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ANOTACE

Tato prace mapuje Lynchiv syndrom se zaméfenim na laboratorni diagnostiku gena MLH 1,
MSH?2, MSH6 a EPCAM, které toto onemocnéni zpusobuji. V praci jsou také uvedena kritéria
pro hodnoceni Lynchova syndromu, mozné projevy tohoto onemocnéni, zpusoby 1écby

a prevence.
KLIiCOVA SLOVA

HNPCC, Lynchtv syndrom, genetika, mutace, diagnostika, projevy, dédi¢nost

TITLE

Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer (Lynch Syndrome): Molecular Genetic Testing
of Major Predisposing Genes MSH2, MLH I, MSH6, PMS?2 and EPCAM

ANNOTATION

This work maps Lynch syndrome with a focus on laboratory diagnosis of MLHI, MSH2,
MSH6 and EPCAM genes that cause this disease. Criteria for the evalution of Lynch

syndrome, manifestations of this desease, methods of treatment and prevention are also stated.
KEYWORDS

HNPCC, Lynch syndrome, genetics, mutation, diagnostics, manifestations, heredity
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UvVOD

Ve své praci jsem shrnula problematiku Lynchova syndromu neboli hereditarniho
nepolypozniho kolorektalniho karcinomu (HNPCC), protoze v soucasné dob& neni
mezi lidmi Sir8i povédomi o tomto onemocnéni. Jedna se o velmi zavazné dédi¢né
onemocnéni, které bylo poprvé popsano v 60. letech 20. stoleti kvuli Castéji
se vyskytujicim pfipadim kolorektalniho karcinomu. Jako hlavni predispozini geny
byly identifikovany ~ MSH2,  MSH6, MILHI, PMS2 a  EPCAM.
Pro precizni diagnostiku Lynchova syndromu byla zavedena a revidovéana kritéria
Bethesda pro testovani nestability mikrosateliti nebo imunohistochemické vySetfeni
exprese proteini MLHI, MSH2, MSH6 eventualn¢ PMS2 ve tkanich nadoru
a Amsterdamska kritéria II jako indikace k vySetfeni gend MLH 1, MSH2 a MSHG.

Uvodni &ast se mé bakalaiské prace se zabyva pochopenim Lynchova syndromu
po strance dédi¢né a vyctem hlavnich predispozicnich genu s jejich charakteristikou.
Pii mutacich v téchto genech vzniké mikrosatelitova instabilita, a tedy Spatna oprava
chyb parovani bazi pti replikaci DNA. HNPCC je dédén autozomalné dominantnim
zpusobem, tedy potomek ma 50% pravdépodobnost zdédéni tohoto genu po rodicich,
pokud se u nich vyskytuje patogenni varianta v predispozi¢nich genech. Ve druhém
oddilu jsou popsana kritéria Amsterodam II a Bethesda jako indika¢ni kritéria

pro zafazeni pacientll k molekularné genetickému testovani.

Ve tietim oddilu bakalatské prace se zabyvam samotnou laboratorni diagnostikou
Lynchova syndromu. Jako tfi hlavni cesty, jak molekularné geneticky verifikovat
klinickou diagnozu Lynchova syndromu, jsou predevsim vyuzivany metody NGS,
MLPA a Sangerovo sekvenovani. V neposledni fad€¢ rozebiram problematiku

projevu, 1é¢by a prevence Lynchova syndromu.

12



1. HEREDITARNI NEPOLYPOZNI KOLOREKTALNI KARCINOM

Lynchiiv syndrom (také nazyvany hereditarni nepolypézni kolorektalni karcinom, OMIM
120435) patii mezi celozivotni riziko vzniku kolorektalniho karcinomu, jak u muzd,
tak i u zen a vznika uz v mladém véku. Jedna se o poruchu systému oprav nespravnych para
bazi, a tim dochazi k instabilité mikrosatelitt (MSI) DNA. Jejich porucha vede k nestabilité

celého systému a zpusobi vznik nadoru (Plevova, 2009).

Jednd se o autozomalné dominantni onemocnéni, které se tyka predev§im vzniku nadoru
tlustého stieva, ale vede také ke vzniku dalSich druht nadort, napfiklad u zen ke karcinomu
endometria nebo ovarii. Zakladem tohoto onemocnéni je mutace nékterého z MMR gent
(z ang. mismatch repair, tedy oprava parovani bazi), hlavnimi predispozi¢nimi geny jsou
MLHI, MSH2, MSH6, PMS2 a EPCAM, znichz nejCastéjsi mutaci jsou pravé v genech
MILHI (32%) a MSH2 (39%). KurCeni rizikovych jedinci se pouzivaji Amsterodamské
a Bethesda kritéria, ktera urCuji modely familiarnich vyskyt(, klinicky a histologicky

charakter (Mlkva, 2016).

U pacient se mohou vyvinout rakoviny i v mladém véku spojené s Lynchovym syndromem.
Kolorektalni karcinom je nejCastéjsi nador, ale zvySuje se také riziko malignich onemocnéni
endometria, vajeCnikd, zaludku, tlustého stifeva, pankreatu, nervového systému nebo i kaze

(viz Obr. 1) (Carethers, 2015).
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Obrdazek 1 Nddorové spektrum Lynchova syndromu. Na obrazku jsou zvyraznéna

nejohrozenéjsi mista pfi diagnoze Lynchova syndromu (Prelozeno a pouzito z: Coftin, 2019).

1.1. Historie Lynchova syndromu

Historii Lynchova syndromu (LS) je mozné datovat do roku 1895, ve kterém se Warthin,
uznavany patolog z Univerzity v Michiganu, zafal zajimat o rodinu s Cetnym vyskytem
piipadi nadorového onemocnéni (pfedevsim tlustého stieva, zaludku a délohy). Sestavil
rodokmen rodiny s popisem patologickych nalezii a spole¢né s dal§imi dvéma popsanymi
rodinami své poznatky publikoval (Warthin, 1913). Lynchiiv syndrom byl definovan az v 60.
letech 20. stoleti, pfiCemz mutace u pacienti s LS se nachazeji v genech MSH2 (80 %)
aMLHI (60 %), v genech MSH6, PMS2 a EPCAM jsou mutace vice vzacné (Moreira, 2012;
Yurgelun 2017).

Vroce 1966 bylo onemocnéni nazvano Henry T. Lynchem a jeho kolegy jako hereditarni
nepolypozni kolorektalni karcinom (Hereditary nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC), aby
se odlisSil od zdédéné adenomatozni polypozy — FAP. Adenomatdzni polypy jsou totiz
mnohem Cast&j$i a podléhaji maligni transformaci u pacientt s HNPCC nez u zbytku
obyvatel. Termin Lynchiv syndrom se bézné pouziva od roku 1984 a piedstavuje ptiblizné
3% nove diagnostikovanych pripadii kolorektalniho karcinomu (CRC), které vykazuji

charakteristické znaky syndromu predisponujici k nadorovym onemocnénim zahrnujici
14



podstatné zvysené riziko vzniku specifickych nadord, asny veék v dobé diagndzy a vysokou

miru mnohocetnych primarnich karcinomut (Boland, 1984; Giardiello 2014).

Obrazek 2: Histologicky prepardt kolorektdalniho karcinomu pri diagnostice Lynchova
syndromu. (Ptevzato od Daum, 2014)

2a) V dolni ¢asti obrazku je patrny hlen dissekujici hlenové jezirko. V hlenu plavou ostravky
nadorovych bun€k. V horni ¢asti obrazku je zietelné videét “posypani“ nadorovych zlazek

lymfocyty.

2b) Vpravo od nadoru je souvisly lem lymfocytd, ktery ¢asteCn€ pronika i do prilehlé hladké

svaloviny.

1.2. Epidemiologie
Lynchiv syndrom patfi k nejCastéjsim syndromim vzniku kolorektalniho karcinomu.
Primérné se tato diagnoza vyskytuje ve 45. roku zivota (Plevova, 2019). Na svété existuje
vice nez 1 milion pfipadi. Pacienti sfamiliarnim rizikem, ti, ktefi maji 2 nebo vice
pifibuznych prvniho ¢i druhého stupné€ (nebo obou) s CRC, tvoii pfiblizn€ 20 % vSech
pacientd s CRC, pfiCemz pfiblizn€ 5-10 % celkového poctu rocniho priristku CRC je zdédéno
autozomaln€ dominantnim zpisobem. Rocn€ se tedy vyskytne nékolik tisic novych pfipada

(Lynch, 2003).

Lynchtv syndrom byl nalezen pfiblizné u 1 ze 35 pacienti s CRC. Tyto odhady byly dfive
omezeny na datové soubory pacienti sanamnézou karcinomu. AvSak po vyuziti udaja

z Colon Cancer Family Registry (CCFR), databaze srodinnym vyskytem kolorektalniho
15



karcinomu, se odhaduje prevalence Lynchova syndromu daleko vyssi a to tak, Ze touto

nemoci trpi 1 ¢lovek z 279 (Biller, 2019).

Pokud se potvrdi diagnéza Lynchova syndromu identifikaci mutace zarode¢né linie
pro chybné opravy parovani bazi, doporucuje se testovani pro Cleny rodiny, predevsim
pitibuzné prvniho stupn€. Osoby s potvrzenou mutaci maji 50% pravdépodobnost prenosu

mutace na své potomky (Sinicrope, 2018).

Prenaseci heterozygotni zarode¢né mutace v jednom z MMR gent maji zvySené riziko mnoha
nadora v dospélém veku, nejcastéji CRC a karcinomu endometria, ale také ovarii, zaludku,
délohy, rendlni panvicky, mozku, tenkého stfeva, hepatobiliarniho traktu, ale stejne
tak 1 karcinomu prsu a prostaty. John A. Heath a kolektiv (2015) vyuzili data z CCFR registru
a porovnali vyskyt nadorového onemocnéni u détskych pacientt (diagndza karcinomu pied 18
rokem Zzivota) u 781 probandi s patogenni mutaci v jednom z MMR genu (rodiny s LS)
v porovnani s 5073 probandy bez prokdzané mutace v MMR genech (rodiny s non-LS).
Ve své studii neprokazali signifikantné zvySené riziko vzniku nadord v détském veéku
u skupiny rodin s LS oproti kohorté rodin s non-LS, nejcastéj§imi typy nadort u obou skupin
byly hematoonkologické malignity (34 % u LS a3 % u non-LS) a nadory centralni nervové

soustavy (29 % a 11 %) (Umar, 2004; Win, 2013; Ryan, 2014).

1.3. Mutace a mikrosatelitova nestabilita
Souvislost mezi HNPCC a chybnou opravou parovani bazi vzniklo z pozorovani rodin, které
meély potvrzené toto onemocnéni a vykazovaly stejné fenotypové projevy, vychazejici
z nestability mikrosatelith béhem replikace DNA. Pivodni studie se zabyvaly kvasinkami
Saccharomyces cerevisiae, které vedly k identifikaci skupiny gent zodpovidajici za spravné
opravy parovani bazi pfireplikaci DNA, coz umoznilo formulovat hypotézu, ze lidské
homology té€chto genl jsou zahrnuty v patogenezi syndromu HNPCC (Strand, 1993).
Nasledn¢ byly identifikovany prvni geny, MLH (umistén na chromozomovém lokusu 3p21 -
23) a MSH?2 (2p21), ve kterych byly nalezeny patogenni mutace a byla prokazana segregace
téchto mutaci s onemocnénim, a to jak u pacientd s HNPCC, tak i jejich ptibuznych (Fishel,

1993; Bronner, 1994; Mitchell, 2002).

Urceni Lynchova syndromu mize zahrnovat vyhodnoceni nadorové tkan¢ testovanim deficitu
opravnych proteinii pomoci imunohistochemické analyzy nebo se muze testovat

mikrosatelitova instabilita pomoci PCR techniky. Proteiny MLHI a PMS2 funguji jako
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stabilni heterodimery. Ztrata exprese MLHI a PMS2 dohromady indikuje alteraci v MLH I
somatickou metylaci promotoru MLH! (sporadicky pfipad CRC) nebo germinalni mutaci
MLHI (CRC asociovany s LS). Ztrata exprese MSH2 nebo MSH6 (ptipadné obou) nebo
PMS?2 je typicky zpusobeno mutaci v zarode¢né linii (Sinicrope, 2018).

Mikrosatelity jsou kratké opakujici se baze (obvykle 1-6) slozené z né€kolika nukleotidu
(adeninu, guaninu, cytosinu a tyminu) rozptylené po DNA v celém genomu a predstavuji
zhruba 3 % lidského genomu. Vzhledem k jejich opakujici se strukture jsou vysoce nachylné
k tvorbé mutaci (Nojadeh, 2018). Objev MSI v nadorovych buiikach v roce 1993 byl revoluci
v diagnostice pacientti s LS (Lynch, 2015).

Linearni sekvence DNA je symbolizovana prvnim pismenem nukleotidové baze napft.
ACACAC. Béhem syntézy DNA diky mikrosatelitim mohou nastat mutace, které vedou
k prodlouzeni nebo zkraceni mikrosatelitu. Tato nestalost v délce opakovani se nazyva jako
instabilita mikrosatelitt (MMI). Chyby DNA jsou obvykle opraveny proteiny MMR,

ale u Lynchova sydromu je tento proces narusen (Cox, 2018).
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Obrdzek 3 Schéma zndzornuje MSI. Pokud se neshoduje parovani bazi, chyba je detekovana
aje spravné opravena, puvodni poCet nukelotidi je zachovan. Ve spodni ¢asti neni chyba
detekovana a vysledkem jsou rizné délky nukleotidového opakovani mikrosatelitd. V tomto
ptfipad€¢ mé jedna buiika 3 a druhd 5. Variabilita v opakovani je oznacena jako nestabilita.

(Pouzito a prelozeno z Cox, Lynch Syndrome: Genomics Update and Imaging Review 2018)

Pritomnost MSI muzeme nalézt ve stiev€, zaludku, endometriu a v dalSich typech nadoru
a lze je vyuzit ke klasifikaci a detekci nadoru (Setaffy, 2015; Yamamoto, 2015). Protoze jsou
nestabilni mikrosatelity vysoce imunogenni, aktivuji imunitni systém a mohou mit pozitivni
ucinek na nestabilni nadory. Oproti tomu MSS (Microsatellite Stable) stabilni mikrosatelity,
nereaguji na imunoterapii a obecné se jedna o tzv. non-MSI. Tato zjisténi vedla k navrhim
na vyvoj nadorovych vakcin a pfeménu MSS nadord na MSI k ziskani vétsi imunogenetické

odpovedi (Nojadeh, 2018).
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Obrazek 4: Zobrazeni MSI a MSS cesty (Ptelozeno a upraveno ze Schnitzler, 2007)

ZvySeny pocet mikrosatelitt pfedstavuje nedostateCnou schopnost opravy, naproti tomu nizky
vyskyt mikrosateliti znaci snizenou nebo zadnou nestabilitu mikrosatelitd, tedy uspésnou
opravu neshod DNA. U kolorektalniho karcinomu muzeme nalézt vysoky vyskyt satelita,

tedy nedostateCnou opravu chybného parovani bazi v DNA. Tento zvySeny vyskyt nalezneme

jak u pacienti se ztratou MSH2 nebo MSHG6 (poptipadé PMS2), tak u pacientt

MILH1 proteinu. (Sinicrope, 2018).
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Obrazek 5: Ukazka chybné opravy parovani bazi spojena s nestabilitou mikrosatelitd.
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Chybné opravy parovani bazi v DNA vedou k nadorim s mikrosatelitovou instabilitou, které
jsou charakterizované extenzivni inserci a deleci v kodujici oblasti vedouci k frameshiftovym

mutacim (Pfevzato ze Sinicrope, 2018).

Existuje také MMR systém, kam se fadi geny, které jsou zodpovédné za opravu chybné
sparovanych bazi v DNA v dcefinych bunikach. Aby mohla byt zahajena oprava, musi se nova
DNA syntetizovat z predlohy (rodicovska DNA). Béhem kumulace mutaci téchto gent
mohou vznikat adenomatdzni polypy, které se vyviji v endotelialnich burikach tenkého stieva.
Systém MMR se také podili na regulaci bunécného kontrolniho G2/M bodu mitdzy a ztrata
tohoto bodu umoziuje pravé neinhibovanou mitotickou aktivitu, tudiz 1 sttddani mutaci

(Boland, 2018).

1.4. Predispozicni geny v etiopatogenezi Lynchova syndromu
LS je definovan jako predispozice k nddorovému onemocnéni, primarn¢ ke karcinomu
kolorekta a endometria, které jsou zpusobeny poskozenim MMR aktivity. Tato nadorova

predispozice je zpusobena autozomalné dominantni zarodeCnou heterozygotni mutaci

v jednom z klicovych MMR gent (MLH 1, MSH2, MSH6, PMS2 a EPCAM).

V nasledujicich kapitolach uvadim geny, které nachazime pfi onemocnéni Lynchova

syndromu.

1.4.1. MLHI gen
Jedna se o jeden zklicovych gend, ktery je odpovédny za rozpoznani a opravu chybné

sparovanych bazi. Spole¢né s genem PMS2 vytvari komplex (heterodimer MutLa), ktery
usmérniuje aktivitu proteind opravujici chyby, ke kterym dochazi pifi replikaci DNA
v pfipravé bunécného deéleni. Opravy se provadeji odstranénim ¢asti DNA, ktera obsahuje
chybu a nahrazenim opravenou sekvenci (Kufe et al., 2003). Gen MLH/ je jednim ze skupiny

gend, tzv. MMR geny (geny opravného parovani bazi).

MutLa obsahuje endonukledzu a je aktivovana v pititomnosti MutSa, proliferujiciho jaderného
antigenu a replika¢niho faktoru a zajistuje oboustrannou opravu pifi replikaci DNA

(Andersen, 2012).

Gen MLHI je umistén na tfetim chromozomu kratkého ramena v pozici 22.2 (Peltomaiki,

2004).
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Obrazek 6: Oznacent polohy MLH1 genu na 3. chromozomu v poloze p22.2 (Pfevzato z U. S.
National Library of Medicine, 2020

Nedostatek exprese tohoto genu muze byt zptusobeno i jeho umlCenim diky hypermethylaci.
Ovéreni tohoto jevu je mozné stanovit i pomoci mutace VO00OE v genu BRAF, ktera

je pritomna v 60 % pfipadi nadorového onemocnéni (Hajirawala, 2019).

Kromé& germinalnich mutaci v genu MLHI se mohou vyskytovat 1 konstitu¢ni epimutace,
které zpusobi transkripcni inaktivaci genu. Konstitu¢ni epimutace jsou primarni a sekundarni.
Primarni epimutace jsou charakterizovany hustou methylaci ve vSech somatickych tkani
a muaze byt reversibilni mezi generacemi. Neuplatriuje se mendelovsky vzor dédi¢nosti, a tedy
u téchto epimutaci je obtizné predvidat fenotyp v nasledujicich generacich. Sekundarni
epimutace jsou zpusobeny prostiednictvim cis-zmény DNA sekvence, jsou dédény
dle mendelovského vzoru a fenotyp nemoci je vice predvidatelny (Chintalacheruvu, 2017).
Tento typ mutace je vyznacovan somatickym hypermozaicismem mezi tkanémi, ale také mezi

rodinami, coz muze vést k variabilnimu fenotypu (Ward, 2013).

1.4.2. MSH2 gen
Gen MSH? také tfadime do skupiny genu, které jsou odpoveédné za opravu nespravného
parovani bazi DNA. Spolu s MSH6 tvoii heterodimer, ktery je zodpovédny za opravu Spatné
naparovanych bazi ve dvousroubovnici DNA. Zatimco malé inzerce jsou rozpoznany pomoci

heterodimeru MSH2-MSH3 (Rath, 2019).

Gen MSH?2 je umistén na chromozomu 2 kratkého ramene v pozici p21-p16.3 (Peltomaiki,

2004).
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Obrazek 7: Oznaceni polohy MSH2 genu na 2. chromozomu v pozici p21-pl6.3 (Ptevzato
z U. S. National Library of Medicine, 2020)

1.4.3. MSHG6 gen
Stejné jako geny MSH2 a MILH1 se tadi mezi skupinu gend, které jsou zodpoveédné za opravu
chybného parovani bazi v DNA. Protein kédovany genem MSH6 pomaha opravit chyby
pti replikaci DNA. Tento protein se vaze naptiklad s proteinem vytvorenym genem MSH?2

za vzniku heterodimeru (Stembalska, 2019).

Gen MSH6 je umistén na kratkém rameni v pozici 16.3 druhého chromozomu (Peltomiki,

2004).
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Obrdzek 8: Oznaceni polohy MSH6 genu na 2. chromozomu v pozici p16.3 (Ptevzato z U. S.
National Library of Medicine, 2020)

Mutace tohoto genu zplisobuji vznik velmi kratkého nefunkéniho proteinu a tim se zvySuje
pocet chyb, které se hromadi a zptusobuji abnormalni fungovani bunék a tim se zvysuje riziko

tvorby nadoru. Tento mechanismus je stejny, jako u jiz vySe zminénych genta (Alberts, 2002).
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Krome karcinomu tlustého stieva a konecniku zpusobuji mutace genu MSHG6 také Muir -
Torretv syndrom, variantu Lynchova syndromu, ktery je charakterizovan kozni 1ézi nebo

mazovymi nadory (Alberts, 2002).

1.4.4. PMS?2 gen
Gen PMS?2 vytvari protein, ktery hraje dulezitou roli v opravé DNA, pomaha reparovat jeji
chyby pfi replikaci. Protein PMS2 se spojuje s proteinem MLHI1 ze vzniku komplexu. Tento
vznikly komplex usmériuje aktivitu jinych proteint, jez opravuji chyby zpusobené

pii replikaci DNA. Z tohoto divodu patii i tento gen do skupiny genit MMS (Alberts, 2002).

Gen PMS?2 je umistén na 7. chromozomu kratkého ramena v lokusu 22.1 (Peltomaki, 2004).
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Obrdzek 9: Oznaceni polohy PMS2 genu na 7. chromozomu v pozici p22.1 (Ptevzato zU. S.
National Library of Medicine, 2020)

Mutace v genu PMS2 byla prokazana piiblizn€é u 2 % rodin s potvrzenou diagnostikou
Lynchova syndromu. Funkce je stejna, jako u predeslych prikladi. Pokud dojde k mutaci,
zacnou se hromadit chyby, které vedou k tvorbé zkraceného ¢i nefunkEniho proteinu, ktery
nedokaze napravit zpusobenou Skodu vytvofenou béhem replikace DNA. Cely mechanismus

opét vede k abnormalnimu fungovani bun¢k a zvySuje se riziko vyskytu nadoru (Alberts,
2002).

1.4.5. EPCAM gen
V tomto pfipadé se jedna o gen, ktery vytvaii transmembranovy glykoprotein EpCAM,
slozeny z 314 aminokyselin, jez pfispiva k biologickym procesiim, jako jsou bunécna adheze,
migrace a proliferace. Tento protein se nachdzi v epitelidlnich burikach, které ohranicuji
povrchy a dutiny téla. EpCAM poméaha buiikam ptilnout k sobé (bunécna adheze), nebo také
muze byt odstépen na specifickém misté a uvolnit EpICD, ktery pomaha pfenaset signaly
z vngj§i strany buiiky do jadra buiiky (migrace). EpICD se dale spojuje s dalSimi proteiny
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avytvaifi komplex, ktery reguluje déleni bunék (proliferace). EpCAM také obsahuje
extracelularni Cast znaCenou EpEX. Tyto procesy jsou dulezité pro spravny vyvoj tkani,

udrzeni morfologie organti a bunék predevsim (Huang, 2018).

Gen EPCAM se nachazi na 2. chromozomu kratkého ramene v pozici p21 (Tutlewska, 2013).
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Obrdzek 10 Oznaceni polohy EPCAM genu na 2. chromozomu v pozici p21 (Ptevzato z U. S.
National Library of Medicine, 2020)

Jak je patrné z predeslych obrazkd, gen MSH?2 je umistén nékolik kilobazi za genem EPCAM.
U pacientt s Lynchovym syndromem byla detekovana delece genu FPCAM, coz naruSovalo
3" konec genu, a tedy inaktivact sousedniho MSH2 genu. Inaktivace je omezena pouze
na buriky, které exprimuji gen EPCAM, a proto pacienti, ktefi maji deleci v EPCAM genu
vykazuji uml¢eni genu MSH?2 a mohou mit i jinou lokalizaci vyskytu nadoru oproti pacientim

s mutaci genu MSH?2 (Tutlewska, 2013).

Pacienti s deleci v genu EPCAM maji zvySené riziko vyskytu karcinomu tlustého stieva,
ale oproti tomu je snizeny vyskyt nadoru endometria nez u pacientd s mutaci v genech MLH 1,
MSH?2 nebo MSH6 — MMS genech. Gen EPCAM m4 také nejmensi zastoupeni mutaci, které
tvofi 1 — 3 %, v souboru pacientd s diagnostikovanym Lynchovym syndromem (Tutlewska,
2013).
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Procentualni zastoupeni vyskyti mutaci u Lynchova syndromu
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Obrazek 11 Procentudlni zastoupeni vyskytu mutaci u Lynchova syndromu. V grafu
si muzeme vS§imnout, Zze nejmensi zastoupeni v diagnoze Lynchova syndromu ma vyskyt
mutace v genu EPCAM, a to 1-3 %. Zatimco nejveétsi zastoupeni mutaci je nalézano v genu

MSH?2, kde se vyskyt mutaci pohybuje okolo 50 % (Ptevzato a upraveno z Tutlewska, 2013).

1.5. Dédi¢nost

Hereditarni nadory jsou vysledkem specifickych dédicnych genetickych mutaci, které
prispivaji k celozivotnimu riziku vzniku rakoviny u c¢loveéka. Zdédéné mutace vedou

také k syndromim predisponujicim k nadorovym syndromtum (Chintalacheruvu, 2017).

Lynchiiv syndrom je zdédén autozomalné dominantnim zptusobem. VétSina jedinct zdédila
mutaci od svého rodice, avSak diky screeningu a v€asné diagnostice ne vSichni jedinci maji
rodi¢e s Lynchovym syndromem (Win, 2013). Jako genealogicky piiklad zde uvadim
rodokmen pacientky, které byl diagnostikovan Lynchiv syndrom s variantou genu EPCAM
aATP7B. Pacientka splnila kritéria Amsterodam II. Vjeji rodin€ byly diagnostikovany

napiiklad tumor ledviny, tumor plic nebo kolorektalni karcinom.
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1 3 |pacientka varianta genu EPCAM a ATP7B

II 2 |matka v 60 letech diagnostikovan
zh. tumor ledviny. poté tumor plic
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diagnostikovan kolorektalni karcinom

Obrdazek 12 Genealogie Lynchova syndromu. Ukédzka rodokmenu pacientky spliujici
indikani  kritéria k mutani analyze hlavnich predispozi¢nich geni zahrnutych
v etiopatogenezi HNPCC (Pouzito se souhlasem Laboratoie lékaiské genetiky s.r.o.,

Pardubice).

Kazdé dité rodice s Lynchovym syndromem mé 50 % riziko, ze zd&di patogenni variantu
v genu. Prenatdlni diagnostika v té¢hotenstvi mozna je, s rizikem invazivniho zésahu, pokud

je znama rodinnd anamnéza a vyskyt patogenni varianty v rodin€ (Win, 2013).
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Obrdazek 13 Schéma prezentuje vyvoj mechanismu pacientu s Lynchovym syndromem.
Na zacatku se nachdzi heterozygotni zdrode¢na mutace, kterd koduje vadné proteiny. Oproti
tomu alela divokého typu (tzn. normalni alela) produkuje protein normélni, bez mutaci
a funkce MMR je neporusena. Po ztraté alely divokého typu dochézi ke ztrat¢ MMR a chyby,
které se tvori pfireplikaci DNA, nejsou opravovany. Diky této kumulaci chyb dochazi

k somatickym mutacim (Pfevzato a ptelozeno z: Lynch, Nature Review Cancer, 2015).

Pro verifikaci diagnozy LS je indikovano genetické vysetfeni hlavnich predispozi¢nich gend,
resp. hledani patogennich zarode¢nych variant v genech pro opravu chybného parovani bazi
MLHI, MSH2, MSH6, PMS2 a EPCAM. Jakmile je potvrzena diagndza Lynchova syndromu,
doporuCuje se testovani nalezené varianty u pifimych pfibuznych v riziku. Prediktivni

testovani by mélo zacinat u piibuznych prvniho stupné (Sinicrope, 2018).

Predpoklada se, ze pfiblizn¢ 30 % pacientl s klinickou diagnézou Lynchova syndromu
nevykazuje zarodecnou mutaci v genech MMR. Tito pacienti nesou epimutaci MLHI nebo
MSH?2 genech. To znamen4, ze nedochazi k transkripcni inaktivaci genu. Riziko dédi€nosti
nadoru se li§i v tom, zda se jedna o zarodeCnou mutaci nebo epimutaci (Chintalacheruvu,

2017).
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2. KRITERIA PRO URCENI LYNCHOVA SYNDROMU

V roce 1991 Mezinarodni skupina 7he International Collaborative Group on Hereditary Non-
Polyposis Colorectal Cancer navrhla standardizovana klinickd kritéria pro diagnostiku LS
s nazvem Amsterdam I (Vasen, 1991). Tato kritéria vznikla pfedevsim jako snaha pomoci
multicentrickym vyzkumnym studiim pfi stratifikaci pacientl a jejich zarazeni do studii, které
byly zaméteny na odhaleni etiologie a patogeneze LS (Lynch, 2015). Amsterdamska kritéria I
byla nasledn€ rozsifena v roce 1999 pod nazvem Amsterdamska kritéria II (Vasen, 1999).
V reakci na nové poznatky o MSI v etiopatogenezi LS byla skupinou US National Cancer
Institute v roce 1996 vytvorena kritéria Bethesda, ktera doporucCovala u pacienti s CRC
testovani MSI (Rodriguez-Bigas, 1997, Borland, 1998). V roce 2004 byla i tato Bethesda

kritéria revidovana (Umar, 2004).

2.1. Amsterodamska kritéria I a II
Protoze rodiny s diagnézou Lynchova syndromu maji zvySené riziko kolorektalniho
karcinomu a screening té€chto jedinci muze snizit amrtnost, bylo v roce 1990 navrzeno
nekolik kritérii k ur€eni Lynchova syndromu (Samadder, 2017). Nejdiive byla pro HNPCC
uverejnéna Amsterdamska kritéria 1, ve kterych bylo doporuceno vySetieni geni MLHI,
MSH?2 a MSHG6 u pacientil s CRC. Pozdé&ji byla uvetejnéna i Amsterdamska kritéria 11, ktera
doporucovala vySetieni i u pacienti s nadory mimo CRC, které byly sdruzené s HNPCC.
Kritéria byla vyvinuta jako nastroje vyzkumu, jak identifikovat vysoce rizikové rodiny
s uspésnosti 70 % (Tiwari, 2015). Jiné zdroje uvadeji, ze je pomoci Amsterdamskych kritérii
zachyceno 40 % piipadd HNPCC. Tato kritéria se pouzivaji pfedevs$im pro molekularné

genetické vySetfeni (Plevova, 2009).
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Klinicko-patologicka kritéria pro identifikaci HNPCC/LS

Kritéria Amsterdam I

1. Ttinebo vice pribuznych s histologicky potvrzenym nalezem kolorektalniho karcinomu.

2. Jeden z nich je pribuzny prvniho stupné ostatnich dvou.

3. Je vyloucena familiami adenomatdzni polypdza (FAP).

4. Jsou postizeny minimaln¢ 2 generace.

5. Aspoi jednomu pacientovi byl diagnostikovan CRC pied dosaZenim vEku 50 let.

Tabulka 1 Kritéria Amsterdam I pro diagnostiku HNPCC/ LS. V tabulce nalezneme zakladni
body, které slouzi jako doporuceni pro potvrzeni diagnostiky Lynchova syndromu. (Pfelozeno

a upraveno z Tiwari, 2015 a Plevova, 2009)

O néco presnéjsi jsou kritéria Amsterdam II. Oproti Amsterdam I se jedna hlavné o rozsiteni
prvniho bodu, ktery Iépe charakterizuje podminky HNPCC. Pouzivaji se kvali
své jednoduchosti, ale nejsou piili§ specifické (61 %), ale maji o néco veétsi citlivost

nez kritéria Bethesdy (78 %) (Coftin, 2019).

Klinicko-patologicka kritéria pro identifikaci HNPCC/LS

Kritéria Amsterdam II

1. Ttinebo vice pribuznych s histologicky potvrzenym HNPCC (kolorektalni karcinom,
karcinomem endometria, moc¢ovodu ¢i ledvinové panvicky) s tim, Ze jeden je piibuzny

prvniho stupné ostatnich dvou.

2. Je vyloucena familiarni adenomatozni polypoza (FAP).

3. Jsou postiZeny minimalné 2 generace

4. Jeden nebo vice druhi rakoviny bylo diagnostikovano pied dosazenim véku 50 let

Tabulka 2 Kritéria Amterdam II pro diagnostiku HNPCC/LS. V této tabulce nalezneme
onéco podrobnéjsi verzi tabulky 1 a kritérii Amsterodam 1. Jednd se hlavné o rozSiteni

prvniho bodu. (Prevzato a pielozeno z Tiwari, 2015)
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2.2. Kritéria Bethesdy

Bethesdska kritéria predstavuji druhou diagnostickou metody a byly vyvinuty za ucelem
dosahnout vétsi citlivosti v diagnostice, ktera by presahla kritéria Amsterdam II. Toto zlepSeni
se projevilo ve zlepSeni citlivosti na 94 %, ale to na ukor specifity, ktera je 25 % (Coffin,

2019).

Napriklad v roce 2017 bylo z 89 pacientt, kterym byl diagnostikovan kolorektalni karcinom,
identifikovano 34 pacienti s Lynchovym syndromem. Pfi diagnoze byly pouzity praveé
Bethesda kritéria a interval spolehlivosti diagnézy Lynchova syndromu predstavoval 95 %.

Vek pacientl se pohyboval v rozmezi 20 az 57 let (Poaty, 2017).

Revidovana kritéria pro Bethesdu

1. Kolorektalni karcinom byl diagnostikovan pacientovi pred dosaZenim 30 let.

2. Bez ohledu na v¢k je potvrzena piitomnost synchronniho nebo metachronniho CRC nebo
jinych nadorii sdruzenych s Lynchovym syndromem (karcinom kolorekta, endometria,
zaludku, vajecnika, tenkého stieva, pankreatu, ureteru a ledvinné panvicky, biliarniho traktu,

mozku -gangliom, nador kiize — adenomy sebaceoznich zlaz a keratoakanthomy).

3. CRC s histologii odpovidajici vysokému stupni MSI (MSI-H) diagnostikovany u pacienta
mladsiho 60 let (pfitomnost tumor-infiltrujicich lymfocyta, lymfocytarni reakce podobna

Crohnov¢ chorobg, acindzni charakter, medularni rust, prstencové burniky v nadoru).

4. CRC diagnostikovany alespori u jednoho pfibuzného prvniho stupné s nadorem

charakteristickym pro LS, jeden z nadoru byl diagnostikovan pied 50. rokem Zivota

5. Bez ohledu na v¢k je CRC diagnostikovany u dvou nebo vice pribuznych prvniho nebo

druhého stupné¢ s nadory sdruzenymi s LS

Tabulka 3 Revidovand kritéria pro Bethesdu. V tabulce jsou vycteny body, kterymi
se posuzuje diagnostika Lynchova syndromu. (Pouzito a ptelozeno =z Tiwari, 2015

a Plévova, 2009).

Odhady cetnosti Lynchova syndromu jsou takové, ze touto nemoci trpi 1 ¢loveék z 370 osob.
Je dulezité, aby si pacienti uvédomili, Ze oni a jejich rodiny nejsou sami. Bohuzel, povédomi
o Lynchové syndromu je mezi vefejnosti nizké. Rodinnd anamnéza je tedy nezbytnym
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nastrojem k urceni, zda geneticky deficit mize byt pfi¢inou nové diagnostikované rakoviny.
Bohuzel, pacienti nemusi znat svou anamnézu, nebo si neuvédomuji zdvaznost onemocnéni,
anebo jejich rodinni pfislusnici zemfeli bez nalezu pfiCiny smrti. Toto mize ohrozit Bethesda
kritéria, kterd se, mimo jiné, zametuji prave na rodinnou anamnézu. Nicméng¢ jsou tato kritéria

1 presto velmi citliva na detekci Lynchova syndromu (Seppen, 2013).

Tyto problémy s kritérii vedly k pouziti alternativni cesty, kterd spociva v univerzalnim
screeningu, pfi kterém vSichni pacienti, kterym byl nové diagnostikovan Lynchiv syndrom,

podstoupili test stability mikrosatelitd nebo imunohistochemii (Takeda, 2018).

31



3. LABORATORNI DIAGNOSTIKA LYNCHOVA SYNDROMU

Diagnoza Lynchova syndromu se opira o dikaz piitomnosti mutace v jednom z MMR genu
MLHI, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM). Pro vybér rodin k testovani instability nebo
k imunochemické analyze HNPCC by méla byt pouzita revidovand kritéria z Bethesdy,
pro molekularn€ genetické testovani Amsterdamska kritéria II (Plevova, 2009). Nekolik
instituci se také posledni dobou rozhoduje o genetickém testovani vSech CRC nadort bez

ohledu na ve&k pacienta, ve snaze zesileni detekce Lynchova syndromu (Tiwari, 2015).

V uplynulém desetileti doSlo pravé k posunu hodnoceni jedinctu s podezienim na dédi¢nou
formu nadorového onemocnéni z divodu dostupnosti masivné paralelniho sekvenovani
(z ang. Next Generation Sequencing, NGS) pro testovani zarode¢nych mutaci ve vybranych
genech, jako alternativa k tradi¢nimu genetickému testovani pro ur€ity syndrom. Takové
panely zahrnuji desitky gent, které jsou kauzalni v etipatogenetzi nadorovych onemocnéni.
To plati naptiklad pro jedince, u kterych se vyskytuji patogenni varianty v genech BRCAI
nebo BRCA?2, spojenych s karcinomem prsu, a zaroven nespliiuji Amsterodamska a Bethesda
kritéria (Boland, 2018). Vzhledem k pozoruhodnym genotypovym a fenotypovym projevim
HNPCC je diferencialni diagnostika pomérné §iroka (Le, 2017).
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Jsou spinéna
revidovana
kritéria Bethesda?

Je tumorové

tkan k dispozici? Analyza MMR

Imunohistochemie
MLH1, MHS2,
MSH6, PMS2

Selhdni MLH1 + PMS2
(rakovina tlustého stfeva)

Selhani MSH2 + MSH6
nebo MSH2 nebo PMS2

Zadny nélez

Analyza BRAF V600:

Splnéna kritéria
Amsterodam ||

chybi mutace

Analyza promotoru MLH1:
nemethylovana

Analyza BRAF V600:
detekovana mutace

Analyza promotoru MLH1:
methylovana

Analyza mutace
MLH1/PMS2

Analyza dal3fch
mutacf CRC-gend

Analyza mutacf
MMR

Analyza mutacf
prislusnych gend

pri testovdni mutaci pri Lynchové syndromu. Testuji se stabilita

Obrazek 14 Postup

mikrosatelitt, nebo nesoulad MMR opravnych gent (Pouzito a prelozeno z: Biittner, 2019).

V poslednich letech byva také Casto zavedena imunohistochemie. Testuje se proteinova
exprese genu v nadorovém materialu. Preferuje se vySeteni tkané kolorektalniho karcinomu,
neni-li k dispozici, 1ze vysetiit endometrialni karcinom nebo adenomatézni polyp s védomim,
ze citlivost obou metod je v téchto tkanich nizsi oproti kolorektalnimu karcinomu. Citlivost
vySetieni instability mikrosatelitd je udavana 98 % oproti citlivosti imunohistochemického

vySetieni, u kterého je citlivost stanovena na 94 % (Vasen, 2007).

Na zakladé zvySencho rizika vyskytu karcinomu u zdravych nosici se zintenzivnil program
vcasné detekce, ktera se zaméfuje na kolonoskopii jako prevenci pro kolorektalni karcinom.
Bylo zjisténo, Ze tato vCasna diagnostika zvySuje moznost preziti u pacienti s Lynchovym
syndromem, u kterych byl diagnostikovan kolorektalni karcinom, az na 10 let. Citlivost
diagnostiky tim stoupla na 93 %, oproti identifikaci nadort stfeva pouze podle symptomd,

které ¢ini 68 % (Schneider, 2012).
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3.1. Metoda MLPA
Tato metoda byla poprvé popsana v roce 2002 (Schouten, 2002). MLPA (z angl. Multiplex

Ligation-Dependent Probe Amplification) je metoda slouzici k detekci deleci a duplikaci
vybranych exont genti. Vyuziti nachazi i pfi analyzach zmén metylace DNA. Metoda slouzi

k identifikaci az 60 prob pro specifickou ¢ast DNA (Moelans, 2010).

V této metodé se pouziva komeréné dodavané sanity. Sondy pro detekci zmény poctu kopii
vybranych useki geni (z ang. copy number variants, CNVs) se skladaji ze dvou
oligonukleotidi (levy oligonukleotid LPO a pravy oligonukleotid RPO), které jsou navrzeny
tak, aby hybridizovaly vedle sebe na cilové sekvence DNA. Po ligaci jsou sondy
amplifikovany jednim PCR primerem, znichz jeden je fluorescenéné znacen. VSechny
amplikony maji unikatni délku, ktera se pohybuje v rozmezi od 90 do 500 nukleotidi a
mohou byt vizualizovany pomoci kapilarni elektroforézy. Sondy MLPA, které nenasednou na
cilovou sekvenci, nemohou byt amplifikovany klasickou cestou, tedy PCR (Moleans 2017,

Schouten, 2002).

PCR primer sekvence Y

PCR primer sekvence X
Hybridizaéni Vypliova sekvence
sekvence Hybridizaéni sekvence Kazdy oligonukleotid
obsahuje jinou
X vipliiovou sekvenci.
Dvé éasti této sondy
hybridizuyi se
\— sousednimi cilovimu
3  TargetA 9 sekvencemi.

3 TargetB 5

Obé éast

hybridizované sondy
\ } jsou ligovany

termostabilni higasou.

Target A
i Target B 3 TargetB &

Viechny produkty jsou amplifikovany PCR z nichz
kazda sonda ma unikatni délku.

Obrazek 15 Princip MLPA reakce. Vysledné amplifikacni produkty jsou separovany kapilarni
elektroforézou. Mnozstvi produktt odrazi relativni mnozstvi poctu kopii cilovych sekvenci.
(Pouzito ze Schouten, 2002).
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Pocet kopii Stav methylace

Sila signalu

Velikost fragmentu

Obrazek 16 Vysledek analyzy MLPA pri urceni stavu metylace . Pokud je cilena sekvence
sondy methylovana, je nestépena béhem PCR amplifikovana, coz vede ke tvorb& signalu,
ktery je vyjadfen formou piku. Pokud nevznikne zadny produkt, nevznikne také zadny
vrcholovy signal. Obrazek 15 ukazuje porovnani vzniklych kopii, které mohou odhalit
methylaci DNA cilové sekvence. Vysledek analyzy se nazyva elektroforeogram (Pouzito

ze Schouten, 2019).

Hybridizujici Casti sond jsou navrzZeny tak, aby detekovaly lidské sekvence, které jsou
ptitomny v jediné kopii. Relativni plocha piku kazdého produktu amplifikace sondy neni
stejnd. Mezi hlavni faktory, které ovliviiuji silu signalu MLPA sond je mnozstvi polymerazy

pouzité v PCR a povaha nukleotidu (Schouten, 2002).

3.1.1. Vyuziti metody MLPA
Metoda MLPA se vyuziva napiiklad pro detekci deleci ¢i duplikaci exonu genu, které jsou
zahrnuty v etiopatogenezi nadorového onemocnéni, napt. delece 1 ¢i vice exont genu BRCA 1
zpusobuje hreditarni karcinom prsu a ovarii (HBOC). Znamé delece mohou byt testovany
pomoci PCR pfii pouziti MLPA sondy pro kazdy exon BRCA/. Mezi nejCastéji detekované
rozsahlé delece v genu BRCAI u nemocnych s HBOC v Ceské republice patii delece
zahrnujici exony 5 az 14 (Schouten, 2002).

Dale se vyuziva pro detekci delece MLH1 a MSH?2 genu, které jsou Castou piic¢inou HNPCC.
K identifikaci delece je vyuzit probemix sond, ktery obsahuje 50 MLPA prob s amplifika¢nim
produktem mezi 130 a 499 nukleotidi. Sondy jsou navrzeny pro kazdy exon genu MLHI

a MSH?2 a dvé proby pro exon 9 v EPCAM genu (Schouten, 2002).
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Kontrolni zenska DNA Delece MSH2 exonu 1-6
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Obrazek 17 Detekce deleci MSH2 pomoci metody MLPA. Byla pouzita smés sond P003
pro detekci deleci exonu MSH2. Na obrazku vlevo je vysledek zenské kontrolni DNA.
Vpravo je vysledek analyzy DNA ziskané od jedince s prokazanou deleci exonu 1 az 6 genu
MSH?2. V mistech delece exont jsou patrné redukce plochy piku specifickych sond, které se
snizily zhruba o 50 % (Pouzito ze Schouten, 2002).
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Obrazek 18 Dalsi priklad elektroforeogramu s pouzitim probemixu sond P00S. Zde je analyza
PMS2 genu. (Elektroforeogram u pacientky spliujici indikacni kritéria pro testovani

predispozi¢nich geni u HNPCC, Laboratore Iékarské genetiky s.r.o., Pardubice)
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Obrdzek 19 Analyza pomoci P003. Jedna se o normalni nalez, tedy nebyla prokazana delece
ani duplikace ve vySetfovanych genech. Snizeny signal pro mutaci v genu MSH2 poukazuje
na nepfitomnost této mutace. (Analyza u pacientky spliiujici indikacni kritéria k vySetteni
predispozi¢nich genti u HNPCC, pouzito se souhlasem Laboratofe 1ékafské genetiky s.r.o.,

Pardubice)

3.2. Sangerovo sekvenovani
Metoda Sangerova sekvenovani byla poprvé popsana v roce 1977 Frederickem Sangerem,

ktery za tento objev obdrzel Nobelovu cenu. Metoda sekvenovani DNA umoziuje Cteni
dlouhych fetézch a to az 1000 bazi v jedné sekvencni reakci. Nejdfive probihalo sekvenovani
bakteriofaga Phi-X174, nasledné analyza lidské DNA az po sestaveni celého lidského
genomu. Tato metoda je zalozena na pouziti dideoxynukleotidi (ddNTP), které blokuji
polymeraci DNA. ddNTP postradaji hydroxylovou skupinu na tfetim uhliku ribdzy, a to je
divodem zastaveni polymerace molekuly, protoze enzym neni schopen najit chemickou
skupinu pro pfipojeni dal§iho nukleotidu. V praxi se vyuziva reakce DNA katalyzované
polymerazou se smeési dNTP (deoxyribonukleotidi) a ddNTP, pficemz je opakované
syntetizovan novy fetézec DNA dle stejného templatu, avSak pii kazdé syntéze nového
fetézce dochazi kjejimu preruSeni tim, Ze je nahodné€ zaclenén pfidany modifikovany
nukleotid (ddNTP). Tento ptidany nukleotid nedovoli DNA polymeraze pokra¢ovat v syntéze
nového fetézce. Nahodnym procesem ukonceni nove€ syntetizovanych kopii DNA vznikaji

razné dlouhé fragmenty molekul, které jsou fluorescencn€ znaCené. Pro detekci a Cteni
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zatazenych nukleotidii v sekvenci DNA se vyuziva kapilarni elektroforéza. Amplikony jsou
separovany podle jejich délky a jednotlivé barevné piky predstavuji pouzitou fluorescencni
sondu. Sekvenovani se uplatnilo pfedev§im v projektu Human Genome Project - ¢teni

lidského genomu (Garrido-Cardenas, 2017; Mullikin, 1999; Karger, 1991).

Obrazek 20 Syntéza DNA po priddni dNTP do syntetizujictho retézce. Jakmile je ddNTP
zaClenén, syntéza vlakna se zastavi, protoze molekula neobsahuje dalsi -OH skupinu, nutnou

k vytvoteni vazby (Pouzito z. Verma, 2017)

38



Roz3ifeni primeru s ddNTP Elektroforéza a éteni

Cilova sekvence
=’ TACGATGTCAACGGTT... =

& ATGCTACA = Primer
ATGCTACAG —@ '
%l ATGCTACAGT —@ §
E ATGCTACAGTT @ '§
F || ATGCTACAGTTG @ g
% ATGCTACAGTTGC @ 'S
8| [aTGeTACAGTTGCC @ a -
g ATGCTACAGTTGCCA — —

ATGCTACAGTTGCCAA

Obrdazek 20 Sangerova metoda. Fluorescentné znaCené ddNTP blokuji amplifikaci DNA.
Po odpovidajicim poctu cyklt amplifikace a provedeni elektroforézy se molekuly separuji
kapilari elektroforézou a kazda z nich je identifikovana pomoci pouzitého fluorochromu v

ddNTP (Pouzito z Garrido-Cardenas, 2017).

Detekce pomocim mozné provadét napt. pomoci spektralniho detektoru Charge-Coupled
Device (CCD) (Lamture, 1994). Hlavni vyhoda této metody spociva ve vét§i presnosti a

rychlosti (Verma, 2017).

3.3. Metoda NGS

Dalsi postupy ve vyvoji Sangerova sekvenovani dal vznik novym metodam, tzv. sekvenovani
nové generace (z angl. Next Generation Sequencing, NGS). Jedna se o metodu masivniho
paralelniho sekvenovani a Cteni n€kolika tisict sekvenci soucasné s délkami v rozsahu od 50
do 800 part bazi. V souCasné dobeé existuji velké sekvencni platformy, které se od sebe
odlisuji zptsobem pfipravy templatd, sekvencni reakci a pouzitymi detekCnimi systémy.
Kromeé toho kazda z pouzivanych platforem muze mit riznou uroven vykonu s rdznymi

ekonomickymi naklady sekvenovani (Garrido-Cardenas, 2017; Ergurner, 2015; Horn, 2019).

Metoda NGS umoziiuje sekvenacni analyzu né€kolika pacientd a n€kolika desitek az stovek
genll v jednom sekvencnim béhu. Pres nékteré rozdily se do jisté miry fidi tfemi zakladnimi
kroky: pfiprava vzorku, sekvenovani pfipravenych knihoven templatd nukleovych kyselin
a analyza dat (Kumar, 2019; Goodwin, 2016). Diky této metod¢ se také v analyze odstranily
tézkopadné a Casoveé narocné techniky (Hui, 2014).
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4. PROJEVY ONEMOCNENI

Lynchtv syndrom se klasicky projevuje v tlustém stfevé predev§im nalezem kolorektalniho
karcinomu bez polypdzy. Avsak u pacientd s mutaci v genu MSH2 mohou byt pfitomny i jiné
malignity. Oproti tomu napfiklad mutace v genu MSH6 vytvareji karcinomy predevsim
v oblasti endometria. Kombinace poruch gent zptisobujicich Lynchav syndrom, daly vzniku
dalsim novym klinickym syndromim, jez pfedstavuji nové varianty Lynchova syndromu

(Dusek, 2016).

U obou pohlavi se mohou vyskytovat mozkové, kostni nebo 1 plicni malignity, ale vyskyt

téchto nadorti neni vyssi nez v bézné populaci (Le, 2017).

4.1. Kolorektalni karcinom
Jak uz jsem uvedla vySe, Lynchiv syndrom se genotypicky manifestuje predevs§im
karcinomem kolorekta. Riziko CRC je spojené s patogennimi variantami v genech MLH/
aMSH?2. Prumérny vék pro manifestaci CRC spojeny s patogenni variantou v genech MLH 1
aMSH?2 je mezi 53 a 63 rokem. Oproti tomu az 8 % CRC s patogenni variantou v genu PMS?2
se vyskytuje pfed 30. rokem zivota. U vSech patologickych nalezii v genech zpusobujici

Lynchtv syndrom se doporucuje kazdoroé¢ni screening (Kohlmann, 2004).

4.2. Rakovina hornich mocovych cest
Jako nejCast&jsi urologickd malignita spojend s Lynchovym syndromem se uvadi karcinom
hornich mocovych cest. Jednd se o tfeti nejCastéjsi rakovinu po CRC a endometrialnim
karcinomu. U pacientd s Lynchovym syndromem existuje 14 — 22 krat vyssi riziko vyvoje
tohoto nadoru oproti bézné populaci. Protoze Amsterodamska kritéria I/II jsou predevsim
zameétena na vyskyt kolorektalniho karcinomu, byl proveden vyzkum, zda tato kritéria staci i
k prtkazu  HNPCC u nadorového onemocnéni hornich mocovych cest spojenych

s Lynchovym syndromem (Lim, 2019).

Z celkového poctu 115 pacientd bylo u Sestnacti (13,9 %) pacientt klasifikovan potencialni
LS. Z téchto pacientd 7 % splnilo Amsterodamska kritéria 11, 11,3 % pacienti mélo ztratu
aspon jednoho proteinu z MMR gent a v 6 % pfipadu byla prokazana vysoka mikrosatelitova
nestabilita. VSech téchto 16 pacientd s pravdépodobnou diagndézou LS bylo doporuceno
k testovani germinalnich mutaci, pficemz u 6 (5,2 %) pacientd byl potvrzen Lynchiuv

syndrom. Tato studie ma dulezité vysledky pro univerzalni screening karcinomd moc¢ovych
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cest a predstavuje jeden z nejvysSich podild nediagnostikovaného genetického nadorového

onemocnéni urologickych cest (Metcalfe, 2018).

4.3. Rakovina kuze

Karcinom ktze zpusobuji mutace nebo ztraty exprese genu MSH2 a MSHG6 tedy opét defekt
systému oprav chybného péarovani bazi vedouci k mikrosatelitové instabilit¢ DNA v néadoru.
Benigni nebo maligni sebaceozni nadory kiize v kombinaci s internimi malignitami byvaji
charakterizovany jako klinicky obraz Muir-Torreové syndrom, ktery je podtyp HNPCC.
Kromé& mazovych nadori mohou v tomto piipadé€ vznikat i keratoakantomy (Vaisfeld, 2019).
V soucasné dobé pacienti, u kterych jsou nalezeny mazové karcinomy, jsou predani do péce

dermatologovi (Adan, 2018).

Gen pocet pacientu. (%) |
MLH]I 4 (11-4)
MSH2/EPCAM 118 (35-6)
MSH6 92 (27-8)
PMS2 47 {14-1)

Tabulka 4 Zastoupeni genovych mutaci MMR u pacientu s rakovinou kiiZze. V levé Casti
tabulky jsou vypsany hlavni geny, jejichz mutace zpusobuje Lynchv syndrom. V pravé Casti
tabulky jsou uvedeny polty pacientl s vyskytem mutace v testovanych genech, pfiCemz
v zavorce je vycCteno procentualni zastoupeni. U vSech téchto pacienti bylo nalezeno

nadorové onemocnéni kize (Pfevzato a pielozeno z: Adan, 2018).

4.4. Karcinom Zaludku
Nejcast€jsi je uvadeéna patologie Lynchova syndromu, ktera se histologicky 1isi od difizniho
karcinomu zaludku, kde se vyskytuje patogennimi variantami v genu CDHI. Riziko
karcinomu Zzaludku je vyS$$i u jedinci s Lynchovym syndromem v zemich, ve kterych je

vysoky vyskyt infekce zptisobené Helicobacter pylori (Kohlmann, 2004).

4.5. Karcinom varlat
Rakovina varlat je nej¢ast&jSim malignim onemocnénim u muz, které se obvykle manifestuje
ve veku 15-44 let, nicmén¢ v soucasné dob¢ neni povazovana za soucast nadorového spektra

LS. Studie se zaméfuji na piitomnost ztraty proteint MMR a MSI u tohoto typu nadoru.
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Literatura se v nazorech li8i, n¢které publikace prokazaly pravdépodobnost recidivy, jiné
neprokazaly zadnou spojitost. Doporucuje se tedy dale prozkoumat pacienty s karcinomem

varlat, zda jsou spojeny s vyskytem Lynchova syndromu (Lim, 2019).

4.6. Nador endometria a ovarialni karcinom
Kromé CRC se u zen vyskytuje riziko karcinomu endometria a vaje¢nika, které jsou spojené
s celozivotnim rizikem v rozsahu 28—-60 %. Nebezpeci spociva u Zen s mutaci v genu MSH6
s rizikem 36 % do véku 60 let a 71 % do v€ku 70 let. Oproti tomu zeny s mutaci v genech
MILHI nebo MSH2 maji nizsi celozivotni riziko, a to pouze 24 % do v€ku 70 let. Stale ale
plati, Ze riziko vzniku nadoru endometria je vyznamné vy$§i, nez se diive
predpokladalo, a ze se jedna o druhou nejbéznéjsi komplikaci pii Lynchové syndromu

(Schneider, 2015).

U ovarialnich karcinoml se predpoklada celozivotni riziko 6-7 %, kdy incidence je dvakrat
vy$$i u mutace v genu MHS2 nez u mutace v genu MLHI. Praimémy vék vzniku ovarialniho

karcinom je ve veku mezi 40 a 55 lety (Schneider, 2015).

I pfes to, ze rakovina vajeCnikd je celosvétové pata nejcast€jsi piiCina smrti u zen, slaby
pomér preziti k incidenci odrazi skuteCnost, Ze vétSina piipadu karcinoma je diagnostikovana
v pokrocilém stadiu. Napiiklad u zen s pokrocilym stadiem je 30 % Sance pieziti. Tyto nadory
rostou a vykazuji mutace v KRAS/BRAF a také nestabilitu mikrosateliti (MSI) (Niskakoski,
2013).

4.7. Karcinom prsu
Win a kolektiv (2013) povedli systematickou reSersi relevantnich studii karcinomu prsu
asociovaného s LS, které byly publikovany do prosince 2012. Identifikovali 15 molekularnich
studii, které kombinovaly pozorovani 62 ze 122 nadorl prsu u pacientd s mutaci v MMR
genech a MMR-deficientnich. Vysledky studii na zvySené riziko rozvoje nadoru prsu nebyly
jednotné. Z poctu 21 studii 13 z nich nepozorovalo statisticky prikaz rizika rozvoje
karcinomu prsu v asociaci s LS, zatimco 8 studii prokédzalo v rozmezi 2 az 18 krat vyS§3i riziko

rozvoje karcinomu prsu v porovnani s béznou populaci (tzv. nepienasect).

Kromé mutaci v jednom z genti pro opravu chybného parovani bazi DNA (MMR) muze
nastat problém se zarodeCnymi mutacemi, které predisponujici k nadoru prsu a to v genech

BRCAI nebo BRCA2 (Yurgelun, 2015).
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5. LECBA

Prestoze maji jednotlivé faze CRC spojen¢ho s Lynchovym syndromem lepsi prognozy, u
nékterych jednotlivet se bohuzel vyviji opakujici se metastazujici kolorektalni karcinom nebo
jiné formy pokrocilych a nevylécitelnych nadord spojenych s LS. K té€mto jevim dochazi
predevsim u pacienti s poruchami v oblasti mikrosatelitti, ktera se vyznaCuje prave deleci

v opakovani usekii DNA (Yurgelun, 2018).

Pacienti s LS maji celozivotni riziko rozvoje ne€kolika typt nadort. Je zfejmé, Ze zivotni styl
je dulezitym faktorem pfi urovani rizika nadorového onemocnéni u pacienti a ten musi byt

zohlednén 1 pfi poradenstvi (Seppen, 2013).

5.1.  Vyuziti S-fluorouracilu
Lécba CRC spociva v chirurgickém odstranéni nadoru a na zakladé charakteristiky
onemocnéni nasleduje chemoterapie nebo radioterapie. Lék S-fluoracyl je Siroce pouzivany
1€k prvni volby v 1é€bé CRC. Po podani davky je vice nez 80 % degradovano a pouze 1-3 %
pfeménéno na jeho aktivni metabolit thymidylatovou syntetazu (TYMS), ktera pak blokuje
syntézu deoxythymidin trifosfatu (dTTP). TYMS je povazovan za potencialni prognosticky
marker v 1é¢beé CRC. Probihala i studie ohledné mnozstvi jeho exprese, ktera méla
predpovidat, pokud se TYMS vyskytoval ve veétsim mnozstvi, Spatnou progndzu pro pacienta

s kolorektalnim karcinomem (Kunické, 2016).

5.2. Kolonoskopie
Screening Lynchova syndromu se zvySuje od roku 2000 a ukazal se jako velmi efektivni

pii identifikaci rizikovych rodin a nasledné prevenci kolonialnich a extrakolonialnich nadort

(Chintalacheruvu, 2017).

Jako zakladem pro pacienty s Lynchovym syndromem je kazdoro¢ni kolonoskopicky dohled,
ktery zaCina mezi 20-25 lety. Frekvence a pocateCni vék pro sledovani muze byt
prehodnocena u nosi¢i mutace MSH6 a PMS2. Kolonoskopie ma diagnostické a terapeutické

Gginky (Cox, 2018).

Pro pacienty bez Lynchova syndromu, ktefi maji zvySené riziko kolorektalniho karcinomu,
se doporucuyji rutinni intervaly sledovani, obvykle v rozsahu kazdych 5 let, v zavislosti

na okolnostech. Tento rozdil je z divodu vyskytu neoplastickych 1ézi, které byly
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identifikovany u pacientti s Lynchovym syndromem. Tyto 1éze mohou vznikat do 2 let

po vySetfeni, které se zdalo byt bez problémt (Boland, 2018).

Jako vylepSenim kolonoskopie muze byt pouzita chromoendoskopie. Jedna se o metodu
detekce 1ézi v tlustém stieve. Vyuziva se smési methylenové modie a indigokarminu
rozpraSeného na sliznici tlustého stfeva. Lékaf pak pomoci zavedené kamery muze 1épe
zhodnotit 1épe stav sliznice, popfipadé poslat vzorek odebrané sliznice na histologické

vySetteni (Healy, 2019)

5.3. Studie v pokroku lécby rakoviny konecniku
Byla uvedena i studia s nazvem CAPP (Colorectal Adenoma/carcinoma Prevention Program),
kterd tvrdi, ze riziko nadoru stiev a koneCniku snizuje denni uzivani aspirinu. Tyto studie
probihaly ve dvou formach, kde se pacientim podavaly davky aspirinu. Ve studii CAPP2 byla
pouzita vy§si davka nez ve studii CAPP. Byly vsak zjiStény nezddouci u€inky jako je krvaceni

u pozivani vyssi denni davky (Seppen, 2013).

Dalsi analyza, ktera probihala ve studii CAPP2 byla pro manifestaci CRC vyznamnym
rizikovym faktorem hodnota BMI. U pacientd byla zji§téna hodnota BMI>30 kg/m?. Pacienti,
ktefi béhem studie snizovali svou hodnotu BMI, snizili riziko vzniku kolorektalniho

karcinomu (Biller, 2019).

5.4. Strategie detekce rakoviny endometria a vaje¢niku
Strategie screeningu karcinomu ovarii byva problémova u pacientek. Kritéria Amsterodam 11
nezahrnuji nadorové onemocnéni vajeCniki a revidovana Bethesda kritéria se zaméfuji na
CRC a nejsou uziteCna pro vybér pacientl s ovarialnim karcinomem, u kterych je vysoké

riziko LS. Proto nemusi byt nékteré karcinomy v¢as podchyceny (Takeda, 2018).

U nadorti vaje¢nikil a endometria se vyuziva antikoncepCnich tablet, coz byva spojeno
se snizenim rizika vzniku tohoto nadoru u zen. Pouziti antikoncepcnich tablet s obsahem
progestinu bylo spojeno se snizenim rizika karcinomu uz v roce 2006 a od tohoto roku se jevi

pouziti progestinu u Zen s LS jako rozumné (Stoffel, 2013).

V posledni dob& se vyuziva univerzalni screening nove diagnostikovanych zen sLS.

Screeningem prochazi jak tlusté stfevo, tak i endometrium (Ryan, 2018).
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Celkové preziti pacientek s karcinomem endometria v asociaci s LS neni jiné nez u pacienti
se sporadickym vyskytem nadoru. Celkove je preziti udavano na 5 let, ale néktefi autorfi
uvadéji, ze nestabilni endometrialni karcinom s riznou hloubkou invaze a fazi nadorového

onemocnéni muze mit horsi prognoézu (Bats, 2017).

5.4.1. Profylakticka chirurgie
Jedna se o operativni 1é¢bu gynekologickych nadora. O profylaktické chirurgii pii Lynchové
syndromu nebylo publikovdno mnoho studii, nicméné zakrok ukazuje, zZe odstrani vSechna
rizika rakoviny endometria a vajeCnikl. Operace se sklada z kompletni hysterektomie
a bilateralni adnexektomie, provadéné laparoskopicky (tzn. chirurgické odstranéni vejcovodiu
a obou vajeCnikt). Tento zakrok by mél byt nabizen vSem vysoce rizikovym pacientkam
obvykle mezi 40-45 lety po ukoncCeni screeningovych testd. O tom, zda by tento zakrok méla
pacientka podstoupit, rozhoduje multidisciplinarni komise, kterého se ucCastni gynekolog,

onkogenetik a psychiatr, pficemz pacientka musi podstoupit konzultaci (Bats, 2017).
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6. PREVENCE

Celkove se zlepsila diagnostika Lynchova syndromu, coz nabizi n€kolik vyhod. Prvni z nich
je zvySeny lékarsky dohled vcetné kolonoskopie. Koloskopické sledovani pacientd s HNPCC
vede k detekci kolorektalniho karcinomu v Casném stadiu, k 63% snizeni rizika vyskytu
kolorektalniho karcinomu a signifikantnimu snizeni mortality spojené s LS (Plevova, 2009).
Druhou je zlepSeni detek¢ni rychlosti kolorektalniho karcinomu a tim se zlepSuje 1 pieziti
pacientt. Tfeti vyhodou je pozadavek na testovani tzv. “nenosi¢u™ mutaci, protoze tim se 1épe

kontroluje frekvence variant v MMR genech v bézné populaci (Seppéla, 2017).

Kromé& kolonoskopického vySetfeni a pravidelnych screeningll je jako mozny preventivni
uCinek uvedeno uzivani multivitamini a vapniku jako dopliku stravy pro pacienty s LS

(Boland, 2018).

Jako priklad databaze pro vefejnost, a také pro lep§i povédomi zdravotnich pracovniku,
evropska skupina Maorca a ustav Mezinarodni spole¢nosti pro gastrointestinalni deédi¢né
nadory vyvinuly databazi pfenasect mutaci v predispozi¢nich genech u Lynchova syndromu,
kde charakterizuji rizika vzniku karcinomu a u€inky mutaci na lidské télo. Databaze zahrnuje
také napftiklad postup pro laboratorni testovani, anebo rizikové faktory pro rozvoj nadorového

onemocnéni (Meller, 2017).

6.1. Rizikové faktory
Pti sledovani nékolika pacientt s Lynchovym syndromem, ktefi absolvovali operaci tlustého
stteva, bylo zjisténo, ze nejvetsi vliv, kromé& koufeni a pfijmu alkoholu, mé obezita,
atoibezohledu na to, zda meli pacienti adenomy pii zafazeni do studie. Dale bylo
pozorovano, ze vztah mezi rizikem adenomu a BMI nema u Zen takovy vyznam, za to u muza
zalezi na vztahu BMI a rizikem rozvoje adenomu. Pfii zafazeni do této studie byla klasifikace
BMI s nadvahou spojena se zvySenym rizikem vzniku adenomu a to az 8,7 krat (Coletta,

2019).

Dal§im rizikovym faktorem je onemocnéni diabetes mellitus 2. typu. Byla provedena studie,
do které bylo z databaze Colon Cancer Family Registry, vybrano 802 pacientd s karcinomem
tlustého stfeva a koneCniku s primérnym veékem 42 let. Vyssi riziko karcinomu byl pozorovan
u osob s diabetes mellitus 2. typu a s vysokou hladinou cholesterolu oproti t€ém, ktefi tyto

projevy neméli (Dashti, 2019).
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6.2. Diilezitost rodinné anamnézy
Do 1écby je také zapojena rodinna anamnéza, ktera je jednim z nejdulezitéjsich bodu
pfi diagnostice a 1écbeé. Ur€eni syndromu dé&di¢ného nadorového onemocnéni v roding
predstavuje vyzvu ke komunikaci mezi ptibuznymi. Vzdéaleni piibuzni jsou ne vzdy
vySetfovani a informace pfichazi pouze hlavnim postizenym jedincim ¢&i pirimym,

jednostupiiovym piibuznym (Lynch, 2015).

Pouze 30-52 % piibuznych probanda absolvuje genetické poradenstvi, i kdyz Cetnost
genetického testovani je 95 %. Hlavnim problémem je neurCeni statusu nositele, coz nevede
k uCinnému genetickému poradenstvi. V priméru na jednoho nositele kauzalni varianty v
genu jsou testovani tii pfibuzni. Tato pozorovani naznacuji, ze vétSina nositeld onemocnéni
LS neni identifikovana a je tedy vynechana i prevence pfed rakovinou. Proto se zacal vice

provadet preventivni screening (Seppalé, 2017).

6.3. Prognoza
Poslednich 5 let studii ptineslo obrovsky pokrok v chapéani LS, pfedevsim s ohledem na jeho
genetiku, epidemiologii, klinicky fenotyp a jeho variabilitu, diagnostiku, terapii a prevenci.
Rada nezodpovézenych otazek zahrnuje nejistotu ohledn& hodnoceni a fizeni rizik pro
kandidatni geny, identifikaci Lynchova syndromu bez karcinomu a znalosti o tom, jak vyuzit
imunobiologii pro dalsi 1écbu (Biller, 2019). Vyskyt Lynchova syndromu pfinesl také
pokrok v porozuméni imunitniho systému rozpoznat a zachytit toto onemocnéni (Yurgelun,

2018).
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ZAVER
Kolorektalni karcinom je v soucasné dob¢ jednim z nejcastejSich nddorovych onemocnéni.
Mortalita na CRC se diky vCasné diagnostice snizuje, presto stdle dosahuje 8 % vsech umrti

na nadorové onemocnéni. Pochopeni molekularnich principa jeho vzniku patfi v posledni

dob& mezi priority v oblasti okogenetického vyzkumu.

Dtvodem vzniku Lynchova syndromu jsou mutace v hlavnich predispozinich genech,
kterymi jsou MSH2, MSH6, MLHI, PMS2 a EPCAM. Pfi téchto mutacich vznika
mikrosatelitni nonstabilita a dochazi tedy k chybnym opravam ptfi parovani DNA bazi.
Kumulaci chyb mohou vznikat adenomatozni polypy v endometridlnich bunikdch nejCastéji
v tlustém stievé. Av§ak Lynchiiv syndrom muze mit i jiné podoby, napfiklad jako karcinom
zaludku, moCovych cest, u Zen karcinom ovarii a u muzi mize manifestovat jako nadorové
onemocnéni prostaty. Jelikoz se jednd o autozomalné dominantné dédi¢né onemocnéni,
je dulezity vCasny screening a diagnostika choroby. V prvni ¢asti se podle Bethesda
a Amsterdamskych kritérii II. urci, zda pacient spliluje podminky pro indikaci k vySetteni,

a tedy diagnozu kolorektalniho karcinomu.

Po provéreni, zda pacient spliiuje vySe uvedena kritéria, nastupuje laboratorni diagnostika.
V soucasné dob¢ se nejvice vyuzivaji tfi zédkladni metody: MLPA, Sangerovo sekvenovani
a metoda sekvenovani nové generace (z angl. Next Generation Sequencing, NGS) v odborné
genetické spoleCnosti se vzil ndzev metody masivné paralelniho sekvenovani (MPS). Diky
technologii MPS je mozné v jedné reakci vySetfit naraz nékolik pacientd a né€kolik desitek
az stovek genu, které jsou zahrnuty v etiopatogenezi nadorovych dédi¢nych syndroma. Diky
témto novym trendim se zvySuje pravdépodobnost identifikace kauzalni varianty (mutace)
zpusobujici onemocnéni, ale i zachyt nositelli s alteraci, kterou je poté mozné prediktivné
testovat u ptimych ptibuznych v riziku a pfipadné zabezpecit v€asnou prevenci ¢i 1é€bu téchto
jedinca.

Jako hlavni moznost 1éCby je zvolena kolonoskopie, pokud se jedna o tlusté stievo. U zen,
které¢ maji karcinom ovarii a d€lohy, se pfistupuje k profylaktické chirurgii. Pfi tomto zakroku
je vyjmuta cela déloha i s ovarii. Jedna se sice o invazivni operaci, avSak nejucinné;§i. Mluvi
se také o kladnych u€incich antikoncepce jako prevence proti karcinomim endometria. Dale
je doporucovan pravidelny screening, ktery musi pacient absolvovat jednou ro¢né. Dulezitym

krokem je také dodrzovani spravné zivotospravy, a predevsim informovanost pacient o jejich
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onemocnéni. V souCasné dobé je naptiklad vyuzivana 1é€ba pomoci S-fluorouracilu, ktery
je vyuzivan jako 1€k prvni volby pfi kolorektalnich karcinomech. Dalsi 1éCiva a moznosti
diagnostiky jsou dale ve studiich, dulezité vSak je, Ze se zvySuje povédomi o tomto zavazném

onemocnéni.
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