 18 mm). Zastizena byla loZiska adenomyozy
kolonizované epitelem s obrazem komplexni atypické hyperplasie. IHC vySetfeni odhalilo
deficienci exprese proteinu MSH6.

Molekularné geneticky byla prok4dzéna zarode¢na mutace. Jedna se o jednobasovou nonsense
substituci ¢.1691C>A (p.Ser564Ter) v exonu 4 genu MSHG6, kterda ma za nasledek vznik
pfed¢asného STOP kodonu zhruba ve 40% délky sekvence proteinu MSH6, coZ €ini tuto
substituci s nejvetsi pravdépodobnosti patogenni. Tato vzacnd varianta neni uvedena v
databazich genetickych variant (NCBI, HGMD, 1000 Genomes a MMRGVD) a nebyla dosud
popsana v literatute. Predikéni program Provean klasifikuje vSak tuto mutaci jako patogenni.

23) Pacientka 49 let s endometroidnim adenokarcinomem (grade 1 s invazi do hloubky 1 mm
pii tloust’ce st€ény 16 mm). IHC vySetieni odhalilo deficienci exprese proteinu MSH6.

Molekularné geneticky byla nasledné prokdzana zarode¢na mutace malého rozsahu. Jedna se
o frameshift duplikaci ¢.1862dupT v exonu 4 genu MSH6, kterd mé za nasledek vznik
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predcasného STOP kodonu zhruba v 50 % délky sekvence proteinu MSH6, coz ¢ini tuto
duplikaci s nejvetsi pravdépodobnosti patogenni. Tato vzacna varianta neni uvedena v
databazich genetickych variant (NCBI,HGMD, 1000 Genomes a MMRGVD) a nebyla dosud
popsana v literature.

12.2 Pripady s diagnostikovanym Lynch-like syndromem

1) Pacientka ve véku 53 let s endometroidnim endometridlnim adenokarcinomem (grade 1
infiltrujici vice nez polovinu tloustky myometria). Morfologické znaky tumoru: stfedné
vyrazny peritumordlni a intratumoralni lymfocytarni zanétlivy infiltrat s vyraznym podilem
plazmocyti, nékteré nadorové zlazové struktury prezentuji centralni "Spinavou" nekrozu. IHC
vySetieni odhalilo deficienci exprese proteini MSH2 a MSH6. Molekuldrné geneticky byla
prokazana somatickd frameshift duplikace c.1597 1600dupCTTC v exonu 10 genu MSH2.

2) Pacient ve véku 59 let s metastazou pravdépodobné kolorektalniho karcinomu v jatrech.
Imunohistochemicky priikaz cytokeratinu 7, cytokeratinu 20 i transkripéniho faktoru CDX2
byl sice negativni, coz vsak s jistotou CRC nevylucuje, zejména k dale uvedenym vysledkiim
vySetfeni exprese MMR proteind. Tumory této kategorie mohou vykazovat i takovouto
abnormdlni imunoexpresi. Materidl z primarniho tumoru k porovnani s morfologickym
obrazem metastazy nebyl k dispozici. Imunohistochemické vySetfeni exprese proteinit MSH2
a MSH6 je negativni. Molekuldrné geneticky byla prokazana somaticka jednobasova
substituce ¢.942+3A>T tfeti hrani¢ni base intronu 5 v genu MSH?2.

3) Pacientka 44 let s mucin6znim adenokarcinomem colon sigmoideum (grade 2 s invazi do
subserozniho tukového vaziva, bez metastatického postizeni lymfatickych wuzlin).
Morfologické znaky tumoru: Crohn-like lymfoidni noduly (>4/LPF), mucindzni diferenciace
(> 50 %). IHC vysetteni odhalilo deficienci exprese proteini MSH2 a MSH6. Molekularné
genetické vySetieni odhalilo somatickou mutaci c.1252delA v exonu 7 genu MSH?2.

4) Pacientka ve véku 66 let a adenokarcinomem céka. [HC vySetfeni (ve verzi 2 markera)
odhalilo deficit exprese proteinu PMS2. Molekularné genetické vySeteni prokazalo v nadoru
"frameshift" deleci 8 basi ¢.1670_1677delAAGAACTG v exonu 15 genu MLH1, ktera mé za
nasledek posun ¢tecitho ramce a vznik pred€asného STOP kodonu zhruba v 75 % délky
sekvence proteinu MLHI. Tato delece neni uvedena v databazich genetickych variant NCBI a
HGMD a nebyla popséana v literatufe. Vzhledem k absenci germinalnich mutaci MMR gent
v periferni krvi a prikkazu mutace MLHI v materidlu z nadoru jde o tzv. Lynch-like syndrom
zpusobeny somatickou mutaci genu MLH].
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13 Diskuze

Frekvence zachytu LS na nasem pracovisti je nizs$i nez je udavana v literature. Zejména je-li
hodnocena souhrnné pro Bioptickou laboratof (0,2 %) a Siklav Gstav (0,7 %). Nepomér mezi
témito dvéma pracovisti je vSak snadno vysvétlitelny systémem financovani zdravotnictvi
v CR, ktery je jednozna¢né orientovan na terapii, nikoli prevenci tudiz ani na screening.
Zdaleka ne u vSech piipadi totiz bylo mozno vyslovit podezieni na LS nebo provést dalsi
vySetfeni. VétSina klientd (klinickych 1ékai) Bioptické laboratofe se totiz postavila proti
vySetfovani jejich materidlu na Lynchiv syndrom, jelikoz by jim pfili§ navySovalo
indukovanou péci.

Nicméné 1 frekvence Lynchova syndromu mezi pacienty s kolorektdlnim karcinomem
vysetiovanym v Siklové ustavu je relativné nizka, a i po zapoéteni piipadi suspektnich, u
nichz dosud vysetieni nebylo dokonceno (protoze nebyla doddna periferni krev k analyze
germinalnich mutaci), tvofi 1,3 %. Moznych vysvétleni je nékolik:

1. Problém malych ¢isel

Vzhledem k celkové nizkému poctu pacientl s kolorektdlnim karcinomem v regionu neni
statistické zhodnoceni zcela spolehlivé, protoze v malych souborech statistické odchylky
ziskadvaji na vyznamnosti.

2. Vliv zevnich faktoru

V Ceské republice je kazdy rok hlaseno vice nez 8000 nové diagnostikovanych piipadi
kolorektalniho karcinomu (MKN C18-20), z toho okolo 550 ptipadt v Plzeiiském kraji, ktery
ma nejvyssi incidenci v CR (viz grafy 3-11). Nami zaznamenana nizsi incidence LS u CRC
oproti literatufe mize byt zplisobena nejen tim, ze nam nékteré piipady unikaji, ale také
moznou souvislosti s nékterymi exogennimi faktory zapficifiujicimi vyssi incidenci CRC
v Plzeniském kraji za snizeni podilu geneticky podminénych CRC.

3. Nadhodnoceni prevalence Lynchova syndromu v literatuie

Ne vSechny literarni zdroje udavajici incidenci, prevalenci nebo ¢etnost Lynchova syndromu
vramci kolorektalniho karcinomu, maji jasné definovdna kritéria diagnézy Lynchova
syndromu, tedy podle dnesni definice prikaz germindlnich mutaci MMR genti, germinalnich
mutaci genu EPCAM nebo germindlni metylace promotoru genu MLH]I. Tyto zdroje mohou
zahrnovat tedy 1 pfipady Lynch-like syndromu, pfipadné, byla-li pouzita pouze klinicka
kritéria, 1 jiné familiarni syndromy asociované s CRC.

4. Falesna pozitivita exprese MMR proteint

Nesoulad mezi hodnocenim exprese MMR proteinti na zéklad¢ imunohistochemického
vysetieni a funkci daného proteinu miize byt dan jednak charakterem mutace, kterd sice
umozni syntézu proteinu zachovavajiciho antigenicitu, ale postradajiciho funkci, jednak
chybnym hodnocenim imunohistochemického reakce. Tato moznost pfichazi v Givahu
zejména v piipadé komplexu MLH1/PMS2. Je totiz zndmo, Ze tyto proteiny jsou velmi citlivé
na autolyzu, a proto zejména ve vétSich resekatech je jejich antigenicita Casto sniZzena
v disledku pomalého a/nebo nedostate¢ného priniku fixativa do tkané. Z toho vyplyvajici
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adaptivni snizeni narokli na intenzitu hodnocené imunohistochemické reakce pak miize mit za
nasledek mylnou interpretaci slabého zbarveni v disledku abnormalni struktury proteinu jako
nasledek neadekvatni fixace. Pro tuto moznost by mohl svéd¢it fakt, ze v naSem souboru
vyrazn¢ pievazovaly piipady LS asociované s germinalni mutaci MSH6 nad ptipady
zpisobenymi germinalni mutaci MLHI, coz je dle literatury nejcastéj$i moznost.

Ackoli je problematika nizké frekvence LS v naSem souboru zajimava a dulezita a vyzaduje
hlubsi analyzu vétsiho souboru v jesté delSim C¢asovém obdobi, aktualné se jako zasadnéjsi
jevi vysoky pocet nedovysetienych piipadi suspektnich z Lynchova syndromu. Vzhledem
k tomu, ze analyzu germinalnich mutaci muze dle platné legislativy indikovat pouze 1ékaisky
genetik, k némuz miiZze pacienta odeslat pouze jiny klinicky lékaf, je evidentni, Ze na této
urovni screeningového systému se jeho management dostava zcela mimo moznosti ovlivnéni
patologem. Mezioborova spoluprace s aktivni ti¢asti zainteresovanych klinickych Iékafii je tak
v soucasnosti jednim z nejkriti¢téjSich momenta v diagnostice LS. V dalSich letech bude tedy
nezbytné zainteresovat do diagnostiky LS i klinické 1€kate, bez jejichz aktivni ucasti neni
moznd kompletni diagnostika pacienta, jeho rodinnych pfislusniki ani navazujici
screeningové metody. Nékolik let snahy o zavedeni plosného screeningového systému nés
pfesvédcilo 1 o tom, ze vySe uvedené nebude mozné bez politické podpory a bez financni
ucasti zdravotnich pojistoven.
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14 Prilohy

Tabulka 1 - Hlavni znaky Lynchova syndromu

* Autozomaln¢ dominantni vzor dédi¢nosti syndromovych tumorii v rodokmenu

» Casngjsi praimérny vék vzniku CRC neZ v normalni populaci (praimérny vék u LS je 45 let
oproti 69 letim v bézné populaci)

« Cast&jsi proximalni (pravostranna) lokalizace CRC (~70 % CRC u LS se vyskytuje
proximalné od splenického ohbi)

» Akcelerovana kancerogeneze - drobné adenomy mohou projit rychlejSim malignim zvratem
v karcinom nez u bézné populace (béhem 2-3 let u LS oproti 8—10 letim v bézné populaci)

* Zvysené riziko vzniku dal§iho (metachronniho) CRC (u 25-30 % pacientl po chirurgickém
zéakroku pro CRC asociovany s LS ma dalsi primarni CRC do 10 let po zakroku, pokud byl
zékrok mensi nez subtotalni kolektomie)

* Zvysen¢ riziko vzniku extrakolonickych malignit urcitych lokalizaci

— Endometrium (40—-60 % celozivotni riziko u Zen nesoucich mutaci)

— Ovarium (12-15 % celozivotni riziko u Zen nesoucich mutaci)

— Zaludek (zvysené riziko zejména v rodinch pochéazejicich z orientu)

— Tenké stfevo

— Hepatobiliarni trakt

— Pankreas

— Horni mocovy trakt (urotelidlni karcinom mocovodu a ledvinné panvicky), pfedevsim u
muzl s mutacemi genu MSH2

— Mozek (u Turcotova syndromu)

— Mnohocetné sebacedzni adenomy, sebacedzni karcinomy a keratoakantomy (u syndromu
Muir—Torre)

* Histologické znaky CRC - ¢astéj1 horsi differenciace, tvorba hlenu a bunky tvaru pecetniho
prstenu (signet-ring cells), Crohn-like lymfocytarni reakce, vyrazngjsi vyskyt tumor
infiltrujicich lymfocytt

v

* Ptizniv¢jsi prognoza CRC (zvySené preziti)

* [dentifikace zarodecné mutace MMR genu (MLH1, MSH2, MSH6 nebo PMS2) vyskytujici
se rizné v rodin€ (ptibuzni nesouci mutaci vykazuji vyssi vyskyt karcinomu souvisejicich s
LS neZ ¢lenové ktefi mutaci nenesou)

CRC - kolorektalni karcinom, LS — Lynchtiv syndrom, MMR — mismatch repair
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Tabulka 2 - Amsterdamska kritéria I (podle ICG-HNPCC)

Alespon 3 ptibuzni by méli mit kolorektalni karcinom.

Vsechna nasledujici kritéria by méla byt pfitomna:

¢ Jeden by mél byt ptibuzny prvniho stupné dalSich dvou.

* Alespon dv¢ nasledujici generace by mély byt postizeny.

* Alespon jeden kolorektalni karcinom by mél byt diagnostikovan pied 50 rokem véku.
* Familiarni adenomat6zni polyp6za by méla byt vyloucena.

* Nadory by mély byt ovétené patologickym vysetfenim.

Tabulka 3 - Amsterdamska kritéria Il (revidovana podle ICG-HNPCC)

Alesponi 3 ptibuzni by méli mit karcinom asociovany s HNPCC/LS (kolorektélni karcinom,
karcinom endometria, tenkého stfeva, ureteru nebo ledvinné panvicky).

Vsechna nasledujici kritéria by méla byt pfitomna:

* Jeden by mél byt ptibuzny prvniho stupné dalSich dvou.

* Alespon dvé nasledujici generace by mély byt postiZeny.

* Alespon jeden karcinom by mél byt diagnostikovan pied 50 rokem véku.

 Familiarni adenomatdzni polyp6za by méla byt vyloucena v ptipadech s kolorektalnim
karcinomem (pokud néjaké jsou).

* Nadory by mély byt ovétené patologickym vySetfenim.

HNPCC — hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom, LS — Lynchiv syndrom
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Tabulka 4 - Bethesda Guidelines - puvodni

* Vyskyt karcinomu v rodin€ spliiujici Amsterdamska kritéria.

* Vyskyt dvou karcinomii asociovanych s HNPCC/LS, v¢etné synchronnich a metachronnich
CRC nebo extrakolonickych nadorti (endometria, ovarii, zaludku, hepatobiliarniho traktu,
tenkého stfeva, panvicky nebo mocovodu).

* Vyskyt CRC u pacienta spolec¢né s vyskytem CRC, adenomu nebo extrakolonického nadoru
(asociované¢ho s HNPCC/LS) u jeho ptibuzného prvniho stupné. Jeden z karcinomii by me¢l
byt diagnostikovan pred 50. rokem veéku (adenom pied 40. rokem véku).

* Vyskyt CRC nebo endometrialniho karcinomu diagnostikovaného pred 50. rokem véku.

* Vyskyt proximalné€ (pravostranné) lokalizovaného nediferencovaného
(solidniho/kribriformniho) CRC s diagnostikovaného pted 50. rokem véku.

* Vyskyt CRC s buiikami tvaru pecetniho prstenu (signet-ring cells) diagnostikovaného pied
50. rokem veku.

* Vyskyt adenomi tlustého stfeva diagnostikovanych pted 40. rokem véku.

CRC — kolorektalni karcinom, HNPCC — hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom, LS —
Lynchilv syndrom

Tabulka 5 - Bethesda Guidelines - revidované

» Vyskyt CRC diagnostikovaného pted 50. rokem veku.

* Vyskyt synchronnich CRC, metachronnich CRC nebo jinych nadorti asociovanych

s HNPCC/LS (endometria, ovarii, zaludku, pankreatu, biliarniho traktu, tenkého stfeva,
panvicky nebo mocovodu, mozku, keratoakantomil a sebace6znich nadora kize), bez ohledu
na vek.

* Vyskyt CRC diagnostikovaného pted 60. rokem véku s MSI-H histologii zahrnujici
pfitomnost tumor infiltrujicich lymfocytl, Crohn-like lymfocytarni reakce, medularniho
ristu, mucindzni diferenciace nebo bunék pecetniho prstenu (signet-ring cells).

* Vyskyt CRC u jednoho nebo vice ptibuznych prvniho stupné s extrakolonickym nadorem
(asociovanym s HNPCC/LS), kdy alesponi jeden z karcinom byl diagnostikovan pted 50.
rokem véku.

* Vyskyt CRC u dvou a vice ptibuznych prvniho nebo druhého stupné s extrakolonickym
nadorem (asociovanym s HNPCC/LS), bez ohledu na v¢k.

CRC — kolorektalni karcinom, HNPCC — hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom, LS —
Lynchtiv syndrom, MSI-H — miskrosatelitni nestabilita vysokého stupné (zmény ve dvou a
vice z péti mikrosatelitnich marker doporuc¢enych National Cancer Institute)
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Tabulka 6 - Model PREDICT a semiPREDICT

Znak Skore
pravostranna lokalizace 1,6
jakékoli mnozstvi dissekujiciho mucinu 1,6
vek pod 50 let 1,3
tumor infiltrujici lymfocyty 1,3
peritumoralni lymfocytarni lem 0,7
plazmocyty tvoii > 25 % stromalnich leukocytl 0,7

PREDICT skore: Suspekce na MSI-H vzniké pfi skore > 2,5 (maximalni mozné skore: 7,8)
Semi PREDICT skére: Suspekce na MSI-H vznika, pokud jsou ptfitomny dva a vice znaki

Tabulka 7 - Kumulativni riziko ve véku 70 let u extrakolonickych nadori asociovanych

s Lynchovym syndromem

Pivod nadoru Riziko u obecné | Riziko u | Primérny vék v dobé diagnozy
populace (%) LS (%) | u LS (roky)

Endometrium 2.7 65

- MLHI1/MSH?2 mutace 14-54 48-62

- MSH6 mutace 17-71 54-57

- PMS2 mutace 15 49

Zaludek <1 0.2-13 49-55
Ovarium 1.6 4-20 43-45
Hepatobiliarni trakt <l 0.02-4 54-57
Mocovy trakt <1 0.2-25 52-60
Tenké stievo <1 0.4-12 46-49
Mozek <1 1-4 50
Sebacedzni nadory klize | <1 1-9 53

Pankreas 1.5 0.4-4 63-65
Prostata 16.2 9-30 59-60

Prs 12.4 5-18 52
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Tabulka 8 - Nejdiilezitéjsi syndromy v diferenciilni diagnostice Lynchova syndromu

Syndrom OMIM Geny incidence v | Lokalizace 1ézi
# populaci

Familiarni 175000 APC 1/5000- Tlusté stfevo, tenké stfevo,

adenomatdzni 30000 zaludek, Stitna zlaza,

polypdza pankreas, jatra, kosti, klize

MYH/MUTYH- 608456 MYH 1/5000 Tlusté stievo, tenké stfevo,

asociovana polypoza zaludek, Stitna zlaza, déloha,

(MAP) ovaria, prs, mocovy meéchyt,
ktze

Peutz—Jegherstv 175200 STK11 1/30000— Tlusté stfevo, tenké stfevo,

syndrom 1/100000 zaludek, prs, pankreas,
ovaria, varlata, déloha, plice

Familiarni juvenilni 174900 BMPRIA | 1/100000 Tlusté stfevo, tenké stfevo,

polypdza zaludek, pankreas

Familiarni juvenilni 175050 SMAD4 | 1/100000 Tlusté stfevo, tenké stfevo,

polypdza/syndrom zaludek, pankreas, plice,

hemoragické jatra, mozek, ktize a sliznice

telangiektazie

Cowdentiv syndrom 158350 PTEN 1/200000 Tlusté stievo, prs, Stitna
zlaza, ktze a sliznice, dé€loha,

Syndrom hereditarni 601228 CRACI | neznadma Tlusté stievo

smiSené polypozy

Brooke-Spieglertiv 605041 CYLD nezndma Kuze

syndrom

Gorlintiv syndrom 109400 PTCH neznama Kize, Celisti, srdce, zaludek,

(Basal cell nevus kosti, ovaria, mozek

syndrom)

Tuberozni skleroza 191100 SC 1/6000 Kuze, ledviny, mozek, srdce,
plice

Syndrom Birt-Hogg— | 135150 BHD 1/200000 Kuze, ledviny, plice, tlusté

Dube stfevo

Syndrom | - neznamy | 1/100000 Tlusté strevo, prs, plice,

hyperplastické prostata, varlata

polypozy

OMIM - Online Mendelian Inheritance in Man (www.omim.org)

Tabulka 9 — Vékové rozloZeni pacientii s diagnostikovanym Lynchovym syndromem

Pohlavi Pocet pripadi VéEk (roky) Priumér (roky)
muZzi 10 26-80 58,5
zeny 13 38-78 55,3
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Tabulka 10 — Pacienti s diagnostikovanym Lynchovym syndromem

Cislo | Pohlavi | V&k | Lokalizace Germinalni mutace Vyznam mutace
tumoru
1 muz 51 cékum frameshift delece c¢.1210 1211delCT v | patogenni
exonu 12 genu MLH]
2 zena 44 colon duplikace ¢.1282dupC v exonu 8 genu | patogenni
sigmoideum | MSH?2
3 muz 60 colon jednobasova substituce ¢.366+1G>A prvni | pravdépodobné
ascendens hrani¢ni base intronu 2 v genu MSH?2 patogenni
4 Zena 52 cékum frameshift delece ¢.402delT v exonu 2 genu | patogenni
MSH6
5 muz 70 colon in-frame delece dvanacti basi ¢.170_181del | nejasna
transversum | (p.K57 Q60del) v exonu 2 genu MLH]
6 zena 42 cékum frameshift duplikace c¢.741dupA v exonu 4 | patogenni
genu MSH6
7 muz 39 neuvedena delece exonll 9 az 16 v genu MSH?2 patogenni
8 zena 65 colon hemizygotni delece exont 12, 13 a 14 genu | patogenni
transversum | PMS?2
9 zena 72 cékum frameshift duplikace ¢.1489dupC | patogenni
(p.Arg497Profs) v exonu 13 genu MLH]
10 muz 72 neuvedena inframe  delece  c¢.1153 1155delAGG | pravdépodobné
(p.Arg385del) v exonu 4 genu MSH6 patogenni
11 muz 46 cékum jednobasova substituce ¢.2086C>A | patogenni
(p.Pro696Thr) v exonu 13 genu MSH?2
12 muz 68 colon frameshift  delece  ¢.2062 2063delGT | patogenni
ascendens (p.Val688LeuFS) v exonu 4 genu MSH6
13 muz 73 colon jednobasova nonsense substituce | patogenni
descendens c.1572C>G (p.Tyr524Ter) v exonu 4 genu
MSH6
14 muz 26 hepatalni jednobasova nonsense substituce | patogenni
flexura ¢.1939A>T (p.Lys647Ter) v exonu 11 genu
PMS2
15 zena 40 rektosigma jednobasova substituce ¢.2086C>A | patogenni
(p.Pro696Thr) v exonu 13 genu MSH?2
16 muz 80 hepatalni dvoubasova substituce | patogenni
flexura c.1852 1853delAAinsGC (p.Lys618Ala) v
exonu 16 genu MLH]
17 zena 38 neuvedena frameshift delece ¢.3573delT v exonu 7 | pravdépodobné
genu MSH6 patogenni
18 zena 60 cékum frameshift duplikace ¢.2252 2253dupAA | nejasna
(p-Lys751delinsLysLysfs) v exonu 19 genu
MLHI
19 zena 56 cékum jednobasova nonsense substituce | patogenni
c.1687C>T (p.Arg563Ter) v exonu 11 genu
PMS2
20 Zena 78 colon germindlni metylace promotoru genu | patogenni
transversum | MLHI (tzv. constitutional ~ MLHI
epimutation) pii metylaci jedné alely ze
dvou
21 zena 68 duodenum jednobasova nonsense substituce ¢.856G>T | pravdépodobné
(p.Glu286Ter) v exonu 4 genu MSH6 patogenni
22 zena 55 endometrium | jednobasova nonsense substituce | pravdépodobné
c.1691C>A (p.Ser564Ter) v exonu 4 genu | patogenni
MSH6
23 zena 49 endometrium | frameshift duplikace ¢.1862dupT v exonu 4 | pravdépodobné
genu MSH6 patogenni
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Graf 1 — Vysledky depistiZe Lynchova syndromu v letech 2013-2016
Depistaz Lynchova syndromu v letech 2013-2016
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Graf 2 — RozloZeni germinalnich mutaci jednotlivych MMR genii u pacienti
s Lynchovym syndromem
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Graf 3 — Incidence zhoubnych novotvari tlustého stieva v CR

C18 = 7N tlustého stieva - Incidence
Viwaj v Sase —-# Mortalita

Zdroj dat: 0215 CR

D T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
SEEESEESEESSESSS5SEESSESSSSSESESETSSES
Analyzovana data: MNiincl=137589, Mimorl=82186 http: ffwww.svod.cz

Graf 4 — Incidence zhoubnych novotvari rektosigmoidealniho spojeni v CR
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Graf 5 - Incidence zhoubnych novotvarta kone¢niku v CR
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Graf 6 - Incidence zhoubnych novotvaru tlustého stfeva v Plzefiském kraji

C18 = 7N tlustého streva, Plzenskg kraj
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Graf 7 - Incidence zhoubnych novotvari rektosigmoidealniho spojeni v Plzefiském kraji
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Graf 8 - Incidence zhoubnych novotvart konec¢niku v Plzeniském kraji
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Graf 9 — Porovnani incidence zhoubnych novotvari tlustého stieva v krajich
C18 - 7N tlustého stFfeva - Incidence
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Graf 10 — Porovnani incidence zhoubnych novotvari rektosigmoidealniho spojeni
v krajich
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Graf 11 — Porovnani incidence zhoubnych novotvarta konec¢niku v krajich
C28 = ZH konecniku - recta - Incidence
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Obr.1 - Algoritmus diagnostiky Lynchova syndromu
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LEGENDA:

Na pracovistich vyssiho typu zapojenych do depistaze LS diagnostika zacina vySetfenim vSech CRC
monoklonalnimi protilatkami proti jednotlivym MMR proteinim (hvézda). V ptipadé prukazu
deficience MSH2 a/nebo MSH6 je kontaktovan klinik s pozadavkem na zaslani nesrazlivé periferni
krve spolu s Informovanym souhlasem pacienta k molekularné genetickému vysetfeni zarode¢nych
mutaci ptislusnych gentl. Je-li prokdzana deficience proteint MLH1 a/nebo PMS2, nasleduje komplex
vySetfeni obsazeny v Sedém obdélniku, jehoz cilem je vyloucit zdalsiho vysetfovani piipady
sporadickych MSI-H karcinomi, pfipadné¢ MSS karcinomy s faleSnou negativitou IHC prikazu MMR
proteintl. Volitelné 1ze misto téchto molekularné genetickych metod (nebo spolu s nimi) k vylouceni
sporadického MSI-H karcinomu vyuzit [HC vySetfeni exprese proteinu mutované formy BRAF (bily
obdélnik a preruSované Sipky). MSI-H tumory bez mutace genu BRAF a hypermetylace promotoru
MLH] jsou indikovany k molekularné genetickému vysetieni zarodecnych mutaci pfislusnych gent
(opét je nutné ziskat vzorek periferni krve a Informovany souhlas).

Neni-li mistni pracovisté patologie vybaveno laboratofi disponujici moznosti imunohistochemickych a
molekularné genetickych vysetfeni uvedenych vyse, mél by patolog provést histologické vySetfeni
znaki ,,MSI-H histologie® podle modelu PREDICT. V ptipad¢ suspektniho Semi PREDICT skore
pak odeslat vzorek karcinomu (a optimalné i nenadorové tkané¢ pro moznost komparace) na
specializované pracovisté provadéjici vySe uvedena imunohistochemicka a molekularné geneticka
vySetfeni. Alternativné mutze byt indikaci k tomuto odeslani na specializované pracovisté zadost
gastroenterologa ¢i onkologa v pipade klinické suspekce na LS (napt. na podkladé RBG). Klinické
podezieni na hereditarni podklad onemocnéni miize byt stimulem i pro dalsi pokracovani vysetfovani
pacientil, u nichz byl LS béznym algoritmem vyloucen (napi. mize byt dale vySetfovana moznost
MAP). V nadorech délohy neni tfeba provadét vysSetfeni BRAF.
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15 Publikované pace

Nize uvedené prace publikované spole¢né s dalSimi autory shrnuji zakladni poznatky o LS
vyuzité¢ pro zavedeni jeho vysetiovaciho algoritmu na nasem pracovisti a snazi se s nim
seznamit krom¢ patologh také klinické Iékare. V tomto piipadé se jednd o obory
gastroenterologie a onkologie, v jejichz péci se pacienti s LS casto nachazeji a jejich
zainteresovani v diagnostickych postupech je tak velmi dilezité. Redakce Casopisu Klinicka
Onkologie udélila ¢lanku Diagnoéza Lynchova syndromu od patologa cenu za nejlepsi
piehledovou praci publikovanou v roce 2016.

15.1 Lynchiiv syndrom v rukach patologa

Cesk Patol 2014; 50(1): 18-24.

O. Daum!, Z. Benes?, L. Hadravsky!, J. Stehlik3, K. Cerna?, M. Dusek!?, B. Kokoskoval,

M. Michal3. Cesk Patol 2014; 50(1): 18-24
1 Sikliv tistav patologie LF UK a FN Plzen

2 Interni oddéleni Fakultni Thomayerovy nemocnice, Praha

3 Biopticka laboratof, s.r.o., Plzeil

SOUHRN

Lynchitv syndrom (dfive hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom) je nejCastéjsi
pti¢inou familiarniho vyskytu kolorektalniho karcinomu se znamym molekularné genetickym
podkladem. Pfi¢inou je germindlni mutace nckterého z gent kddujicich takzvané MMR
proteiny, které opravuji chyby ve struktuie DNA vznikajici pfi jeji replikaci. Tyto mutace
zpusobuji dysfunkci opravného komplexu, kterd vede k rozvoji nestability mikrosatelitd
(MSI) a ke vzniku a progresi nadorti, zejména kolorektalniho karcinomu. Tradi¢né se jeho
frekvence odhaduje na 2 % vSech kolorektalnich karcinomt, v soucasné dobé vsak odhady
dosahuji az 5 %. Vzhledem k této pomérn€ vysoké Cetnosti, absenci premorbidniho fenotypu,
familidrnimu vyskytu a prezentaci malignich nadord v produktivnim véku se z jeho
diagnostiky stava problém nejen medicinsky, ale 1 socioekonomicky. BohuzZel, Bethesda
guidelines, natoz Amsterdamska kritéria, ktera byla sestavena pfedevSim ke klinickému
zachytu pacientl se suspekci na Lynchiv syndrom, nejsou dostate€né senzitivni. Ukdzalo se,
ze vysSi senzitivitu vykazuje histologickd detekce karcinomii s morfologickymi znaky
asociovanymi s MSI. Jedna pétina karcinomti s MSI by méla byt podminéna Lynchovym
syndromem, zbytek tvoii sporadické MSI-H karcinomy zpusobené epigenetickou inaktivaci
opravného proteinu. K vylouceni téchto sporadickych ptipadt z dalSiho testovani slouZzi
vySetfeni genu BRAF a analyza methylace promotoru genu MLH1. Podezfeni na Lynchiv
syndrom vyplyvajici z vysledkli vySe uvedené¢ho komplexu vySetteni by mélo byt nakonec
potvrzeno detekci germinalni mutace nékterého z MMR genl v periferni krvi s naslednym
vysetienim rodinnych ptislusnikli pro zajisténi ucinné prevence.

Kli¢ova slova: kolorektalni karcinom — Lynchiv syndrom — HNPCC — MSI — nestabilita
mikrosatelit

SUMMARY

Lynch syndrome (formerly hereditary non-polyposis colorectal cancer) is the most common
familial colorectal cancer syndrome with a known molecular genetic background. The
syndrome is caused by a germline mutation of one of the genes encoding mismatch repair
(MMR) proteins that are responsible for DNA replication errors repair. Impaired function of
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these proteins leads to microsatellite instability (MSI) and forms a suitable background for the
development and progression of tumors, mainly colorectal cancer. Traditionally, Lynch
syndrome was regarded to be responsible for 2 % of all cases of colorectal cancer, however
recent estimates reach even 5 %. Due to this relatively high frequency, familial occurence, the
absence of the premorbid phenotype and the development of malignant tumors during the
productive years of life, the correct diagnosis becomes not only a medical, but also a
socioeconomical problem. Unfortunately, clinical means of diagnostics of Lynch syndrome
(like the Amsterdam criteria and Bethesda guidelines) lack sensitivity. It was shown that
predictive models based on histological signs of MSI are more sensitive than the clinical
criteria used to detect patients suspicious of Lynch syndrome. Of all MSI-H colorectal
cancers, 1/5 is caused by Lynch syndrome, the rest being only sporadic cancers caused by
epigenetic inactivation of a MMR protein. To rule out the sporadic cases, molecular

genetic investigation of the BRAF gene and methylation analysis of MLHI is used in the
diagnostic workup of Lynch syndrome. The suspicion of Lynch syndrome, based on the
results of the assortment of diagnostic methods mentioned above, should be proven by
detection of a germline mutation of an MMR gene in peripheral blood, and followed by
screening of family members, which is a necessary condition for efficient prevention.

Keywords: colorectal cancer — Lynch syndrome — HNPCC — MSI — microsatellite instability

LYNCHUV SYNDROM - SOUCASNA DEFINICE

Lynchiv syndrom (LS) je autozomalné¢ dominantné¢ dédicné onemocnéni vytvaiejici
predispozici ke vzniku malignich nédorQ, jehoz podkladem je (az na vyjimky) germindlni
mutace nckterého z gentd odpovédnych za opravy replikanich chyb v DNA, takzvanych
mismatch repair (MMR) genti. Nejcastéj§im karcinomem vznikajicim pii Lynchové syndromu
je kolorektalni karcinom (CRC), je v8ak zvySené riziko vzniku i extrakolonickych malignit,
zejména karcinomii endometria, zaludku, tenkého stfeva, ovaria, ledvinné panvicky a
mocovodi, nadortt mozku a klize. Na podkladé LS vznik4 pravdépodobné az 5 % CRC. Na
rozdil od familiarni adenomatdzni polypozy (FAP) tyto nadory nevznikaji v terénu polypozy
(definované jako >100 polypll), coZz vSak neznamend, Ze nemohou byt pfitomny Zzadné
polypy. Dalsim dtlezitym znakem LS je absence ,,premorbidniho fenotypu®, tedy ptitomnosti
benignich zmén, které by umoZznovaly diagnostikovat tento syndrom jesté pred vznikem
maligniho tumoru (jako je tomu tfeba v pifipadé FAP, neurofibromatozy 1. typu a dalSich
familiarnich karcinomovych syndromt). Vyjimkou z tohoto pravidla je fenotypickd varinta
LS projevujici se vznikem koznich sebacedznich nadorti, ozna¢ovana jako Muir-Torreho
syndrom (MTS) (1). V ostatnich ptipadech mize byt LS diagnostikovan prakticky az pfi
nalezu maligniho tumoru, pfipadné pifi genetickém vySetfeni rodinnych pfislusnikd jiz
diagnostikovaného probanda.

HISTORIE A VYVOJ TERMINOLOGIE

Prvni zndmou dokumentovanou rodinou s (tehdy samoziejmé jest¢ nepojmenovanym) LS je
,karcinomova rodina G*, kterou v roce 1913 popsal prof. Warthin (2). Pozorovani podobné
vyznamného rodinného vyskytu kolorektalniho karcinomu pti absenci polypdzy (3) ptivedlo
Lynche ke studiu a doplnéni materiall o ,,karcinomové rodin€¢ G* a zaznamenani zakladnich
znakl tohoto syndromu:

1. zvySena incidence adenokarcinomu, zejména kolorektalnich a endometrialnich,

2. zvySené riziko multiplicity nadord,

3. autosomalné dominantni dédi¢nost, a

4. vznik karcinomut v mladSim véku (4).

Ve svych prvnich publikacich Lynch pouzival k jeho oznaceni termin ,,syndrom karcinomové
rodiny”, v pozd¢jsich ,hereditdrni nepolypdzni kolorektdlni karcinom® (HNPCC) (5).
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Zaroven se vSak zacalo synonymicky pouzivat oznaceni ,,Lynchliv syndrom® (6). V soucasné
dobé¢ se upousti od terminu HNPCC, pficemz oznaceni ,,Lynchliiv syndrom* se pouziva pro
ptipady spliujici Amsterdamska kritéria (viz nize) a zaroven nesouci germindlni mutaci
nekterétho z MMR gent, zatimco pro pfipady spliujici Amsterdamska kritéria, ale bez
prokazatelné germinalni mutace nékterého z MMR gent, se doporucuje termin ,,familiarni
kolorektalni karcinom typu X* (7).

MOLEKULARNE GENETICKY PODKLAD

Pricinou LS je ve vétSiné piipadli germinalni mutace v nékterém z genli zodpovédnych za
opravy replikacnich chyb v DNA, takzvanych mismatch repair (MMR) genil (8,9).
Fyziologicky se MMR proteiny kdédované témito geny spojuji do funkénich komplexi, a to
zejména v heterodimery MSH2-MSH6 (piip. MSH2-MSH3) a MLH1-PMS2. Prvni z téchto
dimert rozpoznava chyby v DNA (nesparované nebo Spatné sparované nukleotidy)

a signalizuje poskozeni, druhy chyby opravuje. Zaroven se podili na zastaveni bunécného
cyklu a indukci apoptozy v reakci na poskozeni DNA. Pokud néktery z proteinti neni funk¢éni
nasledkem inaktivace obou alel jeho genu, dochdzi ke vzniku nadord charakteristickych
vysokym stupném nestability v takzvanych mikrosatelitech, tedy kratkych tandemovych
repeticich (short tandem repeats, STR) (10,11).

Mikrosatelity jsou Useky DNA tvofené nékolikanasobnym opakovénim jednoho, dvou, tfi,
Ctyf a vzacnéji vice nukleotidil, které se vyskytuji v celém genomu pomérné hojné. Délky
jednotlivych mikrosatelitl (tedy pocty opakovani téchto sekvenci) jsou v rdmeci jedince stejné,
ale mohou se liSit mezi jednotlivci. Mikrosatelitni sekvence jsou velmi snadno zranitelné pfi
replikaci DNA, protoze DNA polymerdza na takovychto mistech snadné¢ji sklouzava a
dochazi tak ke vzniku del$ich (inzerce sekvence) ¢i kratSich (delece sekvence) usekl. Kolisa-
li délka mikrosateliti v rdmci jednoho jedince, hovoifime o nestabilit¢ mikrosatelitii
(microsatellite instability, MSI). Stanoveni stupné MSI spociva ve stanoveni nestability
mezinarodné kodifikovanych markerti, pficemz na zakladé pocti postizenych markeri se
rozliSuji stavy (resp. nddory) se stabilnimi mikrosatelity (microsatellite stable, MSS), s
nizkym stupném nestability (microsatellite instability — low, MSI-L) a s vysokym stupném
nestability mikrosateliti (microsatellite instability — high, MSI-H) (12). Piehled pouzivanych
markert a algoritmus stanoveni stupné MSI shrnuje tabulka 1.

Tabulka 1. Panel mikrosatelitnich markert a jeho pouziti

Bethesda panel mikrosatelitnich markert doporuceny NCI

a. mononukleotidové: BAT25, BAT26
b. dinukleotidové: D2S123, D5S346, D17S250

Rozdéleni nadori podle stability mikrosateliti

1. MSS: 0 nestabilnich markert

2. MSI-L: 1 nestabilni marker v Bethesda panelu (nebo frekvence nestabilnich <30 - 40 %%*)
3. MSI-H: > 1 nestabilni marker v Bethesda panelu (nebo frekvence nestabilnich > 30 - 40
%%*)

NCI: National Cancer Institute, MSS: microsatellite stable, nddor se stabilnimi mikrosatelity,
MSI-L: microsatellite instability — low, nador s nizkym stupném nestability mikrosatelitd,
MSI-H: microsatellite instability — high, nador s vysokym stupném nestability mikrosateliti
*: moznost v zavorce plati 1 pfi pouziti panelu slozeného z vétsiho poctu markera

MSI-H tumory mohou vznikat dvéma riznymi zékladnimi zptsoby. Bud’ jde o sporadické

nadory vyvolané genetickymi a/nebo epigenetickymi zménami v somatické bunice, nebo o
familiarné se vyskytujici naddory v rdmci LS zplsobené nejCastéji germinalni mutaci
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nékterého z MMR gent. Mutovand alela je dédéna autozomalné dominantné. Jelikoz ale
MMR geny patii mezi typické tumor supresorové geny, k vlastnimu vzniku nadoru dochézi az
somatickou inaktivaci druhé alely téhoz genu (13). LS je z vice nez 80 % asociovan se
zdrodecnymi mutacemi genit MLH1 a MSH2 (14), pfiblizné¢ 10 % objevenych mutaci je
lokalizovano v genu MSH6 a ostatni mutace pfipadaji na dalsi MMR geny (PMS2, PMSI,
MSH3, MLH3). VétSinou se jedna o mutace malého rozsahu, jako jsou substituce, inzerce
nebo delece, rozsahlé delece a duplikace celych exonl byvaji nachazeny hlavné¢ v MSH2 (az
1/3 mutaci) a pomérn¢ Casto také v MLH1 (15). U posledn¢ jmenovaného genu byly uz
popsany i germinalni hypermetylace promotoru vedouci k jeho epigenetické inaktivaci
(16,17). V nedavné dob¢ byly popsany i germindlni delece 3" konce genu EPCAM
(TACSTD1), které vedou k epigenetické inaktivaci MSH2 (18,19). U nékterych mutaci a
polymorfizmi MMR genti zatim nebyl prokazan jejich klinicky vyznam, nicméné

poznatky o variantach gent jsou neustdle aktualizovany na strankach International Society for
Gastrointestinal Hereditary Tumours (http://www.insight-group.org/).

Je-li u osob nesoucich jednu germinalné mutovanou alelu MMR genu béhem jejich Zivota
inaktivovana i alela druha, dochazi ke vzniku rtiznych malignit, jako naptiklad CRC,
karcinomt dalSich ¢asti GIT, urotelu a dalSich. Dlivodem muze byt somatickd mutace v druhé
alele genu, ztrata heterozygozity (LOH), nebo také metylace promotoru, jak tomu ¢asto byva
u genu MLHI (20). Velmi vzécné se vyskytuje germindlni bialelickd mutace genit MMR, a to
zejména jako nasledek incestu. Tento stav je charakteristicky vznikem CRC jiz v mladém
véku, hematologickymi  malignitami a fenotypickym obrazem pfipominajicim
neurofibromatoézu 1. typu (21,22).

Klinické projevy mohou byt u mutaci jednotlivych genli riizné. Naptiklad nosi¢i germinélni
mutace MLH1 maji riziko vzniku kolorektalniho karcinomu v nizkém véku niz§i, nez je tomu
u nosicl mutaci v ostatnich MMR genech, a také u nich ¢asto byva kolorektalni karcinom
jedinou diagnostikovanou malignitou.

Ostatni nddorova onemocnéni vyskytujici se v souvislosti s Lynchovym syndromem jsou
detekovana cCast€ji u pacientll s germinalni mutaci v MSH2 (23). Mutace v MSH6, které maji
pomérné nizkou penetranci, jsou 6x €ast&ji asociovany s karcinomy endometria neZ s nadory
kolorekta, navic jsou u téchto pacientll kolorektalni karcinomy (v porovnani s Lynchovymi
syndromy zpisobenymi mutacemi jinych MMR gentl) Castéji levostranné. Dulezité také je, Ze
mutace v MSH6 nevedou vzdy ke vzniku nestability mikrosateliti, pravdépodobné diky
tvorbé alternativniho heterodimeru MSH2-MSH3 (24,25). Naopak mutace v PMS2 vedou
vétSinou ke vzniku MSI-H tumorti a jsou asociovany jak s casnym kolorektalnim, tak
endometridlnim karcinomem, avSak ani zde penetrance neni pfili§ vysoka (26-28). Na vzniku
MTS se podili predevSim germinalni mutace v genech MLH1 a MSH2, pfi¢emZ mutace v
genu MSH2 je ptevazujici (29,30). Turcotiv syndrom, ktery je charakterizovan spole¢nym
vyskytem nadori mozku (vétSinou gliomit) a CRC, miize byt také zptisoben zarodec¢nou
mutaci nékterého z MMR gentl, mutace byly detekovany zejména v MLH1 a PMS2 (31).
Nadory pacientii s LS a MTS jsou v 89 %, resp. 70 % MSI-H, na rozdil od sporadickych
kolorektalnich karcinomti, kde se MSI-H status vyskytuje pouze u 15 % pacientli a v naprosté
veétsing piipadi byva asociovan s hypermetylaci promotoru genu MLHI1, nikoli se
somatickymi mutacemi MMR genti (10,39,33). Mutacni analyza je provadéna v idedlnim
ptipadé z periferni krve pacienta, 1ze k ni vyuZit ale 1 nenddorovou tkan pacienta. K detekci
rozsahlych deleci a duplikaci, které zahrnuji cele exony nebo nékolik exoni, je v posledni
dobé stale Castéji vyuzivana metoda MLPA (multiple ligation probe amplification). Drobné
mutace mohou byt detekovany pomoci SSCP (single strand conformation polymorphism)
nebo pfimou sekvenaci celych exonil a exon-intronovych oblasti.
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ZAKLADY KLINICKE DIAGNOSTIKY LYNCHOVA SYNDROMU

V roce 1990 byla formulovana klinickd kritéria k diagnostice HNPCC, ktera se oznacuji jako
Amsterdamska kritéria (34). Pro zvySeni senzitivity, zejména s piihlédnutim k moznosti
prezentace syndromu extrakolonickou malignitou, byla tato kritéria v roce 1998 revidovana
na Amsterdamska kriteria II (Tabulka 2) (35).

Tabulka 2. Amsterdamska kritéria 11

* Alesponi tii1 ¢lenové rodiny maji karcinom, ktery byva souc¢asti Lynchova syndromu (CRC,
karcinom endometria, tenkého stfeva, mocovych cest)

* Alesponi jeden pacient je ptfimy piibuzny dvou ostatnich

* Postizeni jedincti v rodiné€ v nejmén¢ dvou po sob¢ nasledujicich generacich

* Nadorové onemocnéni u alesponi jednoho z jedincii v rodin€ bylo diagnostikovano ve véku
pod 50 let

* Byla vyloucena familidrni adenomat6zni polypdza (FAP)

* Diagnoza karcinomu byla potvrzena histopatologickym vySetfenim

Bethesda guidelines

K identifikaci pacienti s CRC, u kterych by méla byt vySetfena nestabilita mikrosatelitd
(MSI), ptipadné provedeno molekularné genetické vysetieni, byla v roce 1996 vypracovéana a
v roce 2002 revidovana tzv. Bethesda guidelines (BG, resp. RBG), ktera berou v potaz nejen
klinicka kritéria, ale i morfologické znaky tumoru (Tabulka 3) (36). BohuZzel ani tato Sirsi
kritéria nezachyti vSechny ptipady LS (37), zejména v ptipad¢ postizeni MSH6 a PMS2 (27,
38-41). Odhaduje se, Ze az Ctvrtina pacientll s LS propadne sitem kriterii RBG. Vzhledem k
tomu, ze faleSna negativita v pfipad¢ LS nema za nésledek nerozpoznani tohoto syndromu
pouze u vySetfované¢ho pacienta, ale i u jeho pfipadnych ptibuznych, nelze tuto senzitivitu
pokladat za dostate¢nou.

Tabulka 3. Revidovand Bethesda guidelines

* CRC diagnostikovany u pacienta mladsiho nez 50 let

* Pfitomnost synchronniho nebo metachronniho CRC nebo jiného karcinomu, ktery byva
soucasti Lynchova syndromu, bez ohledu na vék

* CRC s MSI-H histologii u pacienta mladsiho 60 let

* Alespon u jednoho pifimého piibuzného byl ve v€ku niz§im nez 50 let diagnostikovan CRC
nebo jiny karcinom, ktery byva soucasti Lynchova syndromu

* Alespon u dvou piibuznych prvniho nebo druhého stupné byl diagnostikovan CRC nebo
jiny karcinom, ktery byva soucasti Lynchova syndromu (bez ohledu na vék)

ROLE MORFOLOGA VE ZVYSENi ZACHYTU LYNCHOVA SYNDROMU

Soucasny nariist role morfologickych vySetfeni v diagnostice Lynchova syndromu je
zpusoben potiebou zvyseni senzitivity, byt 1 za cenu snizeni specificity, které je v tomto
pfipad€ mozné familiarni tendence ke vzniku malignich nadori ospravedlnitelné

jak z hlediska etického, tak ekonomického. Mezi hlavni argumenty pro zvysSeni senzitivity
systému depistaze patii fakt, Ze 1 ze 660 lidi je nositelem geminalni mutace né¢kterého

z MMR genti (42), riziko vzniku CRC u LS je 60 - 80 % (43,44), dale ze k progresi z
adenomu do karcinomu pravdépodobné dochazi béhem 2-3 let, narozdil od 8 - 10 let u
sporadickych ptipada (45,46), a zejména ze pramérny vek v dobé diagndzy je 45 let,

tedy asi o 20 let méné nez u sporadického CRC, navic se zvySenym rizikem synchronniho a
metachronniho CRC (45).
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1. Konvenc¢ni histologie

Zapojeni histopatologa do vyhledavani pacientii s LS je zalozeno na detekci histologickych
znakl charakteristickych pro CRC s vysokym stupném nestability mikrosatelitii, tedy
takzvané ,,MSI-H histologii*. Tyto morfologické rysy sice nejsou charakteristické pouze pro
LS, protoze se vyskytuji i u sporadickych MSI-H karcinomii zpisobenych epigenetickou
inaktivaci MLH1, ale odhaduje se, ze 1 z 5 MSI-H CRC je CRC v ramci LS. Tento jisté
ospravedlnitelny pokles specificity je dani za fakt, ze samotnd MSI-H morfologie ma vyssi
senzitivitu nez souhrn zbyvajicich 4 kritérii RBG (47). Ackoli byly morfologické znaky
vidané v MSI-H CRC popsany jiz v RBG (konkrétné byly uvadény karcinomy se Spatnou
diferenciaci, karcinomy mucin6zni, medularni nebo ,,z bunék pecetniho prstenu®, pfitomnost
Crohn-like lymfoidnich nodulti a tumor-infiltrujicich lymfocytt (TIL)), nebyla dostatecné
znama ani prediktivni hodnota jednotlivych znakt, ani jejich reprodukovatelna kvantitativni
definice, kterd by byla pouzitelna v rutinni praxi (36,48). Proto v poslednich letech probéhlo
nekolik studii (49), jejichz cilem bylo nalézt racionalni algoritmus detekce MSI-H karcinom,
z nichZ se v soucasné dob¢ jako nejuzite¢néjsi jevi model Model PREDICT (Pathological
RolE in the Determination of Instability in Colorectal Tumors) (47), zejména ve své
zjednodusené formé jako Semi PREDICT skoére (Tabulka 4). Histologickymi znaky, na nichz
je tento model zalozen jsou: pfitomnost mucinu dissekujiciho stroma v jakémkoli mnozstvi
(obr. 1), ptitomnost tumor-infiltrujicich lymfocyti (TIL) (obr. 1,2), peritumoralni lymfoidni
lem (obr. 3) a zastoupeni plazmatickych bun¢k mezi buikami zanétlivého infiltratu ve
stromatu prevysujici 25 % (obr. 4).

Tabulka 4. Model PREDICT

Znak Skére | Charakteristika

Pravostranna lokalizace 1,6

Mucin 1,6 Dissekujici mucin i v minimalni komponenté
nadoru

VéEk pod 50 let 1,3

TIL 1,3 Tteba > 2/HPF, jinde zas > 10/100
epitelovych jader

Peritumoralni lymfoidni lem 0,7 Lichenoidni pruh pfi invazivnim okraji nadoru

Stromalni plasmocyty 0,7 > 25 % stromdlnich leukocytl

TIL: tumor-infiltrujici lymfocyty

PREDICT skore:

Maximalni mozné skore: 7,8
Suspekce na MSI-H: skére > 2,5
Semi PREDICT skore: pfitomny 2 a vice znakli — MSI-H susp.
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Obr. 1. V dolni ¢as
a vytvafejici hlenové jezirko. V hlenu plavou ostravky objektiv 20x).
nadorovych bunék. V horni ¢asti obrazku je zietelné vidét

,,posypani* nadorovych zlazek lymfocyty obklopenymi svétlymi

halo (HE, ptivodni objektiv 10x).

; SE

Obr. 3. Vpravo od nadoru je souvisly lem lymfocyt, ktry Obr. 4. Zanétliva inﬁlrace v nédorovm stromatu v tomto zorném
Caste¢né pronika i do pfilehlé hladké svaloviny (HE, ptuvodni poli je ve vyrazné vétsing tvofena plazmatickymi buiikami (HE,

objektiv 10x). puvodni objektiv 20x).

2. Imunohistochemie a stanoveni MSI

Méné zprostiedkovanou informaci o funkci MMR komplexu Ize ziskat pomoci
imunohistochemického vysSetfeni exprese hlavnich MMR proteinti (tedy MLH1, PMS2,
MSH2 a MSH6) nebo prostfednictvim vysetfeni MSI Bethesda panelem mikrosatelitnich
markert (viz vySe a Tabulka 1). Zpocatku, kdyz byla imunohistochemicky stanovovéana pouze
exprese MLH1 a MSH2, zdala se senzitivita imunohistochemického vysSetfeni ve srovnani s
MSI nedostatecnd. AvSak po zavedeni dalSich dvou protilatek, které detekuji partnery MLH1
a MSH2 pro tvorbu heterodimerti (tedy proteiny PMS2 a MSH6), je senzitivita
imunohistochemického vysetieni a stanoveni MSI srovnatelna (50). Vyznam detekce téchto
funkéné minoritnich partnerd pro tvorbu heterodimeri spociva nejen v prikazu jejich
vlastnich strukturdlnich abnormalit, ale i v nepfimém prikazu ztraty aktivity jejich
dominantnich partnerG. Neckteré mutace totiz vedou ke ztrat€ funkce pifi zachovani
antigenicity, zejména v piipadé¢ MLH1, coz se ale projevi ztratou exprese PMS2 (50). Tento
efekt zavislosti exprese funkéné minoritnich proteinii (PMS2 a MSH6) na intaktni funkci
jejich dominantnich partnert (MLH1 a MSH2) vedl i k vytvofeni imunohistochemického
detek¢niho modelu zaloZzeného pouze na dvou protilatkach detekujicich PMS2 a MSH6. Podle
n¢j by ztrata exprese PMS2 méla detekovat mutace MLHI1 i PMS2, ztrata exprese MSH6
detekuje 1 poSkozeni MSH2 (51). Dalsi studie vSak tento model zpochybnila, navic dokonce
navrhla semikvantitativni model misto dosavadniho binarniho (pozitivni/negativni) (52).
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V soucasné dobé¢ jsou obé metody (stanoveni MSI a imunohistochemické vysetieni) vnimany
jako komplementarni, protoze v kombinaci maji vyssi senzitivitu nez pfi samostatném pouziti
(53,54). Typickym ptikladem piinosu imunohistochemie jsou piipady s mutaci MSH6, které
mohou uniknout pii detekci MSI pomoci PCR, protoze MSH2 miize také tvofit komplex s
MSH3 (50,55). Imunohistochemickd detekce MMR proteint navic (na rozdil od stanoveni
MSI) umoznuje predikovat postizeny gen pro molekuldrné genetické vySettent.

3. RozliSeni mezi karcinomem pri Lynchové syndromu a sporadickym MSI-H
karcinomem

Bézna svételna mikroskopie muze byt ndpomocna 1 v diferenciadlni diagnostice mezi
sporadickym MSI-H karcinomem a MSI-H karcinomem pii LS. Zatimco sporadick¢ MSI-H
karcinomy s methylaci promotoru MLH1 vznikaji z tzv. ,sesilnich serrated adenomi* (do
cestiny nékdy nestastné piekladanych jako ,,pfisedlé pilovité adenomy*), prekurzorovou 1ézi
karcinomt v terénu LS je ,,konven¢ni* (tubulérni, tubulovil6zni nebo vilézni) adenom. Z toho
lze odvodit, ze najdeme-li v periferii tumoru zbytky prekurzorového sesilniho serrated
adenomu, jde s nejvétsi pravdépodobnosti o sporadicky MSI-H karcinom (56). Nicméné

tento jednoduchy diagnosticky znak vyluc¢ujici LS nemusi byt vzdy dostupny, at’ jiz z dGvodu
nedostatecného samplingu nebo destrukce adenomu pokroc¢ilym adenokarcinomem, coz
vyzaduje pouziti dalSich metod k diferencidlni diagnostice. V soucasné dobé umoziuje
rozliSeni sporadickych a LS-asociovanych MSI-H karcinom@ zapojeni dvou metod
molekularni patologie do managementu CRC. Prvni z nich je analyza genu BRAF, konkrétné
prikaz mutace V60OE, ktera je pfitomna az u poloviny sporadickych MSI-H CRC, ale (tém¢f)
nikdy u LS. Druhou metodu ptedstavuje prikaz hypermethylace promotoru MLHI1, ktera je
markerem sporadickych MSI-H CRC a naopak az na vyjimky nebyva ptitomna u LS (57). S
védomim urcitého statistického zjednoduseni lze tedy tyto dvé metody vyuzit k vyfazeni
pacientii z dal§iho (ndkladného) diagnostického managementu, pokud tomu nebrani jiné
okolnosti (napf. nizky ve€k, vyrazné familidrni postizeni, multiplicita nddord). SpiSe
teoretickou hodnotu ma fakt, ze MSI je pfitomna jiZ asi v poloving pfipadii adenomi u LS,
zatimco ve sporadickych adenomech neni prakticky nikdy, takze prikaz MSI v adenomu

je celkem specificky pro LS.

4. Komplexni diagnosticky management CRC

Ke zvySeni zachytu LS vyuZivame v soucasné dobé diagnosticky algoritmus, na jehoz
pocatku stoji mikroskopické vySetfeni histologickych tezi obarvenych hematoxylinem a
eozinem, na n¢z v piipadé pfitomnosti znakd ,,MSI-H histologie* navazuje sada metod
imunohistochemickych a molekuldrné patologickych, jejichz cilem je potvrdit pfitomnost
MSI-H, vyloudit moZnost sporadického MSI-H karcinomu a ur¢it pravdépodobné

postizeny gen k detekci germindlni mutace. Nadory, jejichz Semi PREDICT skore vzbuzuje
podezieni na MSI-H, vykazuji ztratu exprese nékterého (nebo nékterych) z MMR protein,
nemaji hypermethylovany promotor genu MLH1 a nebyla u nich prokdzana substituce V600E
genu BRAF, jsou ur€eny k detekci germindlni mutace MMR genu urceného na zakladé
imunohistochemického vySetfeni. Cely algoritmus je zndzornén na obr. 5. Zatimco
imunohistochemické vySetfeni a analyza genu BRAF se béZné provadi v materidlu
z parafinovych blocka tumoru (ackoli pro molekuldrné genetickou analyzu

by byla vhodngj$im materidlem cerstva nadorova tkan, jejiz ziskani je vSak z logistickych
davodi kromé specifickych situaci pomérné obtizn¢), analyza hypermethylace promotoru
MLHI1 a stanoveni MSI vyzaduje srovnani s nenadorovou tkani. Tato sice byva bézné
dostupna v ptipad¢ chirurgickych resekat (vétSinou jsou k tomuto ucelu pouzivany vzorky
z chirurgickych okrajii resekatu), vétSinou vsSak neni k dispozici pfi vySetfovani
endoskopickych biopsii. V téchto piipadech je nutnd domluva se zainteresovanym
gastroenterologem, aby zajistil kontrolni tkan, at’ uz v podobé endoskopického vzorku z
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nenddorové sliznice nebo nesrdzlivé periferni krve. Pokud jde o findlni analyzu MMR gent,
zde je optimalnim materidlem nesrazlivd periferni krev, protoZze prikkaz mutace mimo
nadorovou tkan potvrzuje jeji germinalni povahu, pticemz z diivodu technické narocnosti
analyzy téchto genll je vytéznost z krve vyrazn€ vyssi nez z nenddorové tkané fixované ve
formolu.

Ackoli jsou mozné i odlisné ptistupy (napf. primarni plosné vySetifovani MSI u vS§ech CRC),
plnohodnotny postup by mél zahrnovat vSechny uvedené diagnostické modality. Diivodem

je jejich vzajemna komplementarnost. Kuptikladu samotné vysetfeni MSI bez analyzy genu
BRAF a stavu methylace promotoru MLH1 nedokéze odlisit sporadické CRC od
syndromovych, déle zna¢nd ¢ast karcinomii s mutaci MSH6 nemusi vykazovat MSI-H, a
kone¢né bez imunohistochemického vysetieni nelze zuzit spektrum MMR gend, jejichz stav
ma byt analyzovan.

Semi PREDICT skére 2 2

na LS

BRAF VGOOE Analyza
gend MLHT a PMS2

v periferni krvi

IHC deficience
MLH1 a/inebo PMS2

Hypermethylace MLH1

Analyza
genl MSHZ a MSHE
w periferni kv

IHC deficience
MSH2 alnebo MSHE

IHC deficience
MSHE

Analyza
genu MSHE
w periferni krvi

Obr. 5. Algoritmus diagnostiky Lynchova syndromu. Na zakladé mikroskopického nalezu MSI-H histologie (nebo klinické zadosti)
je proveden komplex vysetieni situovany do tmave Sedého obdélniku, ktery sestava z imunohistochemického vysetieni exprese MMR
proteind, analyzy MSI, methylace promotoru MLH1 a stavu genu BRAF. Tyto metody jsou v soucasné dobé na nasem pracovisti

z ¢asovych diivodi provadény simultanné. K dalsimu genetickému vySetfeni germinalnich mutaci MMR gentl jsou primarné vybrani
pacienti s MSI-H tumory bez mutace BRAF a bez hypermethylace promotoru genu MLH1. Za zvlastnich okolnosti (zejména pfi ztraté
imunoexprese MSH6) je v§ak vhodné testovat i MSS karcinomy (bliZe viz text).

PREZENTACE LYNCHOVA SYNDROMU MIMO KOLOREKTALNiI KARCINOM
Ackoli germindlni mutace zplsobujici LS muze byt teoreticky zodpovédna za vznik
maligniho tumoru ve kterékoli lokalizaci (viz vyse), zvlastni zietel zasluhuje endometrialni
karcinom a syndromologické varianty LS. Endometridlni karcinom je totiz u Zen druhou
nejcastéjsi malignitou asociovanou s LS, pfi¢emz riziko vzniku je podle literarnich

udaji 40 - 60 % (44,58,59). Odhaduje se, ze 1,8% vSech nové zjisténych karcinomi
endometria je soucasti LS, pficemz Castéji nez u typickych ptipadi LS je u nich zastoupena
mutace MSH6 (24). S tim jde ruku v ruce niz§i penetrance LS, ktera mize zakryt familiarni
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vazbu endometrialniho karcinomu, prezentace ve vyssim véku nez je pro LS typické, absence
MSI-H a morfologickych znaka svédc¢icich pro LS. Z toho divodu se jevi jako nutnost
provadéni  imunohistochemického vySetfeni exprese MMR proteini u  vSech
diagnostikovanych endometridlnich karcinomi (60).

Ze syndromologickych variant byl samostatné popsan Turcotiiv syndrom 1. typu, ktery
(aCkoli pouziti internetového vyhleddavace odhaluje v této oblasti znacny terminologicky
chaos) je v nasich podminkach definovan jako asociace CRC a nadoru mozku, zejména
astrocytarniho. Ackoli je tento syndrom zévazny z hlediska progndzy pacienta a mize hrat i
urcitou diagnostickou roli, nelze jej vyznamem srovnavat s MTS, ktery se vyznacuje
pfitomnosti sebaceoznich koznich nadord, které jsou snadno pfistupné vySetfeni, a
predstavuje jedinou variantu LS s premorbidnim fenotypem (1).

ZAVER

Lynchtv syndrom (LS) je familiarni karcinomovy syndrom zplsobeny germindlni mutaci
nékterého z gent, jehoz proteinovy produkt se ucastni opravy chyb v DNA vzniklych pfi
replikaci. Vzhledem k tomu, ze vyskyt LS v populaci se nyni odhaduje aZ na 5% a vede ke
vzniku malignich nédort jiz v produktivnim véku, sili v soucasné dob¢ tlak na zvySeni
senzitivity jeho detekce. Protoze klinicky pfistup k jeho zachytu se ukazal jako nedostatecné
efektivni, klade se dnes stile vétsi diraz na morfologickou a molekularné patologickou
diagnostiku.  Ta by meéla predstavovat komplex  vySetfeni  histologického,
munohistochemického a molekuldrné biologického, byt vzajemné uspotradani jednotlivych
komponent tohoto komplexu mize byt riizné v zavislosti na lokalnich podminkach. Podle
nasich zkuSenosti je nezbytné zavést jasny algoritmus, aby se diagnostika LS stala rutinni
zélezitosti a jeji management se co nejvice zautomatizoval. BohuZzel se dosud nepodafilo

v nasich podminkach vytvofit spolehlivé fungujici systém zpétné vazby s klinickymi 1ékaii,
kteti by méli organizovat dalsi prib¢h vySeteni rodiny nemocného s LS. V nejbliZSich letech
je tedy nezbytné zainteresovat do diagnostiky LS 1 klinické 1ékate, bez jejichz aktivni Gcasti
neni mozna ani kompletni diagnostika pacienta ani dalsi vySetfeni jeho rodinnych ptislusniki.

SEZNAM ZKRATEK

BG - Bethesda guidelines

CRC - colorectal carcinoma, kolorektalni karcinom

EPCAM - epithelial cell adhesion molecule

FAP - familiarni adenomat6zni polyp6za

HNPCC - hereditary non-polyposis colorectal cancer, hereditarni nepolyp6zni kolorektalni
karcinom

LS - Lynchiiv syndrom

MLH1 - mut L homolog 1

MMR - mismatch repair

MSH2 - mut S homolog 2

MSHG6 - mut S homolog 6

MSI - microsatellite instability, nestabilita mikrosatelitl

MSI-H - microsatellite instability — high, vysoky stupeni nestability mikrosatelitt
MSS - microsatellite stable, stabilni mikrosatelity

MTS - Muir — Torreho syndrom

PMS?2 - postmeiotic segregation increased 2

RBG - revidovana Bethesda guidelines
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SOUHRN

Lynchitv syndrom (dfive zvany hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom - HNPCC) je
nejcastéj$i genetickou pfi¢inou familidrniho vyskytu kolorektalniho karcinomu. Pfi¢inou je
zarodetna mutace nékterého z MMR geni, které jsou zodpovédné za opravy chyb ve
struktufe DNA vznikajici pii jeji replikaci. Tyto mutace zplsobuji dysfunkci opravného
komplexu, kterd vede k rozvoji nestability mikrosatelitti (MSI) a ke vzniku a progresi nadord,
zejména kolorektalniho karcinomu. V soucasné dob€ se odhaduje, ze az 5 % kolorektalnich
karcinomt vznikd v asociaci s Lynchovym syndromem. Vzhledem k této pomémé vysoké
Cetnosti, absenci premorbidniho fenotypu, familidrnimu vyskytu a prezentaci malignich
nadortt v produktivnim veéku je vCasnd diagnostika Lynchova syndromu dilezita nejen z
etického, ale i ekonomického hlediska. Bohuzel, Bethesda guidelines, natoz Amsterdamska
kritéria, nejsou dostateCn¢ senzitivni. VysSi senzitivitu vykazuje detekce morfologickych
znakl asociovanych s MSI pfi histologickém vySetfeni vzorkidl kolorektalnich karcinomi.
Ptiblizné jedna pétina karcinomii s MSI je geneticky podminéna Lynchovym syndromem,
zbytek tvoii sporadické MSI-H karcinomy zpiisobené epigenetickou inaktivaci MMR genu.
K vylouceni té€chto sporadickych piipadii z dal§iho testovani slouzi vySetfeni genu BRAF a
analyza metylace promotoru genu MLHI1. Podezieni na Lynchiiv syndrom vyplyvajici z
vysledki vySe uvedeného komplexu vySetieni by mélo byt nakonec potvrzeno detekci
zarodecné mutace nékterého z MMR genil v periferni krvi pacienta s naslednym vySetfenim
rodinnych ptislusnikd pro zajiSténi ucinné prevence.
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Summary

Lynch syndrome (formerly known as hereditary non-polyposis colorectal cancer - HNPCC) is
the most common hereditary colorectal cancer syndrome. The syndrome is caused by a
germline mutation of one of the mismatch repair (MMR) genes which are responsible for
DNA replication error repair. Impaired function of the proteins encoded by these genes leads
to microsatellite instability (MSI) and forms a suitable background for development and
progression of tumours, mainly colorectal cancer. According to recent estimates up to 5% of
all cases of colorectal cancer are associated with Lynch syndrome. Due to this relatively

high frequency, familial occurence, absence of premorbid phenotype and development of
malignant tumors in productive age, correct diagnosis is important not only from the ethical
but also the economical point of view. Unfortunately, clinical means of diagnostics of Lynch
syndrome (like the Amsterdam criteria and Bethesda guidelines) lacks sensitivity. It was
shown that predictive models based on histological signs of MSI are more sensitive than the
clinical criteria used to detect patients with suspected Lynch syndrome. Of all MSI-H
colorectal cancers, 1/5 is caused by Lynch syndrome, while the rest are sporadic cancers
caused by epigenetic inactivation of an MMR gene. To rule out the sporadic cases, molecular
genetic investigation of the BRAFgene and methylation analysis of the MLHI promoter is
used in the diagnostic workup of Lynch syndrome. The suspicion of Lynch syndrome, based
on the results of the complex of diagnostic methods mentioned above, should be proved by
detection of a germline mutation of an MMR gene in peripheral blood, and followed by
screening of family members, which is a necessary condition for efficient prevention.

Key words: colorectal cancer- Lynch syndrome - HNPCC - microsatellite instability
Lynchiv syndrom - historie a soucasnost

V soucasné dobé¢ je Lynchritv syndrom (LS) definovén jako autozomaln¢ dominantné

dédicné onemocnéni vytvaiejici predispozici ke vzniku malignich nadori, jehoZ podkladem je
zarode¢na mutace nékterého z geni odpovédnych za opravy replikacnich chyb v DNA, tzv.
mismatch repair (MMR) gent. Nej€ast&jsim karcinomem vznikajicim pfi LS je kolorektalni
karcinom (CRC), je vSak zvySené riziko vzniku i1 dalSich malignit zejména karcinomi
endometria, Zaludku, tenkého stfeva, ovaria, ledvinné panvicky a mocovodu, nddorti mozku a
ktize. Navzdory svému ndzvu je prvni literarni zprdva o LS obsazena v publikaci prof.
Warthina z roku 1913, v niZ je popsana ,.karcinomova rodina G* (1). Obdobné pozorovani
rodinného vyskytu kolorektalniho karcinomu pii absenci polypdzy (2) ptivedlo dr. Lynche

k navratu ke ,,karcinomové rodin¢ G", aktualizaci informaci a rozpoznani zdkladnich

znaku tohoto syndromu, kterymi jsou [3]:

1. zvySend incidence adenokarcinomil, zejména kolorektalnich a endometridlnich,

2. zvySené riziko multiplicity nadort,

3. autozomalné dominantni dédi¢nost,

4. vznik karcinomti v mladSim véku.

Onemocnéni bylo zpocatku oznacovéno jako, syndrom karcinomové rodiny", pozdéji
,.hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom* (HNPCC) (4). Zarovei se vSak zacalo

94



synonymn¢ pouZzivat oznafeni ,,Lynchiv syndrom* (5). Z dGvodu moznosti vyskytu
extrakolonickych malignit se v souCasné dobé upousti od zavadéjiciho terminu HNPCC,
pricemz oznaceni ,,Lynchiiv syndrom* se pouziva pro ptipady zptisobené germinalni mutaci
nekterétho z MMR genl, zatimco pro pfipady spliujici Amsterdamska kritéria, ale bez
prokazatelné zarodecné mutace nékterého z MMR genil, se doporucuje termin ,,familiarni
kolorektalni karcinom typu X" (6). Na podklad¢ LS vznika podle soucasnych odhadi az 5%
CRC. Dtivodem, proc piesto stale zlistava ve stinu mén¢ Casté familiarni adenomat6zni
polypdzy (FAP, cca 1%) je, Ze tyto nadory nevznikaji v terénu polypozy (definované jako >
100 polypd), coz vSak neznamena, Ze nemohou byt pfitomny zadné polypy. Absence
,premorbidniho fenotypu®, tedy pfitomnosti benignich zmeén, které by umoznovaly
diagnostikovat tento syndrom jesté pied vznikem maligniho tumoru (jako je tomu tfeba v
piipadé¢ FAP, neurofibromatézy 1. typu a dalSich familiarnich karcinomovych syndromu)
vyrazn¢ ztézuje jeho vcasnou klinickou diagnostiku. Vyjimkou z tohoto pravidla je
fenotypickd varianta LS projevujici se vznikem koZnich sebacedznich nddorti, oznacovana
jako Muir-Torreho syndrom (MTS) (7).V ostatnich ptipadech mtze byt LS diagnostikovan
prakticky az pfi nalezu maligniho tumoru, pfipadné pii genetickém vySetfeni rodinnych
ptislusniki jiz diagnostikovaného probanda.

LYNCHUV SYNDROM Z POHLEDU MOLEKULARNI GENETIKY

MMR geny a MMR proteiny

Naprosta vétsina piipadi LS je zptsobena zadrode¢nou mutaci nékterého z genti odpovédnych
za opravy replikacnich chyb v DNA (replication error repair, RER), které jsou oznacovany
jako mismatch repair (MMR) geny (8,9). Fyziologicky se MMR proteiny kodované

témito geny spojuji do funkénich komplexi, ptedev§im v heterodimery MLHI-PMS2 a
MSH2-MSH6 (piip. MSH2-MSH3). Zatimco druhy jmenovany dimer se uplatiuje v
rozpoznavani chyb (pfedev§im nesparovanych nebo Spatn€ sparovanych nukleotidi) v DNA,
prvni heterodimer slouZi k opravé téchto nalezenych chyb. Inaktivace obou alel nékterého

ze jmenovanych genli vede k dysfunkci celého komplexu a ke vzniku nadort
charakteristickych vysokym stupném tzv. nestability mikrosatelitt (10,11).

Mikrosatelity a MSI

Mikrosatelity jsou useky DNA tvofené nékolikandsobnym opakovanim jednoho az Ctyf,
vzacnéji 1 vice nukleotidl. Tyto kratké repetitivni sekvence se vyskytuji v genomu pomérné
hojné, pficemz délky jednotlivych mikrosatelitl (tedy pocty opakovani téchto sekvenci) jsou
za normalnich okolnosti v ramci jedince stejné, ale mohou se liSit mezi jednotlivei. Sekvence
mikrosatelitli jsou snadno zranitelné pfi replikaci DNA, protoze DNA polymeraza v oblasti
repetic ,,sklouzava™ a v dasledku toho dochazi ke vzniku delSich ¢i kratSich useku. Jestlize
nedochazi ke korekci téchto chyb, potom miZze délka mikrosatelitl v rdmci jednoho jedince
kolisat, coz je stav oznacovany jako nestabilita mikrosatelitii (microsatellite instability, MSI).
MSI vSak neni jednozna¢né danym stavem, ktery by pfimo zpiisoboval vznik nadori. Jde
spiSe o semikvantitativni vyjadieni genetického poSkozeni DNA uvedenym mechanizmem.
Stanoveni stupné MSI je tedy arbitrarni a spocivd ve stanoveni nestability mezinarodné
kodifikovanych markert, pfi¢emz na zéklad€ poctu postizenych markeri se rozlisuji stavy
(hlavné nadory) se stabilnimi mikrosatelity (microsatellite stable, MSS), s nizkym stupném
nestability (microsatellite instability - low, MSI-L) a s vysokym stupném nestability
mikrosatelitli (microsatellite instability - high, MSI-H) (12).
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MMR geny a MSI-H tumory

Tumory s MSI-H vznikaji dvéma rtiznymi mechanizmy, a to bud’ jako sporadické nadory
vyvolané genetickymi a/nebo epigenetickymi zménami v somatické bunce, nebo jako
familiarn¢ se vyskytujici nadory v ramci LS zptsobené zarodecnou mutaci nékterého

z MMR genii. Ackoli je mutovana alela dédéna autozomaln€ dominantné, k vlastnimu vzniku
nadoru dochézi az somatickou inaktivaci druhé¢ alely téhoz genu, coz je dano tim, ze MMR
geny patii mezi typické tumor supresorové geny s recesivnim charakterem ucinku (13).
Teprve tehdy, je-li u osob nesoucich jednu zarodecné¢ mutovanou alelu MMR genu béhem
jejich Zivota inaktivovana i alela druhd, dochazi ke vzniku malignich tumort. Pfi¢inou této
inaktivace muze byt somaticka mutace v druhé alele genu, ztrata heterozygosity (LOH) nebo
metylace promotoru, jak tomu byva u genu MLH1 (14). Nejcast&ji postizenymi geny pii LS
jsou MLH1 a MSH2 (dohromady vice nez 80%) (15), dale nésleduje MSH6 (10%) a zbylé
ptipady predstavuji vzacna zarodecnéd postizeni dalSich MMR gent (PMS2, PMS1, MSH3,
MLH3).

Vzacné priciny Lynchova syndromu

Ackoli je LS obecné vniman jako disledek zarodecné mutace MMR gentl, vzacné mize vést
ke stejné dysfunkci MMR proteind, a tim 1 ke stejnému klinickému postizeni, odlisny
mechanizmus, jehoz neznalost miize mit za nasledek diagnostické rozpaky. V piipadé genu
MLH1 byly napfiklad popsany zarode¢né hypermetylace promotoru vedouci k jeho
epigenetické inaktivaci (16,17). V nedavné dob¢ byly popsany i zarode¢né delece 3' konce
genu EPCAM (TACSTD1), které zase vedou k epigenetické inaktivaci MSH2 (18,19). Navic
dosud u fady mutaci a polymorfizmiit MMR genti nebyl objasnén jejich klinicky vyznam.

Klinické a genetické varianty Lynchova syndromu

Klinické projevy LS se mohou liSit podle postizeného genu, piipadné i podle konkrétniho
typu mutace. Napiiklad u nosi¢ii zarodecné mutace MLH1 ¢asto byva kolorektalni karcinom
jedinou diagnostikovanou malignitou na rozdil od pacientil se zdrode¢nou mutaci v MSH2, u
nichZ se Cast€ji vyskytuji 1 extrakolonické nédory (20). Mutace v MSH6 maji jednak nizkou
penetranci, dale jsou Sestkrat Castéji asociovany s karcinomy endometria neZ s nadory
kolorekta, a navic jsou u téchto pacienti kolorektdlni karcinomy (v porovndni s LS
zpisobenym mutacemi jinych MMR gentl) Castéji levostranné. Dilezité také je, Ze mutace v
MSHG6 nevedou vzdy k MSI-H, pravdépodobné diky tvorb¢ alternativniho heterodimeru
MSH2-MSH3, coz mize ovlivnit jejich diagnostiku (21,22). Naopak mutace v PMS2 vedou
vétSinou ke vzniku MSI-H tumorti a jsou asociovany jak s Casnym kolorektalnim, tak
endometridlnim karcinomem, avSak ani zde penetrance neni pfili§ vysoka (23-25). Nadory
pacientli s LS a MTS jsou v 89%, resp. 70% MSI-H, na rozdil od sporadickych kolorektalnich
karcinomtl, kde se MSI-H status vyskytuje pouze u 15% pacientli a v naprosté vétSin€ piipadi
byvé asociovan s hypermetylaci promotoru genu MLH1, nikoli se somatickymi mutacemi
MMR gent (10,26,27). V né&kterych pfipadech je kombinace klinickych znakii natolik
vyraznd, Ze dala vznik novym klinickym syndromtim, které¢ ve skute¢nosti predstavuji

pouze varianty LS.

Muir-Torreho syndrom

MTS zahrnuje kombinaci nejméné jednoho kozniho nddoru se sebacedzni diferenciaci a
minimalné jednoho visceralniho tumoru. Byl to pravé ,,otec* LS Henry Lynch, kdo v roce
1981 poukézal na spole¢nou moznou etiologii MTS a LS, poté co identifikoval pacienty

s fenotypem MTS v rodin€ postizené LS (28). MTS jako varianta LS je unikéatni v tom, Ze
jako jedina ptedstavuje premorbidni fenotyp, tedy vykazuje znaky umoziujici diagnézu LS

96



jesté pred rozvojem CRC. Mezi kozni 1éze asociované s MTS patii sebacedzni adenom,
sebaceom a extraokularni sebace6zni karcinom (naopak vyskyt periokularnich sebacedznich
tumorti je u MTS vzédcny). Kozni tumory jsou vétSinou mnohocetné, ale byly popsény i
piipady solitarnich 1ézi (29). Klinicky obraz se nelisi od jejich sporadickych protéjska, které
jsou statisticky Castéjsi. Ve vétSing pripadl se jedna o nenapadné papuly a noduly hladkého
povrchu, nazloutlé ¢i rizové barvy anebo zbarveni kiize, velikosti od nékolika mm do 5 cm. u
sebacedznich karcinomli mohou léze dosahovat vétSich rozmért,, vyznacuji se nepfesnym
ohranienim, rychlym ristem a moznou ulceraci jejich povrchu. Pfitomna miize byt také
hyperplazie mazovych zlazek (30). Ta se jevi jako zlutobélavé papulky velikosti nékolika
milimetrt, s typickou centralni vkleslinou. Obecné 1ze shrnout, ze mnohocetné kozni nadory
se sebacedzni diferenciaci vyskytujici se u jedinct pred 50. rokem Zivota nebo postihujici
téIni partie mimo oblicej jsou silnym indikatorem MTS (31). Podobn¢ i mnohocetné
keratoakantomy vznikajici na mistech chranénych pied sluncem u mladych osob slouzi jako
voditko pro spravnou diagnozu. Tyto se nejprve manifestuji jako nardzovelé noduly s rychlym
ristem, pozd¢ji na vrcholu s rohovaténim, piipadné i ulceraci. Na vzniku MTS se podili
pfedevS§im zarode¢né mutace v genech MLH1 a MSH2, pficemZ mutace v genu MSH2 je
prevazujici (32,33).

Turcottiiv syndrom 1. typu

Turcotliv syndrom (TS) je klasicky charakterizovan spole¢nym vyskytem nadortt mozku a
CRC. Podtyp oznacovany jako TS 1. typu je blize specifikovan vazbou mozkového nadoru
(hlavné gliomu) s CRC bez polypozy, pficemz muze byt také zplsoben zdrodecnou mutaci
nékterého z MMR genil; mutace byly detekovany zejména v MLH1 a PMS2 (34). Za téchto
podminek se TS 1. typu jevi ve vétSiné piipadi jako fenotypicka varianta LS.

Syndrom konstitu¢niho mismatch repair deficitu

Syndrom konstituéniho mismatch repair deficitu (constitutional mismatch repair deficiency,
CMMRD) je velmi vzacné se vyskytujici zarode€na bialelicka mutace geni MMR. Vzhledem
k tomu, Ze jde o onemocnéni dédi¢né autozomalné recesivné, vyskytuje se zejména jako
nasledek incestu. Tento stav je charakteristicky vznikem CRC jiz v mladém v¢ku,
hematologickymi malignitami a fenotypickym obrazem pfipominajicim neurofibromatozu

1. typu, zejména skvrnami café-au-lait (35,36). Z diagnostického hlediska je také dulezité, ze
imunohistochemicky stanoveny deficit MMR proteinu mé vyssi senzitivitu neZ vySetfeni

MSI (37). V né¢kterych pramenech se tento syndrom oznacuje jako Turcotliv syndrom.
PrestoZze je 1 vtomto pfipadé pfitomna koincidence mozkového nadoru s CRC, celkova
odliSnost fenotypového obrazu 1 genetického podkladu je jasnym argumentem proti
zaménovani téchto dvou syndromi.

Tradi¢ni diagnostika Lynchova syndromu

Ke klinické diagnostice HNPCC slouzila Amsterdamska kritéria (38), ktera byla pro zvySeni
senzitivity, zejména s piihlédnutim k moZnosti prezentace syndromu extrakolonickou
malignitou (tzv. LS 2. typu), v roce 1998 revidovana na Amsterdamska kritéria II (39).
Nicméné protoze se postupné zlatym standardem diagndzy LS stavalo molekularné

genetické vySetfeni, prioritou se stal zachyt co nejvétSstho mnozstvi pacientl pro toto
vysetfeni, nikoli samotna klinickd diagnoza LS.

Bethesda guidelines

K identifikaci pacienti s CRC, u kterych by méla byt vySetiena nestabilita mikrosatelitt
(MSI), ptipadné provedeno molekularné genetické vysetieni, byla v roce 1996 vypracovana a
v roce 2002 revidovana tzv. Bethesda guidelines (BG, resp. RBG), kter4 berou v potaz nejen
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klinickd kritéria, ale i morfologické znaky tumoru (40). Bohuzel ani tato SirSi kritéria
nezachyti vSechny ptipady LS (41), zejména v piipadé postizeni MSH6 a PMS2 (24,42-45).
podle soucasnych odhadii neni az 25% pacientli s LS zachyceno systémem kritérii RBG.
Vzhledem k tomu, Ze faleSna negativita v piipadé¢ LS nema za nésledek nerozpoznani tohoto
syndromu pouze u vySetiované¢ho pacienta, ale i u jeho pfipadnych ptibuznych, nelze
senzitivitu RBG pokladat za dostate¢nou.

Moderni diagnostika Lynchova syndromu

Vyse uvedend nedostatecna senzitivita RBG, piipadné dal$i klinickd kritéria slouzici k
zachytu pacientii s LS, je pfiCinou soucasné snahy o zavedeni senzitivnéjSiho systému
depistaze, byt’ i za cenu snizeni specificity. V tomto piipad¢ je mozné familiarni tendence

ke vzniku malignich naddorti ospravedInit jak z hlediska etického, tak ekonomického.

Mezi hlavni argumenty pro zvySeni senzitivity systému depistaze patii fakt, ze 1 ze 660 lidi je
nositelem germinalni mutace nékterého z MMR gentl (46), riziko vzniku CRC u LS je 50-
80% (47,48), dale ze k progresi z adenomu do karcinomu pravdépodobné dochazi béhem 2-3
let na rozdil od 8-10 let u sporadickych ptipadl (49,50), a zejména ze primérny vek v dobé
diagndzy je 45 let, tedy asi o 20 let mén¢ nez u sporadického CRC, navic se zvySenym
rizikem synchronniho a metachronniho CRC (49).

V soucasné dobé jsou k dispozici tii zékladni senzitivni modely vyhledédvani pacientl s
podezienim na LS, pfic¢emz kazdy z nich mé své vyhody a své nevyhody. VSechny tfi maji
spole¢né, ze detekuji tumory s MSI-H, a to bud’ pfimo (tedy molekularn¢ genetickym
stanovenim MSI), nebo zprosttedkované. Do druhé skupiny patii jednak imunohistochemicka
detekce exprese MMR proteint, jednak histologicky prikaz morfologickych znaki
asociovanych s MSI. Nicméné ctyfi z péti MSI-H CRC jsou sporadické tumory zpiisobené
somatickou epigenetickou inaktivaci MMR genu (zdaleka nejcastéji metylaci promotoru
MLH1). Tyto sporadické nadory je tfeba odlisit pfed nakladnou analyzou jednotlivych MMR
genll. V soucasné dobé umoznuje rozliSeni sporadickych a LS-asociovanych MSI-H
karcinomi zapojeni dvou metod molekularni patologie do managementu CRC. Prvni z nich je
analyza genu BRAF, konkrétné priikaz mutaceV60OE, ktera je pfitomna aZ u poloviny
sporadickych MSI-H CRC, ale (téméf) nikdy u LS. Druhou metodu pifedstavuje prikaz
hypermetylace promotoru MLH1, kterd je markerem sporadickych MSI-H CRC a naopak az
na vyjimky nebyva pfitomna u LS (51). S v€domim urcitého statistického zjednoduseni lze
tedy tyto dvé metody vyvzit k vyfazeni pacientt z dalsiho (ndkladného) diagnostického
managementu, pokud tomu nebrani jiné okolnosti (napt. nizky ve&k, vyrazné familiarni
postizeni, multiplicita nadorit).

Stanoveni MSI

RozliSeni tumorti na MSS, MSI-L a MSI-H na zaklad¢ stanoveni nestability mezinarodné
kodifikovanych markeri se samoziejmé¢ v diagnostice Lynchova syndromu vyuzivalo jiz
diive, ale cilené, nikoli plosn¢. Plosné vyuziti stanoveni MSI k depistdzi Lynchova syndromu
je zalozeno na vySetieni vSech CRC touto metodou. Mezi nevyhody systému patii vyrazny
narist zatéze laboratofi molekuldrni genetiky, absence informace o postizeném genu a
kone¢né 1 fakt, Ze (navzdory obecnému piesvédceni) ne vSechny LS-asociované nadory musi
vykazovat MSI-H. Praktické vyuZiti ploSného vySetfovani MSI narazi téZ na nezbytnost
porovnani stavu marker ve tkani naddoru s tkani nenddorovou. To vyzaduje bud’ pfitomnost
nenadorové tkan€ v materidlu (napf. chirurgicky okraj stfevniho resekatu), nebo odbér
periferni krve pacienta (zejména v piipad¢ endoskopicky ziskanych vzorka).
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Imunohistochemicka detekce MMR proteinii

Zprosttedkovanou informaci o funkci MMR  komplexu lze ziskat pomoci
imunohistochemického vySetieni exprese hlavnich MMR proteini (tedy MLH1, PMS2,
MSH2 a MSH6). Ackoli zpocatku, kdy byla imunohistochemicky stanovovana pouze exprese
MLHI1 a MSH2, bylo preferovano stanoveni MSI, po zavedeni protilatek proti jejich dvéma
partnertim pro tvorbu heterodimert (PMS2 a MSHO6) je senzitivita imunohistochemického
vySetfeni a stanoveni MSI srovnatelna (52). V soucasné dobé jsou obé metody (stanoveni
MSI a imunohistochemické vySetieni) vnimany jako komplementarni, protoze v kombinaci
maji vyssi senzitivitu nez pii samostatném pouziti (53,54). Typickym piikladem piinosu
imunohistochemie jsou pfipady s mutaci MSH6, které mohou uniknout pii detekci MSI
pomoci PCR, protoze MSH2 muze také tvofit komplex s MSH3, a tim nemusi nutné vést

ke stavu MSI-H (52,55). Imunohistochemickd detekce MMR proteinti navic (na rozdil od
stanoveni MSI) umoziiuje predikovat postizeny gen pro molekuldrné genetické vySetieni, coz
vyrazné snizi naklady pii nasledné detekci ptipadné zarodecné mutace. Nicmén€, nazory na
prioritu stanoveni MSI nebo imunohistochemického vySetfeni nejsou jednotné a rizni autofi
prosazuji plosny screening pomoci MSI nebo pomoci imunohistochemie.

Detekce morfologickych znakii MSI konven¢ni histologii

Histologické vySetfeni predstavuje finanéné nejméné narocnou metodu plosné depistaze. Je
zalozeno na detekei histologickych znaki charakteristickych pro CRC s vysokym stupném
nestability mikrosatelitii, tedy tzv. MSI-H histologii, kterd samotna ma vyssi senzitivitu nez
souhrn zbyvajicich ¢tyt kritérii RBG (56). Ackoli byly morfologické znaky pozorovatelné

v MSI-H CRC popsany jiz v RBG (konkrétné¢ byly uvadény karcinomy se Spatnou
diferenciaci, karcinomy mucin6zni, medularni nebo ,,z bun¢k pecetniho prstenu, pfitomnost
Crohn-like lymfoidnich nodulti a tumor-infiltrujicich lymfocyti (TIL)), nebyla dostate¢né
znama ani prediktivni hodnota jednotlivych znaki ani jejich reprodukovatelna kvantitativni
definice, kterd by byla pouzitelnd v rutinni praxi (40,57). Z riznych studii jejichz cilem bylo
nalézt raciondlni algoritmus detekce MSI-H karcinomii (58), se v soucasné dobé& jako
nejuzitecnéjsi jevi model Model PREDICT (Pathological RolE in the Determination of
Instability in Colorectal Tumors) (56), zejména ve své zjednodusené¢ formé jako
SemiPREDICT skore (tab. 1). Histologickymi znaky, na nichZ je tento model zaloZen, jsou:
pfitomnost mucinu dissekujictho stroma v jakémkoli mnozZstvi, pfitomnost tumor-
infiltrujicich lymfocyti (TIL), peritumoralni lymfoidni lem a zastoupeni plazmatickych

bun¢k mezi leukocyty ve stromatu pievysujici 25% (obr. 1).

Tab. 1. Model PREDICT.

Znak Skore
pravostranna lokalizace 1,6
jakékoli mnoZstvi dissekujiciho mucinu 1,6
vék pod 50 let 1,3
tumor infiltrujici lymfocyty 1,3
peritumorélni lymfoidni lem 0,7
plazmocyty tvoii > 25% stromalnich leukocytii 0,7
PREDICT skore:

Maximalni mozné skore: 7,8
Suspekce na MSI-H: skére > 2,5
Semi PREDICT skore: pfitomny dva a vice znakit — MSI-H susp.
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Obr. 1. Priklad ,,MSI-H histologie®. Jeden z typickych obrazti MSI-H CRC, zde piedstavovan zejména
intraepitelidlni lymfocytozou vytvarejici v dolni ¢asti obrazku ,,posypani“ nadorovych zlazek lymfocyty
obklopenymi svétlymi halo a souvislym lymfoidnim lemem v horni ¢asti snimku (HE, ptvodni objektiv 10x).
Fig. 1. Example of "MSI-H histology". One of the typical images of MSI-H CRC

is represented in particular by intraepithelial lymphocytosis forming the "sprinkling"

of cancer glandular cells with lymphocytes surrounded by bright halos at the bottom of the picture and
continuous lymphoid band in the upper part of the image (HE, original lens 10x).

Mezi vyhody histologického vysetfeni patii i moznost levného, rychlého a jednoduchého
vylouceni sporadickych MSI-H karcinomi podminénych vétSinou somatickou metylaci
promotoru genu MLH1. Zatimco tyto vznikaji z tzv. ,,sesilnich serrated adenomi* (do Cestiny
nékdy neStastné prekladanych jako ,,pfisedlé pilovité adenomy*), prekurzorovou l1ézi
karcinomu v terénu LS je ,,konvenéni® (tubularni, tubulovilézni nebo vilézni) adenom. Jsou-li
tedy v periferii tumoru zbytky prekurzorového sesilniho serrated adenomu, jde s nejvétsi
pravdépodobnosti o sporadicky MSI-H karcinom (59). Nicméné tento jednoduchy
diagnosticky znak vylucujici LS nemusi byt vzdy dostupny, at’ jiz z dlivodu nedostate¢ného
samplingu nebo destrukce adenomu pokrocilym adenokarcinomem. Protoze informace, kterou
poskytuje histologické vySetteni o MSI, je znaéné zprostiedkovand, nemlze samoziejmé plnit
roli samostatné metody depistaze. Pro svou finan¢ni nenaroc¢nost je vSak velmi vhodna jako
prvni linie plosného vySettovani CRC v ramci komplexniho diagnostického managementu.

Komplexni diagnosticky management CRC

Efektivni algoritmus diagnostiky LS by mél byt vysoce senzitivni, dostatecné specificky,
(relativn€) levny a logisticky jednoduchy. Z hlediska senzitivity a specificity se ukazalo zcela
nedostatenym spoléhat se na klinicka kritéria (zejména rodinnou anamnézu). Proto se
souCasné postupy zaméiuji na detekci MSI-H tumord, a to bud’ piimo, zprostiedkované
pomoci imunohistochemie, nebo na zékladé¢ histologického prikazu morfologickych znaki
specifickych pro MSI-H karcinomy. Vzhledem k souasnym moznostem systému
zdravotnictvi a zvazeni pomeéru ceny a uzitku jsme na naSem pracovisSti misto ploSné¢ho
vySetiovani MSI ¢i exprese MMR proteint k vyhledavani pacientt s LS zavedli ,,komplexni
diagnosticky management®, na jehoz pocatku stoji mikroskopické vySetieni histologickych
fezli obarvenych hematoxylinem a eozinem, na néz v piipad€ pfitomnosti znaka ,,MSI-H
histologie* navazuje sada metod imunohistochemickych a molekulédrné patologickych, jejichz
cilem je potvrdit pfitomnost MSI-H, vyloucit moznost sporadického MSI-H karcinomu a urcit
pravdépodobné postizeny, gen k detekci zdrode¢né mutace.

100



Nédory, jejichz Semi PREDICT skoére vzbuzuje podezieni na MSI-H, vykazuji ztratu exprese
nekterého (nebo nékterych) z MMR proteinti, nemaji hypermetylovany promotor genu MLH1
a nebyla u nich prokazana substituce V60OE genu BRAF, jsou urCeny k detekci germinalni
mutace MMR genu ur¢eného na zaklad¢ imunohistochemického vySetieni (obr. 2). Podobné
jako jiz bylo uvedeno u vySetovani MSI, i stanoveni hypermetylace promotoru MLHI1
vyzaduje srovnani s nenadorovou tkani. Tato sice byva bézn¢ dostupna v piipadé
chirurgickych resekatd, vétSinou vSak neni k dispozici pfi vySetfovani endoskopickych
biopsii. V téchto ptipadech je nutnd domluva se zainteresovanym gastroenterologem, aby
zajistil kontrolni tkan, at’ uz v podobé endoskopického vzorku z nenadorové sliznice nebo
nesrazlivé periferni krve. Pokud jde o findlni analyzu MMR genl, zde je optimalnim
materidlem nesrazliva periferni krev, protoze prikaz mutace mimo nadorovou tkan potvrzvje
jeji zérodeCnou povahu, pif¢emz z divodu technické narocCnosti analyzy téchto gent je
vytéznost z krve vyrazné vyssi nez z nenadorové tkdné fixované ve formolu.

[ - | Semi PREDICT skére = 2
_— | klinické podezreni + e
nal$S o
4 = | BRAFV600E T :
IHC deficience + analyza genu
P © | MLHlapms2

v periferni krvi

2 |

| hypermetylace MLH1 F}

S

analyza genu

5% IHC deficience - MSH2 a MSHE

MSH2 a/nebo MSH6 v perifernt kv
o IHC deficience +

e = e MSI-H g

% analyza genu
14 MSHé6
v periferni krvi
ukonéit
R testovani

Obr. 2. Komplexni management diagnostiky Lynchova syndromu. Na zakladé mikroskopického nalezu MSI-H
histologie (nebo klinické zadosti) je proveden komplex vySetieni situovany do hnédého obdélniku, ktery sestava
z imunohistochemického

vySetieni exprese MMR proteind, analyzy MSI, metylace promotoru MLHI a stavu genu BRAF. Tyto metody
jsou v soucasné dob¢ na nasem pracovisti z ¢asovych diivod provadény simultanné. K dal§imu genetickému
vySetieni zarodeénych mutaci MMR gend jsou primarné vybrani pacienti s MSI-H tumory bez mutace BRAF a
bez hypermetylace promotoru genu MLH1. Za zvlastnich okolnosti (zejména pii ztraté imunoexprese MSH6) je
vsak vhodné testovat i MSS karcinomy (pfevzato z webu http://www.lynch.cz).

Fig. 2. Comprehensive management of Lynch syndrome diagnosis. Based on the microscopic finding of MSI-H
histology (or clinical request), a complex of examinations is made (situated in the brown rectangle), which
consist of immunohistochemical examination of the expression of MMR proteins, MSI analysis, methylation of
the MLH1 promoter, and BRAFgene status. These methods are currently performed simultaneously in our
department because of the time conditions. Further genetic testing of germ-line mutations of MMR genes is
primarily made in patients with MSI-H tumors without BRAF mutations and without MLH1 gene promoter
hypermethylation. Under special circumstances (especially the loss of MSH6 immunoexpression) it is
appropriate to test also MSS carcinoma (taken from website http://www.lynch,cz).

At uz je konkrétni uspotradani tohoto algoritmu jakékoli, plnohodnotny postup by kazdopadné
mél zahrnovat vS§echny uvedené diagnostické modality. Diivodem je jejich vzajemna

komplementarnost. Kuptikladu samotné vySetieni MSI bez analyzy genu BRAF a stavu
metylace promotoru MLH1 nedokaze odlisit sporadické CRC od syndromovych, ddle zna¢na
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cast karcinomi s mutaci MSH6 nemusi vykazovat MSI-H a koneéné bez
imunohistochemického vysetieni nelze zuzit spektrum MMR gent, jejichz stav ma
byt analyzovan.

Zavér

Lynchtv syndrom (LS) je familiarni karcinomovy syndrom zptsobeny zarode¢nou mutaci
nékterého z gent, jehoz proteinovy produkt se ucastni opravy chyb v DNA vzniklych pfi
replikaci. Vzhledem k tomu, Ze se nyni vyskyt LS v populaci odhaduje az na 5% a vede ke
vzniku malignich nadord jiz v produktivnim véku, sili v soucasné dob¢ tlak na zvySeni
senzitivity jeho detekce. Protoze klinicka kritéria jeho diagnostiky nedosahuji dostate¢né
senzitivity, klade se dnes stile vétsi diraz na morfologickou a molekularné patologickou
diagnostiku. Podle naSich zkuSenosti je nezbytné zavést jasny algoritmus, aby se diagnostika
LS stala rutinni zalezitosti a jeji management se co nejvice zautomatizoval. Bohuzel se dosud
nepodafilo v naSich podminkéch vytvofit spolehlivé fungujici systém zpétné vazby s
klinickymi l€kafi, ktefi by méli organizovat dalsi pribéh vySetfeni rodiny nemocného s LS.
V nejblizsich letech je tedy nezbytné zainteresovat do diagnostiky LS i klinické 1ékate, bez
jejichz aktivni Gcasti neni mozna ani kompletni diagnostika pacienta ani dalsi vySetfeni jeho
rodinnych ptislusnikd.
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Souhrn

Lynchiiv syndrom (dfive nazyvany hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom) je
nejcastéjsi genetickou pfic¢inou familiarniho vyskytu kolorektalniho karcinomu. Zptasobuje jej
zarodecna mutace nékterého z gend, které jsou zodpoveédné za opravy chyb ve struktufe DNA
vznikajici pfi jeji replikaci. V disledku toho dochazi k dysfunkci opravného komplexu
zpusobujici rozvoj nestability mikrosateliti (MSI), kterd je asociovana se zvysSenim rizika
vzniku nadort, zejména kolorektalniho karcinomu. V soucasné dobé¢ se odhaduje, ze az 5 %
kolorektalnich karcinomt vznikd v souvislosti s Lynchovym syndromem. Vzhledem k této
pomérné vysoké Cetnosti, absenci premorbidniho fenotypu, familidrnimu vyskytu a prezentaci
malignich nador v produktivnim véku je v€asnd diagnostika Lynchova syndromu dulezita
nejen z etického, ale i ekonomického hlediska. Klinicka kritéria pfedstavovana zejména
revidovanymi Bethesda guidelines, kterd byla navrzena pro detekci pacienti vhodnych ke
genetickému vysetfeni moznosti Lynchova syndromu, nejsou vSak dostate¢né senzitivni.
Vyssi senzitivity lze dosahnout aplikaci metod moderni patologie. Tato diagnostika je
zalozena na piimém nebo nepfimém prikazu MSI. Mezi metody nepfimého prikazu MSI
patii jednak detekce morfologickych znakli asociovanych s MSI pfi histologickém vySetfeni
vzorkli kolorektalnich karcinomt, jednak imunohistochemické vySetieni exprese MMR
proteind, které navic umozni i identifikaci dysfunkéniho proteinu. K vylouceni sporadickych
MSI-H karcinomu zpiisobenych somatickou epigenetickou inaktivaci MMR genu z dal§iho
testovani slouzi hlavn¢ vysetfeni genu BRAF a analyza metylace promotoru genu MLHI.
Podezieni na Lynchtiv syndrom vyplyvajici z vysledki téchto vySetieni by mélo byt nakonec
potvrzeno detekci zarode¢né mutace nékterého z MMR genti v periferni krvi pacienta.

Kli¢ova slova: kolorektalni karcinom — Lynchiv syndrom — HNPCC — MSI — nestabilita
mikrosatelitt

Summary

Lynch syndrome (formerly known as hereditary non-polyposis colorectal cancer) is the most
common hereditary colorectal cancer syndrome. The syndrome is caused by a germline
mutation of one of the mismatch repair (MMR) genes responsible for DNA replication error
repair. Impaired function of the proteins encoded by these genes leads to microsatellite
instability (MSI), which is associated with increased incidence of neoplasms: mainly
colorectal cancer. According to recent estimates, up to 5% of all colorectal cancers are
associated with Lynch syndrome. Due to this relatively high frequency, familial occurence,
absence of premorbid phenotype, and development of malignant tumors at a reproductive age,
a correct diagnosis is important not only from an ethical but also from an economical point of
view. Unfortunately, clinical means of diagnosis, namely, the revised Bethesda guidelines
designed to detect patients suitable for genetic testing for Lynch syndrome, lack sufficient
sensitivity. The methods associated with modern pathology are more sensitive than the
clinical criteria used to detect patients suspected of having Lynch syndrome. Pathological
diagnostics are based on direct or indirect detection of MSI. Indirect methods include analysis
of morphological signs associated with MSI in histological samples from colorectal
carcinoma patients and immunohistochemical investigation of MMR protein expression. To
rule out sporadic cases caused by epigenetic inactivation of an MMR gene, molecular genetic
investigation of the BRAF gene and methylation analysis of the MLHI1 promoter are
performed during diagnostic workup. A suspicion of Lynch syndrome based on the results of
the methods mentioned above should be proven by detection of a germline mutation in an
MMR gene in peripheral blood leukocytes.

Key words: colorectal cancer — Lynch syndrome — HNPCC — MSI — microsatellite instability
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Lynchiiv syndrom — definice

Lynchiv syndrom (LS) je autozomalné¢ dominantné¢ dédicné onemocnéni vytvarejici
predispozici ke vzniku malignich nadort, patii tedy mezi familiarni karcinomové

syndromy. Nejcastéjs§im karcinomem vznikajicim pii LS je kolorektalni karcinom (colorectal
cancer — CRC), je vSak zvySené¢ riziko vzniku i dalSich malignit, zejména karcinomil
endometria, tenkého stieva, ovaria, ledvinné panvicky a mocovodu, nadortt mozku a ktize. Na
podkladé LS vznika podle soucasnych odhada az 5 % CRC. Fakt, Ze je dosud do zna¢né miry
piehlizen, zejména v porovnani s mén¢ ¢astou familiarni adenomat6zni polypozou (FAP),
ktera je zodpovédna pouze za 1 % CRC, je zptsoben tim, ze karcinomy pti LS nevznikaji

v terénu polypozy (definované jako > 100 polypl), coz vSak neznamend, Ze nemohou byt
pfitomny zadné polypy. Absence polypdzy nebo jiného premorbidniho fenotypu, tedy
benignich zmén, které by umoziovaly diagnostikovat tento syndrom jesté¢ pied vznikem
maligniho tumoru (jako je tomu tfeba v piipadé FAP nebo neurofibromatézy 1. typu) vyrazné
ztézuje jeho vcCasnou klinickou diagnostiku. Na rozdil od familiarnich karcinomovych
syndromt s premorbidnim fenotypem tak muze byt LS diagnostikovan prakticky az pfi nalezu
maligniho tumoru, pfipadné pii genetickém vySetfeni rodinnych pfislusnikd jiz
diagnostikovaného probanda. Vyjimkou z tohoto pravidla je fenotypicka varianta

LS projevujici se vznikem koZnich sebacedznich nadorli, oznaCovand jako Muir-Torreho
syndrom (MTS) (1). Zékladni klinické charakteristiky syndromu karcinomové rodiny byly
definovany dr. Lynchem takto (2):

1. zvySena incidence adenokarcinomil, zejména kolorektalnich a endometridlnich,

2. zvysené riziko multiplicity nador,

3. autozomaln€ dominantni dédi¢nost,

4. vznik karcinomu v mladsim veku.

Ackoli byl LS dlouhou dobu zndm spiSe pod pojmem hereditarni nepolypdzni kolorektalni
karcinom (hereditary non-polyposis colorectal cancer — HNPCC) (3), v soucasné dob¢ se od
tohoto oznaceni upousti a preferuje se eponymon Lynchitv syndrom, a to jednak z divodu
moznosti vyskytu extrakolonickych malignit, jednak kvali pfili§ zakofenéné asociaci
diagn6zy HNPCC s Amsterdamskymi kritérii, kterd je ve svétle dneSnich poznatkl jiZ
neudrzitelnd, a kone¢né 1 jako vyjadieni tcty otci Lynchova syndromu. V soucasnosti je tedy
diagnéza LS zaloZena pifedevSim na molekuldrn€ genetickém vySetfeni (viz nasledujici
kapitolu), pficemz pro ptipady spliujici Amsterdamska kritéria, ale bez prokazatelné¢ho
genetického posSkozeni definujiciho LS, se doporucuje termin familiarni kolorektdlni
karcinom typu X (4).

Molekularni biologie LS
Detailné je molekularné biologicky podklad LS popséan v textu ur€eném primarné patologiim
(5), pro pochopeni dale uvadénych diagnostickych algoritmi je zde vSak tfeba alesponi stru¢né
vysvétlit zdkladni pojmy.

MMR (mismatch repair)

MMR (neboli mismatch repair) proteiny jsou odpovédné za opravy v DNA vznikajicich pii
heterodimert MLH1-PMS2 a MSH2-MSH6. Naprostd vétSina piipadi LS je zplsobena
zarode¢nou mutaci genli kddujicich tyto proteiny, tedy tzv. mismatch repair (MMR) gent
(6,7). Inaktivace obou alel nékterého z MMR gent vede k dysfunkci celého komplexu a ke
vzniku tzv. MSI-H tumort, tedy nadorid charakteristickych vysokym stupném tzv. nestability
mikrosatelitti (microsatelite instability — MSI) (8,9).
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Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou v genomu hojné se vyskytujici iseky DNA tvofené nékolikanasobnym
opakovanim jednoho az Ctyt, vzacnéji 1 vice nukleotidi. Tyto kratké repetitivni sekvence jsou
snadno zranitelné pfi replikaci DNA, protoze DNA polymeraza v oblasti repetic ,,sklouzava“
a v dusledku toho dochazi ke vzniku delSich ¢i kratSich useki. Ve ,,zdravé® bunce s funkénim
MMR systémem jsou vsak tyto alterace ihned detekovany a opraveny.

MSI

Délky jednotlivych mikrosateliti (tedy poéty opakovani téchto sekvenci) jsou u zdravych
jedinci ve vSech buiikach stejné (mezi jedinci se vSak lisi). Pokud ovSem nedochazi ke
korekci chyb vznikajicich pfi replikaci, potom mulze délka mikrosateliti v ramci jednoho
jedince kolisat, coz je stav oznaCovany jako nestabilita mikrosateliti (MSI). MSI neni vSak
jednoznaéné danym stavem, ktery by pifimo zptisoboval vznik nadorti. Jde spise o
semikvantitativni vyjadireni genetického poskozeni DNA uvedenym mechanizmem. Stanoveni
stupné¢ MSI je tedy arbitrarni a spociva ve stanoveni nestability mezindrodné kodifikovanych
markerd, pfi¢emz na zaklad¢ poctu postizenych markera se rozliSuji stavy (hlavné nadory) se
stabilnimi mikrosatelity (microsatellite stable — MSS), snizkym stupném nestability
(microsatellite instability, low — MSI-L) a s vysokym stupném nestability mikrosateliti
(microsatellite instability, high — MSI-H) (10).

MSI-H tumory

Tumory s MSI-H vznikaji dvéma rliznymi mechanizmy, a to bud’ jako sporadické nadory
vyvolané genetickymi a/nebo epigenetickymi zménami v somatické bunce, nebo jako
familiarné se vyskytujici nadory v rdmci LS zplsobené zadrode¢nou mutaci nékterého z MMR
genl. Teprve tehdy, je-li u osob nesoucich jednu zarodecné mutovanou alelu MMR genu
behem jejich Zivota inaktivovana i alela druhd, dochdzi ke vzniku malignich tumorti. P¥i¢inou
této inaktivace mize byt somatickd mutace v druhé alele genu, ztrata heterozygozity (LOH)
nebo metylace promotoru, jak tomu byva u genu MLH1 (11).

Nejcastéji postizenymi geny pii LS jsou MLH1 a MSH2 (dohromady vice nez 80 %) (12),
dale nasleduje MSH6 (10 %), a zbylé ptipady predstavuji vzacna zarodecna postizeni dalSich
MMR genli (PMS2, PMS1, MSH3, MLH3). Vzicné mohou dysfunkci MMR proteinti a tim
padem 1 LS zpusobovat komplikovangj$i mechanizmy, jako zarodecnd hypermetylace
promotoru genu MLH1 vedouci k jeho epigenetické inaktivaci (13,14) nebo zarode¢né delece
3’ konce genu EPCAM (TACSTDI), které zase vedou k epigenetické inaktivaci MSH2
(15,16).

Variabilita klinickych projevii LS

Klasicky typ LS se prezentuje pfedev§im CRC vznikajicim v tlustém stfevé bez polypdzy
(tedy hereditarnim nepolypdéznim CRC). Mohou vSak byt pfitomny 1 extrakolonické
malignity, a to relativné Castéji u pacientli se zdrode¢nou mutaci v MSH2 nez MLH1 (17).
Mutace v MSH6 jsou zodpovédné za pon€kud atypické prezentace LS, nebot’ maji jednak
nizkou penetranci, dale jsou 6 krat ¢ast&ji asociovany s karcinomy endometria nez s nadory
kolorekta, a navic jsou u téchto pacienti CRC (v porovnani s LS zplsobenym mutacemi
jinych MMR gentl) ¢astéji levostranné. Diilezité také je, Ze mutace v MSH6 nevedou vzdy

k MSI-H, pravdépodobné diky tvorbé alternativniho heterodimeru MSH2-MSH3, coZz mize
negativné ovlivnit jejich diagnostiku (18,19). V nékterych piipadech je kombinace klinickych
znakl natolik vyraznd, Ze dala vznik novym klinickym syndromm, které ve skutecnosti
pfedstavuji pouze varianty LS.
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Muir-Torreho syndrom

MTS zahrnuje kombinaci nejméné jednoho kozniho nadoru se sebacedzni diferenciaci a
minimalné jednoho visceradlniho tumoru. Jiz v roce 1981 dr. Henry Lynch poukazal na
spole¢nou moznou etiologii MTS a LS, kdyz identifikoval pacienty s fenotypem MTS v
rodin¢ postizené LS (20). MTS jako varianta LS je unikétni v tom, ze jako jedina predstavuje
premorbidni fenotyp, tedy vykazuje znaky umoziujici diagnézu LS jesté pfed rozvojem CRC.
Kozni 1éze asociované s MTS jsou detailné popsany v textech urcenych primarn¢ patologiim
(1) a gastroenterologlim (21), obecné 1ze shrnout, ze mnohocetné kozni naddory se sebacedzni
diferenciaci vyskytujici se u jedincii pred 50. rokem Zzivota nebo postihujici télni partie mimo
oblicej jsou silnym indikatorem MTS (22).

Turcotiv syndrom 1. typu

Turcotiiv syndrom (TS) je klasicky charakterizovan spoleénym vyskytem nadorG mozku a
CRC. Podtyp oznacovany jako TS 1. typu je blize specifikovan vazbou mozkového nadoru
(hlavné gliomu) s CRC bez polypozy, pricemz mize byt také zplisoben zarodecnou mutaci
nékterého z MMR gentl, mutace byly detekovany zejména v MLH1 a PMS2 (23). Za téchto
podminek se TS 1. typu jevi ve vétSiné ptipadi jako fenotypicka varianta LS, zejména u
détskych a mladistvych pacientii pak jeSté spiSe byva soucasti syndromu bialelického
mismatch repair deficitu.

Syndrom bialelického mismatch repair deficitu

Syndrom bialelického mismatch repair deficitu (biallelic mismatch repair deficiency —
BMMR-D, také constitutional mismatch repair deficiency — CMMRD) je velmi vzacné se
vyskytujici zarode¢na bialelickd mutace geni MMR. Vzhledem k tomu, Ze jde o onemocnéni
dédicné autozomalné recesivné, vyskytuje se zejména jako nasledek incestu. Tento stav je
charakteristicky fenotypickym obrazem ptfipominajicim neurofibromatézu 1. typu, zejména
skvrnami café-au-lait, vznikem CRC jiz v mladém véku (primérny vék v dobé diagnozy

16 let), mozkovymi nadory, pfedev§sim glioblastomy vznikajicimi jiZ v prvnich dvou
dekddach zivota, a hematologickymi malignitami (hlavné T lymfomy) (24,25).
Z diagnostického hlediska je dulezité, Ze imunohistochemicky stanoveny deficit MMR
proteinu ma vyssi senzitivitu nez vysetfeni MSI (26), pficemz tento imunohistochemicky test
lze provést i v nenadorové tkdni, napt. v kozni biopsii (27).

MozZnosti diagnostiky LS

Tradi¢ni klinicka diagnostika LS

Ke klinické diagnostice HNPCC primarn¢ slouzila Amsterdamska kritéria (28), ktera byla pro
zvyseni senzitivity, zejména s piihlédnutim k moznosti prezentace syndromu extrakolonickou
malignitou, v roce 1998 revidovana na Amsterdamska kritéria II (29). Ale protoze se zlatym
standardem diagnézy LS stalo molekularné genetické vysetieni, v poptfedi zdjmu se ocitl
zachyt co nejvétsiho mnozstvi pacientil pro toto vysetieni, nikoli samotna klinicka diagndza
LS.

K identifikaci pacientl s CRC, u kterych by méla byt vySetfena nestabilita mikrosatelitd
(MS]), ptipadné provedeno molekularné genetické vysetieni, byla v roce 1996 vypracovéana a
v roce 2002 revidovana tzv. Bethesda guidelines (BG, resp. RBG), kterd berou v potaz nejen
klinicka kritéria, ale (v pfipadé RBG) 1 morfologické znaky tumoru (30). Bohuzel ani tato
Sirsi kritéria nezachyti vSechny ptipady LS (31), zejména v piipad¢ postizeni MSH6 a PMS2
(32— 36). Podle soucasnych odhadt az 25 % pacient s LS neni zachyceno systémem kritérii
RBG. Jednou z velkych slabin jak Amsterdamskych kritérii, tak (R)BG je diraz na tdaje
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ziskané rodinou anamnézou, které mohou trpét znacnymi nedostatky, at’ uz kvtli nedostate¢né
informovanosti pacienta, nezdjmu vysetiujiciho I¢kare, Casté nejistoté ohledné biologického
otcovstvi nebo i nizké penetranci zarode¢né mutace (zejména v ptipad¢ genu MSHO6).

Moderni patologicka diagnostika LS

Mezi hlavni argumenty pro soucasné snahy o zavedeni senzitivnéjSiho systému depistaze, byt
1 za cenu sniZeni specificity, které¢ je v tomto piipadé mozné familiarni tendence ke vzniku
malignich nadort ospravedlInitelné jak z hlediska etického, tak ekonomického, patii tato fakta:
1. fale$na negativita v ptipad¢ LS nema za nasledek nerozpoznani tohoto syndromu pouze u
vysetfovaného pacienta, ale i u jeho ptipadnych piibuznych;

2. ptiblizné 1 ze 660 lidi je nositelem germinalni mutace nékterého z MMR gent (37);

3. riziko vzniku CRC u LS je 60— 80 % (38,39);

4. k progresi z adenomu do karcinomu pravdépodobné dochazi béhem 2-3 let, na rozdil od 8—
10 let u sporadickych ptipadu (40,41);

5. prumérny veék v dob¢ diagndzy je 45 let, tedy asi o 20 let méné nez u sporadického CRC,
navic se zvySenym rizikem synchronniho a metachronniho CRC (40).

V soucasné dobé jsou k dispozici tfi zdkladni modely vyhledavani pacientl s podezienim

na LS, pfi¢emz vSechny maji spole¢né, ze detekuji MSI-H tumory, a to bud’ pifimo (tedy
molekularné genetickym stanovenim MSI), nebo zprostiedkované. Do této druhé skupiny
patii jednak imunohistochemickd detekce MMR proteint, jednak histologicky prikaz
morfologickych znakl asociovanych s MSI. V kazdém z modelt diagnostikujicich MSI-H
tumory je ale nutné pied samotnou finan¢né nakladnou detekci germindlnich mutaci MMR
genil vyloucit moznost sporadickych forem, protoze ¢tyii z péti MSI-H CRC jsou sporadické
nadory zpusobené zdaleka nejcasteji metylaci promotoru MLH1. V soucasné dobé umoznuje
rozliSeni sporadickych a LS asociovanych MSI-H karcinom@ hlavné zapojeni dvou metod
molekularni patologie do managementu CRC. Prvni z nich je analyza genu BRAF, konkrétné

prikkaz substituce V60OE, ktera je pfitomna aZ u 1/2 sporadickych MSI-H CRC, ale (témér)
nikdy u LS. Mutovany protein navic miiZze byt v nddoru prokézan i monoklonalni protilatkou
(42). Druhou metodu ptedstavuje priikaz hypermetylace promotoru MLH1, kterd je markerem
sporadickych MSI-H CRC, a naopak az na vyjimky nebyva pfitomna u LS (43). Novéji je
také k dispozici protilatka proti annexinu A10 umoZiuyjici odlisit sporadické MSI-H
karcinomy od LS (44).

1. Stanoveni MSI

RozliSeni tumorti na MSS, MSI-L a MSI-H na zaklad¢ stanoveni nestability mezinarodné
kodifikovanych marker se samoziejmé v diagnostice LS vyuzivalo jiz dfive, ale cilené, u
pacientt spliujicich BG (resp. RBG). Nékteré laboratofe zavedly plo$né vySetieni vSech CRC
touto metodou k depistazi LS. Mezi nevyhody tohoto systému patii vyrazny nartst zatéze
laboratoii molekuldrni genetiky, absence informace o tom, ktery z MMR geni je postizen,

a konecné¢ 1 fakt, Zze (navzdory obecnému piesvédCeni) ne vSechny LS asociované nadory
musi vykazovat MSI-H (zejména jde o pacienty s germinalni mutaci genu MSH6). Praktické
nadoru s nenadorovou tkani. To vyzaduje bud’ piitomnost nenddorové tkané v materidlu
(napt. chirurgicky okraj sttevniho resekatu), nebo odbér periferni krve pacienta (zejména v
ptipadé endoskopicky ziskanych vzorki).

2. Imunohistochemicka detekce MMR proteinti

Na naSem pracoviSti pouzivame jako vstupni vySetfeni pro zafazeni pacienta do
diagnostického managementu LS imunohistochemické vySetfeni exprese hlavnich MMR
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proteini (tedy MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6) u vSsech CRC a karcinoml endometria.
Senzitivita imunohistochemického vysetieni MMR proteint a stanoveni MSI je srovnatelna
(45). V soucasné dobé¢ jsou obé metody (stanoveni MSI a imunohistochemické vySetfeni)
vnimany jako komplementarni, protoZze v kombinaci maji vySS$i senzitivitu nez pii
samostatném pouziti (46,47). Také Jeruzalemska kritéria, podle nichz by mély byt
imunohistochemicky vysetfeny vSechny CRC u pacientt mladSich 70 let, povazuji
imunohistochemii za vhodnou vstupni diagnostickou metodu (48). Argumenty pro
uptfednostnéni imunohistochemického vysetfeni jako inicialni diagnostické metody jsou tyto:
1. vyssi zachyt ptipad s mutaci MSH6, které mohou uniknout pti detekci MSI pomoci PCR,
protoze MSH2 miize také tvofit komplex s MSH3 a tim padem nemusi nutné vést ke stavu
MSI-H (45,49);

2. imunohistochemicka detekce MMR proteinii, na rozdil od stanoveni MSI, umoznuje urcit
postizeny gen pro molekularné genetické vySetfeni, coz vyrazné¢ snizi naklady pii nasledné
detekci piipadné zarodecné mutace;

3. pfi inicidlnim vySetfeni neni zapotiebi kontrolni nenadorova tkan;

4. imunohistochemické vysetfeni odhali i pfipady BMMR-D, které se ¢asto neprojevi
nestabilitou mikrosatelitt.

Dalsi kroky diagnostického managementu zalozené¢ho na inicidlni imunohistochemické
detekci MMR proteinli demonstruje schéma 1.

IHC deficience IHC definice
MSH2 a/nebo MSHé MLH1 a/nebo PMS2

'

+

Semi PREDICT skére = 2

IHC:
. _
+ II-IC_ BRAF V600E
N deficit Annexin A10

| -

analyza genti MSH2, MSH6 Yt BRAFVE0OE -
a EPCAM ukonéit testovani L4
v periferni krvi analyza gend

<—  hypermetylace MLHI ——»t——> MLH1aPMS2
v periferni krvi
- +
le— MSI-H —>

klinické podezieni <

Schéma 1. Management diagnostiky LS.

Na pracovistich vysSiho typu zapojenych do depistaze LS diagnostika zacina vySetfenim
vSech CRC monoklondlnimi protildtkami proti jednotlivym MMR proteinim (hvézda). V
ptipadé prikazu deficience MSH2 a/nebo MSH6 je kontaktovan klinik s poZadavkem na
zaslani nesrazlivé periferni krve spolu s informovanym souhlasem pacienta k molekularné
genetickému vySetfeni zdrodeCnych mutaci ptisluSnych gend. Je-li prokdzéna deficience
proteint MLH1 a/nebo PMS2, nasleduje komplex vySetieni obsazeny v Sedém obdélniku,
jehoz cilem je vyloucit z dalSiho vySetfovani pfipady sporadickych MSI-H karcinomd,
pfipadné¢ MSS karcinomy s faleSnou negativitou IHC prikazu MMR proteinii. Volitelné lze
misto téchto molekularné genetickych metod (nebo spolu s nimi) k vylouceni sporadického
MSI-H karcinomu vyuzit IHC vySetfeni exprese annexinu A10 a/nebo mutované formy
proteinu BRAF (bily obdelnik a pierusované Sipky). Pouze MSI-H tumory bez mutace genu
BRAF, hypermetylace promotoru MLH1 a pfipadné¢ bez exprese annexinu Al0 jsou
indikovany k molekularné genetickému vySetieni zarode¢nych mutaci ptisluSnych gena (opét
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je nutné ziskat vzorek periferni krve a informovany souhlas). Neni-li mistni pracovisté
patologie vybaveno laboratofi disponujici moznosti imunohistochemickych a molekularné
genetickych vysetfeni uvedenych vyse, mél by patolog provést histologické vySeteni znaki
»MSI-H histologie* podle modelu PREDICT. V piipad¢ suspektniho Semi PREDICT skore
pak odeslat vzorek karcinomu (a optimalné i nenadorové tkané pro moznost komparace) na
specializované pracovist¢ provadéjici vySe uvedend imunohistochemicka a molekularné
geneticka vySeteni. Alternativné mutze byt indikaci k tomuto odeslani na specializované
pracovisté zadost gastroenterologa ¢i onkologa v piipad¢ klinické suspekce na LS (napi. na
podkladé RBG). Klinické podezieni na hereditarni podklad onemocnéni miize byt stimulem i
pro dalsi pokraCovani vySetfovani pacienti, u nichz byl LS béZnym algoritmem vyloucen
(napt. mize byt déle vySetfovana moznost MAP).

3. Histologicka detekce morfologickych znaku asociovanych s MSI-H

Pro vétSinu pracovist’ patologie, ktera vysetiuji bioptické vzorky karcinomi tlustého stieva,
endometria a dalSich nadort, vSak nejsou vyse uvedené diagnostické metody pfimo dostupné.
I tato pracovisté se vSak mohou podilet na depistazi LS, a to detekci histologickych znakt
charakteristickych pro CRC s vysokym stupném nestability mikrosatelitt, tedy takzvané
,MSI-H histologii®, kterd samotnd ma vyssi senzitivitu nez souhrn zbyvajicich Ctyf kritérii
RBG (50). Z raznych studii, jejichz cilem bylo nalézt racionalni histologicky algoritmus
PREDICT (Pathological RolE in the Determination of Instability in Colorectal Tumors) (50),
zejména ve své zjednoduSené formé jako Semi PREDICT skoére (tab. 1). Histologickymi
znaky, na nichz je tento model zalozen, jsou: pfitomnost mucinu disekujiciho stroma v
jakémkoli mnozstvi, pfitomnost tumor infiltrujicich lymfocyti (TIL), peritumoralni

lymfoidni lem a zastoupeni plazmatickych bun¢k mezi leukocyty ve stromatu pievysujici
25%. Detailnéji je morfologie MSI-H CRC popsana v ¢lanku ur¢eném patologiim (5).

Tab. 1. Model PREDICT.

Znak Skore
lokalizace v pravém tracniku 1,6
dissekujici mucin (jakékoli mnoZstvi) 1,6
vek <50 let 1,3
tumor infiltrujici lymfocyty (TIL) 1,3
peritumorélni lymfoidni lem 0,7
plazmocyty tvoii > 25% stromélnich leukocytii 0,7

PREDICT skoére: maximalni mozné skoére: 7,8; suspekce na MSI-H: skore > 2,5
Semi PREDICT skore: pfitomny dva a vice znakii — MSI-H susp.

Mezi vyhody histologického vySetfeni patfi 1 moZnost levného, rychlého a jednoduchého
vylouceni sporadickych MSI-H karcinomii podminénych vétSinou somatickou metylaci
promotoru genu MLH1. Zatimco tyto vznikaji ze ,,sesilnich serrated adenomii*“ (do ceStiny
nékdy prekladanych do jesté horsi formy ,,ptisedlé pilovité adenomy*), prekurzorovou

1ézi karcinomil v terénu LS je ,konven¢ni® (tubularni, tubulovil6zni nebo vil6zni) adenom.
Jsou-li tedy v periferii tumoru zbytky prekurzorového sesilniho serrated adenomu, jde
s nejveétsi pravdépodobnosti o sporadicky MSI-H karcinom (52). Nicméné¢ tento jednoduchy
diagnosticky znak vylu€ujici LS nemusi byt vzdy dostupny, at’ jiz z divodu nedostate¢ného
samplingu, nebo destrukce piivodniho adenomu pokrocilym adenokarcinomem. Histologické
vySetfeni samo o sob¢ samoziejmeé nemlze vést k diagnéze LS, mlze pouze vést k suspekei,
ktera by méla vést k odeslani vzorku nadoru (a pfipadné i nenadorové tkan¢) na pracovisté
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patologie vyssiho typu zabyvajici se diagnostikou LS. Zde pak nasleduji kroky popsané na
schématu 1.

Problémy s algoritmy — suspektni LS a Lynch-like syndrom

Tyto dva terminy se obsahové ¢astecné prekryvaji, bohuzel jsou dnes nékterymi autory
pouzivany jako synonyma, ac se jejich vyznam lisi. Termin ,,suspektni Lynchtiv syndrom*
(SLS) se diive pouzival pro pripady, kdy se nepodatilo prokazat molekuldrni podklad LS u
pacienta spliiujiciho Amsterdamska kritéria a/nebo (R)BG. ZjednoduSen¢ feceno, vétSinou se
jedné o familidrné se vyskytujici ¢asto vicecetné karcinomy, zejména CRC, které nevznikaji v
terénu polypdézy. Vysvétleni je samoziejmé fada, od environmentalnich vlivi az po jiné
familiarni karcinomové syndromy, zejména tzv. MUTYH asociovanou polypozu (MAP),
ktera se jednak nemusi prezentovat polypdzou, jednak CRC vznikajici pii bialelické mutaci
genu

MUTYH muze byt také MSI-H (53).

Pojem ,,Lynch-like syndrom* (LLS) je uZsi a Iépe definovany. Do této skupiny patii ptipady
CRC, které vykazuji znamky dysfunkce MMR systému, tedy imunohistochemicky
detekovany deficit n€kterého z MMR proteini a/nebo prikaz MSI-H, spolu s vylou¢enim
moznosti sporadického MSI-H tumoru prikazem absence mutace genu BRAF a
hypermetylace promotoru genu MLHI, ale u nichz byly molekularné genetickym vysetfenim
periferni krve vylouceny zarode¢né mutace MMR genil a 3’ konce genu EPCAM. Kromé
moznosti faleSné pozitivnich vysledkii imunohistochemického vySetfeni na jedné strané a
existenci mutaci nedetekovanych sou¢asnymi metodami mize byt tento fenomén vysvétlen
dvéma stavy prokazanymi v poslednich dvou letech: somatickym mozaicizmem (54) a
somatickymi bialelickymi mutacemi MMR gend, jejichz moznost se diive popirala (54— 57).

Zavér

LS je familiarni karcinomovy syndrom zplsobeny zarode¢nou mutaci né€které¢ho z gent, jehoz
proteinovy produkt se ucastni opravy chyb v DNA vzniklych pfi replikaci. Vzhledem k tomu,
ze vyskyt LS v populaci se nyni odhaduje az na 5 % a vede ke vzniku malignich nadort jiz v
produktivnim véku, sili v souc¢asné dob¢ tlak na zvySeni senzitivity jeho detekce. Efektivni
algoritmus diagnostiky LS by mél byt vysoce senzitivni, dostatecné specificky, (relativné)
levny a logisticky jednoduchy. Z hlediska senzitivity a specificity se ukazalo zcela
nedostateCnym spoléhat se na klinickd kritéria (zejména rodinnou anamnézu). Proto se
souCasné postupy zamétuji na detekci MSI-H tumord, a to bud’ pfimo, zprostfedkované
pomoci imunohistochemie, nebo na zakladé histologického prikkazu morfologickych znakt
specifickych pro MSI-H karcinomy. Ptestoze se jiz podafilo i v naSich podminkéach zavést
ucinny algoritmus pro diagnostiku LS, nefunguje dosud dostate¢né systém zpétné vazby
s klinickymi lékafi, ktefi by méli organizovat dalsi pribéh vySetfeni rodiny nemocného s LS.
Na vin€ je do znacné miry pfedavani pacienta po kolektomii mezi chirurgem, praktickym
lékafem a onkologem, béhem kterého ,,zapadne* Zadost laboratofe molekularni genetiky o
periferni krev, které je nezbytna k definitivnimu priikazu LS. K optimalizaci diagnostiky

LS je tedy nezbytné zainteresovat do diagnostiky LS 1 klinické lékate, bez jejichz aktivni
ucasti neni moznad ani kompletni diagnostika pacienta ani dal§i vySetfeni jeho rodinnych
ptislusniki.

Literatura

1. Kacerovska D, Kazakov DV, Cerna K et al. Muir-Torre syndrom — fenotypicka varianta
Lynchova syndromu. Cesk Patol 2010; 46(4): 86— 94.

113



2. Lynch HT, Krush AJ. Cancer family ,,G* revisited: 1895— 1970. Cancer 1971; 27(6): 1505—
1511.

3. Lynch HT, Drouhard TJ, Schuelke GS et al. Hereditary nonpolyposis colorectal cancer in a
Navajo Indian family. Cancer Genet Cytogenet 1985; 15(3—4): 209— 213.

4. Lindor NM, Rabe K, Petersen GM et al. Lower cancer incidence in Amsterdam-I criteria
families without mismatch repair deficiency: familial colorectal cancer type X. JAMA 2005;
293(16): 1979— 1985.

5. Daum O, Benes§ Z, Hadravsky L et al. Lynchiv syndrom v rukach patologa. Cesk Patol
2014; 50(1): 18— 24.

6. Fishel R, Lescoe MK, Rao MR et al. The human mutator gene homolog MSH2 and its
association with hereditary nonpolyposis colon cancer. Cell 1993; 75(5): 1027— 1038.

7. Leach FS, Nicolaides NC, Papadopoulos N et al. Mutations of a mutS homolog in
hereditary nonpolyposis colorectal cancer. Cell 1993; 75(6): 1215— 1225.

8. Peltomaki P, Lothe RA, Aaltonen LA et al. Microsatellite instability is associated with
tumors that characterize the hereditary non-polyposis colorectal carcinoma syndrome.

Cancer Res 1993; 53(24): 5853— 5855.

9. Thibodeau SN, Bren G, Schaid D. Microsatellite instability in cancer of the proximal colon.
Science 1993; 260(5109): 816— 819.

10. Boland CR, Thibodeau SN, Hamilton SR et al. A National Cancer Institute Workshop on
Microsatellite Instability for cancer detection and familial predisposition: development

of international criteria for the determination of microsatellite instability in colorectal cancer.
Cancer Res 1998; 58(22): 5248— 5257.

11. Kruse R, Rutten A, Hosseiny-Malayeri HR et al. ,,Second hit* in sebaceous tumors from
Muir-Torre patients with germline mutations in MSH2: allele loss is not the preferred

mode of inactivation. J Invest Dermatol 2001; 116(3): 463— 465.

12. Nystrom-Lahti M, Wu Y, Moisio AL et al. DNA mismatch repair gene mutations in 55
kindreds with verified or putative hereditary non-polyposis colorectal cancer. Hum Mol Genet
1996; 5(6): 763— 769.

13. Gazzoli 1, Loda M, Garber J et al. A hereditary nonpolyposis colorectal carcinoma case
associated with hypermethylation of the MLHI gene in normal tissue and loss of
heterozygosity of the unmethylated allele in the resulting microsatellite instability-high tumor.
Cancer Res 2002; 62(14): 3925—3928.

14. Hitchins MP, Wong JJ, Suthers G et al. Inheritance of a cancer-associated MLH1
germline epimutation. N Engl J Med 2007; 356(7): 697— 705.

15. Ligtenberg MJ, Kuiper RP, Chan TL et al. Heritable somatic methylation and inactivation
of MSH2 in families with Lynch syndrome due to deletion of the 3¢ exons of TACSTDI. Nat
Genet 2009; 41(1): 112—117. doi: 10.1038/ ng.283.

16. Kovacs ME, Papp J, Szentirmay Z et al. Deletions removing the last exon of TACSTDI1
constitute a distinct class of mutations predisposing to Lynch syndrome. Hum Mutat 2009;
30(2): 197-203. doi: 10.1002/ humu.20942.

17. Kastrinos F, Stoffel EM, Balmana J et al. Phenotype comparison of MLH1 and MSH?2
mutation carriers in a cohort of 1,914 individuals undergoing clinical genetic testing

in the United States. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2008; 17(8): 2044— 2051. doi:
10.1158/ 1055-9965.EPI-08-0301.

18. Hampel H, Frankel W, Panescu J et al. Screening for Lynch syndrome (hereditary
nonpolyposis colorectal cancer) among endometrial cancer patients. Cancer Res

2006; 66(15): 7810— 7817.

19. Berends MJ, Wu Y, Sijmons RH et al. Molecular and clinical characteristics of MSH6
variants: an analysis of 25 index carriers of a germline variant. Am J Hum Genet

2002; 70(1): 26— 37.

114



20. Lynch HT, Fusaro RM, Roberts L et al. Muir-Torre syndrome in several members of a
family with a variant of the Cancer Family Syndrome. Br J Dermatol 1985; 113(3): 295— 301.
21. Kokoskovd B, Daum O, Bene$s Zet al. Moderni diagnostika Lynchova syndromu.
Gastroent Hepatol 2014; 68(2): 157— 165.

22. Schwartz RA, Torre DP. The Muir-Torre syndrome: a 25-year retrospect. J Am Acad
Dermatol 1995; 33(1): 90— 104.

23. De Rosa M, Fasano C, Panariello L et al. Evidence for a recessive inheritance of Turcot‘s
syndrome caused by compound heterozygous mutations within the PMS2 gene. Oncogene
2000; 19(13): 1719—1723.

24. Gallinger S, Aronson M, Shayan K et al. Gastrointestinal cancers and neurofibromatosis
type 1 features in children with a germline homozygous MLH1 mutation. Gastroenterology
2004; 126(2): 576— 585.

25. Bandipalliam P. Syndrome of early onset colon cancers, hematologic malignancies &
features of neurofibromatosis in HNPCC families with homozygous mismatch repair gene
mutations. Fam Cancer 2005; 4(4): 323— 333.

26. Bakry D, Aronson M, Durno C et al. Genetic and clinical determinants of constitutional
mismatch repair deficiency syndrome: Report from the constitutional mismatch

repair deficiency consortium. Eur J Cancer 2014; 50(5): 987— 996. doi: 10.1016/
j-ejca.2013.12.005.

27. Durno CA, Sherman PM, Aronson M et al. Phenotypic and genotypic characterisation of
biallelic mismatch repair deficiency (BMMR-D) syndrome. Eur J Cancer 2015;

51(8): 977—983. doi: 10.1016/ j.ejca.2015.02.008.

28. Vasen HF, Mecklin JP, Khan PM et al. The International Collaborative Group on
Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer (ICG-HNPCC). Dis Colon Rectum 1991; 34(5):
424— 425,

29. Vasen HF, Watson P, Mecklin JP et al. New clinical criteria for hereditary nonpolyposis
colorectal cancer (HNPCC, Lynch syndrome) proposed by the International Collaborative
group on HNPCC. Gastroenterology 1999; 116(6): 1453— 1456.

30. Umar A, Boland CR, Terdiman JP et al. Revised Bethesda Guidelines for hereditary
nonpolyposis colorectal cancer (Lynch syndrome) and microsatellite instability. J Natl

Cancer Inst 2004; 96(4): 261— 268.

31. Hampel H, Frankel WL, Martin E et al. Screening for the Lynch syndrome (hereditary
nonpolyposis colorectal cancer). N Engl J Med 2005; 352(18): 1851— 1860.

32. Liu T, Yan H, Kuismanen S et al. The role of hPMS1 and hPMS2 in predisposing to
colorectal cancer. Cancer Res 2001; 61(21): 7798— 7802.

33. van der Klift H, Wijnen J, Wagner A et al. Molecular characterization of the spectrum of
genomic deletions in the mismatch repair genes MSH2, MLHI1, MSH6, and PMS2
responsible for hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC). Genes Chromosomes
Cancer 2005; 44(2): 123— 138.

34. Dovrat S, Figer A, Fidder HH et al. Mutational analysis of hMSHG6 in Israeli HNPCC and
HNPCC-like families. Fam Cancer 2005; 4(4): 291— 294.

35. Hegde MR, Chong B, Blazo ME et al. A homozygous mutation in MSH6 causes Turcot
syndrome. Clin Cancer Res 2005; 11(13): 4689— 4693.

36. Hendriks YM, Jagmohan-Changur S, van der Klift HM et al. Heterozygous mutations in
PMS?2 cause hereditary nonpolyposis colorectal carcinoma (Lynch syndrome).
Gastroenterology 2006; 130(2): 312-— 322.

37. de la Chapelle A. The incidence of Lynch syndrome. Fam Cancer 2005; 4(3): 233— 237.
38. Jenkins MA, Baglietto L, Dowty JG et al. Cancer risks for mismatch repair gene mutation
carriers: a population-based early onset case-family study. Clin Gastroenterol Hepatol

2006; 4(4): 489—498.

115



39. Quehenberger F, Vasen HF, van Houwelingen HC. Risk of colorectal and endometrial
cancer for carriers of mutations of the hMLH1 and hMSH2 gene: correction for
ascertainment. J Med Genet 2005; 42(6): 491— 496.

40. Lynch HT, de la Chapelle A. Genetic susceptibility to non-polyposis colorectal cancer. J
Med Genet 1999; 36(11): 801— 818.

41. Jass JR, Stewart SM. Evolution of hereditary non-polyposis colorectal cancer. Gut 1992;
33(6): 783— 786.

42. Kuan SF, Navina S, Cressman KL et al. Inmunohistochemical detection of BRAF V600E
mutant protein using the VE1 antibody in colorectal carcinoma is highly concordant

with molecular testing but requires rigorous antibody optimization. Hum Pathol 2014; 45(3):
464—472. doi:10.1016/ j.humpath.2013.10.026.

43. Domingo E, Laiho P, Ollikainen M et al. BRAF screening as a low-cost effective strategy
for simplifying HNPCC genetic testing. J] Med Genet 2004; 41(9): 664— 668.

44, Pai RK, Shadrach BL, Carver P et al. Immunohistochemistry for annexin A10 can
distinguish sporadic from Lynch syndrome-associated microsatellite-unstable colorectal
carcinoma. Am J Surg Pathol 2014; 38(4): 518— 525. doi: 10.1097/ PAS.0000000000000148.
45. Shia J. Immunohistochemistry versus microsatellite instability testing for screening
colorectal cancer patients at risk for hereditary nonpolyposis colorectal cancer syndrome. Part
I. The utility of immunohistochemistry. J Mol Diagn 2008; 10(4): 293— 300. doi: 10.2353/
jmoldx.2008.080031.

46. Funkhouser WK Jr., Lubin IM, Monzon FA et al. Relevance, pathogenesis, and testing
algorithm for mismatch repair-defective colorectal carcinomas: a report of the association for
molecular pathology. J] Mol Diagn 2012; 14(2): 91— 103. doi: 10.1016/ j.jmoldx.2011.11.001
47. Halvarsson B, Lindblom A, Rambech E et al. Microsatellite instability analysis and/ or
immunostaining for the diagnosis of hereditary nonpolyposis colorectal cancer? Virchows
Arch 2004; 444(2): 135— 141.

48. Boland CR, Shike M. Report from the Jerusalem workshop on Lynch syndrome-
hereditary nonpolyposis colorectal cancer. Gastroenterology 2010; 138(7): 2197el1—- 2197¢7.
doi: 10.1053/ j.gastro.2010.04.024.

49. Boland CR, Koi M, Chang DK et al. The biochemical basis of microsatellite instability
and abnormal immunohistochemistry and clinical behavior in Lynch syndrome: from bench to
bedside. Fam Cancer 2008; 7(1): 41— 52.

50. Hyde A, Fontaine D, Stuckless S et al. A histology-based model for predicting
microsatellite instability in colorectal cancers. Am J Surg Pathol 2010; 34(12): 1820 1829.
doi: 10.1097/ PAS.0b013e3181f6a912.

51. Roman R, Verdu M, Calvo M et al. Microsatellite instability of the colorectal carcinoma
can be predicted in the conventional pathologic examination. A prospective multicentric study
and the statistical analysis of 615 cases consolidate our previously proposed logistic
regression model. Virchows Archiv 2010; 456(5): 533— 541. doi: 10.1007/ s00428-010-0896-
6.

52. Jass JR. Classification of colorectal cancer based on correlation of clinical, morphological
and molecular features. Histopathology 2007; 50(1): 113— 130.

53. Castillejo A, Vargas G, Castillejo MI et al. Prevalence of germline MUTYH mutations
among Lynch-like syndrome patients. Eur J Cancer 2014; 50(13): 2241— 2250. doi: 10.1016/
j-ejca.2014.05.022.

54. Sourrouille I, Coulet F, Lefevre JH et al. Somatic mosaicism and double somatic hits can
lead to MSI colorectal tumors. Fam Cancer 2013; 12(1): 27— 33. doi: 10.1007/ s10689-012-
9568-9.

116



55. Geurts-Giele WR, Leenen CH, Dubbink HJ et al. Somatic aberrations of mismatch repair
genes as a cause of microsatellite-unstable cancers. J Pathol 2014; 234(4): 548— 559. doi:
10.1002/ path.4419.

56. Mensenkamp AR, Vogelaar IP, van Zelst-Stams WA et al. Somatic mutations in MLH1
and MSH2 are a frequent cause of mismatch-repair deficiency in Lynch syndrome-like
tumors. Gastroenterology 2014; 146(3): 643— 646. doi: 10.1053/ j.gastro.2013.12.002.

57. Haraldsdottir S, Hampel H, Tomsic J et al. Colon and endometrial cancers with mismatch
repair deficiency can arise from somatic, rather than germline, mutations. Gastroenterology
2014; 147(6): 1308— 1316. doi: 10.1053/ j.gastro.2014.08.041.

117



16 Zavér

Lynchtiv syndrom (LS) je autozomalné¢ dominantné dédi¢ny syndrom jehoz podkladem je
nejcasteji zarodeCna mutace nékterého z tzv. MMR gent, které jsou odpovédné za opravu
chyb vznikajicich béhem replikace DNA. Dysfunkce tohoto opravného systému ma za
nasledek zvySenou incidenci nadorti u pacienta. NejcastéjSim tumorem vznikajicim v asociaci
s LS je kolorektalni karcinom (CRC), ale je zvySené riziko vzniku i dalSich malignit,
predevsim endometria, ovaria, zaludku, tenkého stfeva, pankreatu, hepatobiliarniho traktu,
horniho urotelidlniho traktu, mozku a kiize. Navic nadory v ramci LS vznikaji v mladsim
veéku nez u obecné populace. Odhaduje se, ze LS je odpovédny az za 5 % CRC, jehoz celkova
incidence je vCR okolo 8000 za rok a vice nez 1000000 celosvétové. Vzhledem
z nezanedbatelné incidenci a vzniku nddord v produktivnim véku je diagnostika LS dtlezita
nejen pro samotného pacienta, ale predevSim pro jeho piibuzné, u kterych pak lze vhodné
zvolenymi screeningovymi metodami vyznamné snizit morbiditu a mortalitu.

Pro diagnozu LS je nezbytné molekularné genetické potvrzeni zarodeéné mutace z periferni
krve pacienta, které je vSak v soucasné dob¢ finanéné i technicky velmi nédkladné a nelze ho
tak pouzit jako rutinni vySetfovaci metodu. Proto byly vyvinuty dalsi vySetfovaci metodiky,
které pomadhaji vyloucit sporadické CRC a snizuji tak celkové nédklady tim, ze zabrani
zbyte¢nym genetickych testim u nékterych pacientli. Tyto postupy se zaméiuji na detekci tzv.
mikrosatelitni nestability (MSI), mutaci V600OE genu BRAF a hypermetylaci promotoru genu
MLH]I. Zatimco MSI je pro LS typicka (nikoli vSak specifickd), mutace BRAF V60OE a
hypermetylace MLHI se vyskytuji téméf vyhradné u sporadickych karcinomt. Prikaz MSI je
provadén bud’ nepfimo hodnocenim histologickych znaki spojenych se stavem MSI, pomoci
imunohistochemického (IHC) vySetfeni exprese MMR proteinti, nebo piimo genetickym
prikazem MSI. Vyhodou IHC je kromé ceny i jeji dostupnost, takze se na diagnostice LS
mohou (alespont caste€né) podilet 1 menSi laboraté bez molekularni genetiky. Navic
identifikace deficitu exprese konkrétniho MMR proteinu dale sniZzuje cenu genetické analyzy
tim, Ze umoznuje zamé&fit se pouze na tento gen (nebo geny).

Ptestoze byla vypracovana klinicka kritéria pro diagnozu LS, jejich efektivita se ukazuje jako
nedostatend a diagnostika je tak, mimo jiné pro absenci premorbidniho fenotypu (tj. zmén,
které by predchéazely vzniku malignit), z velké ¢asti v rukou patologii. Aby diagnostika LS
byla co nejefektivnéjsi, je nezbytné vhodné nastavit algoritmus uvedenych vySetfovacich
metod a logisticky postup s ohledem na moZnosti konkrétni laboratote. Velmi dilezita je vSak
také spoluprace s klinickymi 1ékafi (pfedev§im oborl chirurgie, gastroenterologie, onkologie
a praktické lékafstvi) a to nejen pro dalSi screeningovy dohled nad pacientem a jeho
pfibuznymi, ale také pro samotny odbér periferni krve pacienta k vySetfeni na zarodecné
mutace. Pravé tato fize sodbérem krve se Gasto ukazuje jako problematicka. Zadost
laboratofe o periferni krev na genetickou analyzu totiz zlstava v zaplavé administrativy a
dalSiho poopera¢niho managementu Casto nevyslySena. Ackoli se vlastné jednd pouze o
pfevazné administrativni fazi celého procesu, muze zanedbani feSeni jeji problematiky
zpusobit selhani celého systému zaloZen¢ho na raciondlnim a etablovaném morfologickém
algoritmu.
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