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UvVOD

Lynchtiv syndrom je dédi¢né genetické onemocnéni, které vyznamné zvysuje riziko
vzniku kolorektalniho karcinomu a dal§ich nadorovych onemocnéni. Tento syndrom je
zpusoben mutacemi v genech zapojenych do opravy DNA, piedev§im v mismatch repair
genech (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), které jsou zodpovédné za udrzovani integrity
genetického materidlu a prevenci vzniku genetickych mutaci béhem bunééného déleni.
Naruseni téchto opravnych mechanismi vede k akumulaci genetickych chyb, coz je klicovy
faktor pro vznik nadori.

V teoretickych kapitolach prace je podrobné popsana geneticka podstata Lynchova
syndromu, mechanismy opravy DNA a souvisejici rizikové faktory pro vznik nadorovych
onemocnéni. Déle je analyzovéna prevalence mutaci v genech MMR v riiznych populacich,
a to s dirazem na specifika Ceské populace. Praktickd ¢ast prace zahrnuje analyzu
genetickych vzorki pacientl, u nichz byly identifikovany kauzalni varianty a zkouma vztah
mezi témito variantami a ¢asnym vznikem nadorového onemocnéni.

Soucasti prace je rovnéz hodnoceni soucasnych metod molekularné genetické
diagnostiky, v€etné jejich vyhod a limitaci. Prace se zaméfuje na porovnani diagnostickych
ptistupti a jejich aplikaci v klinické praxi, pficemz se diskutuje jejich potencial pro v€asnou

detekci genetickych predispozic a naslednou prevenci nadorovych onemocnéni.
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1 LYNCHUV SYNDROM

Lynchiv syndrom (LS) patii do skupiny hereditarnich nepolypd6znich
kolorektalnich karcinomt (HNPCC) (Colas et al. 2012). Je spojen s celozivotnim rizikem
rozvoje zejména kolorektalniho karcinomu (CRC), ale také dalSich typu karcinomd. Mezi
tyto malignity patii napf.: karcinomy endometria, vajec¢niki, zaludku, tenkého stieva,
mocovych cest, ZluCovych cest, mozku (nejéastéji glioblastom), kiize (mazové adenomy,
mazové karcinomy a keratoakantomy), slinivky bfisni a prostaty. Jeho prevalence v obecné
populaci je asi 1 z 500 a zpusobuje asi 2 % az 3 % vSech CRC. Prognoza a vék manifestace
onemocnéni se li§i v zavislosti na aberovaném genu (Kohlmann a Gruber 2021;
Bhattacharya a McHugh 2023). Typicky maji nadory spojené s LS vyrazn¢ lepsi prognozu
nez sporadické nadory postihujici stejné organy. Tento rozdil odrazi biologické odlisnosti,
vcetné vyraznych imunitnich reakei, které jsou charakteristické pro nddorova onemocnéni
spojena s LS (Seppéla et al. 2021).

Populace definovana ptvodni definici HNPCC byla rozdélena do dvou
Casti. Jednou je LS, ktery oznacuje populaci s patogennimi mutacemi v zarode¢ném
mismatch repair genu (MMR). Druhou populaci jsou zbyvajici kolorektalni karcinomy
s rodinnou anamnézou, ale bez zarode¢nych mutaci MMR gent, které jsou nové
pojmenovany ,,familiarni kolorektalni karcinom typu X* (FCCTX) (Li et al. 2021). Tyto
populace se vyznacuji mikrosatelitné stabilnimi nadory, niz§im relativnim rizikem rozvoje
CRC, absenci nadbytecnych nadori mimo tlusté stfevo a pozdé€jSim nastupem CRC.

Geneticky zaklad této skupiny neni znam (Boland a Goel 2010).

1.1 Terminologie a zaiazeni kolorektalnich karcinomi

CRC je druhou nejéastéjsi pfi¢inou umrti z divodu nadorového onemocnéni (po
karcinomu plic) v rozvinutych zemich. Odhaduje se, Ze az 20-30 % CRC ma familiarni
podstatu, avsak zarodeéné mutace v charakterizovanych genech byly zaznamenany pouze
ptiblizné u 5 % ptipadu (Rustgi 2007). Hlavni dvé formy CRC jsou kategorizovany podle
pritomnosti vétSiho ¢i mensiho po¢tu adenomatdznich polyptli a oznacuji se jako familiarni
adenomatdzni polypdza (FAP) a dédicny HNPCC (Colas et al. 2012). Projevy HNPCC se
prevazné vyskytuji v tlustém stievé, zejména v jeho proximalni ¢asti, zatimco FAP je
pfi¢inou nadorh pfevazné v distalnim tlustém stfevé a konecniku, ale miize se objevit i ve

zbytku tlustého stieva, (viz Tab. 1) (Paschke et al. 2018).

17



Tab. 1: Charakteristické rozdily mezi HNPCC a FAP; pielozeno a upraveno z: (Paschke S et al. 2018)

Charakteristika HNPCC FAP
Prevalence 5 % ze vSech CRC 1 % ze vSech CRC
Fenotyp Velmi nizka pfitomnost polypt >100 polypt pfitomno
Genotyp Zarodecné mutace MMR genti Mutace APC genti
Veék v dobé diagnozy Od 44 let 20-25 let
Prava cast tlustého stieva; Leva cast tlustého stieva,
spojené oblasti onemocnéni: konec¢nik; spojené oblasti
endometrium a také (podstatné onemocnéni: kosti, o¢i,
Lokalizace vzacnéji) zaludek, vajeéniky, dvanéctnik.

slinivka, mocovod, ledvinna

panvicka, zlu€ovody.

HNPCC je ¢astgjsi dédi¢na predispozice ke vzniku CRC. Tento termin zahrnuje dva
podtypy, LS a FCCTX. Terminy HNPCC a LS nejsou synonymni a spravné by se fraze ,,LS,
také znamy jako HNPCC.“ neméla uzivat (Colas et al. 2012).

Klinicka diagnostika LS zahrnuje zatazeni pomoci klinickych kritérii Amsterdam
I, Amsterdam I, Bethesda, imunohistochemické testy, analyzy mikrosatelitni instability
a sekvenovani nové generace (NGS) (Lynch et al. 2003). Vyzkumy ukazaly, Ze znaény pocet
rodin, které spliiuji Amsterdamska kritéria, nevykazuje defekty v proteinech MMR a ani
nenese patogenni varianty v genech MMR. Z tohoto diivodu bylo navrzeno, aby tento
dédicny stav byl povazovan za odlisnou klinickou a genetickou entitu, a byl proto oznacen
jako FCCTX (Xu et al. 2020). Bylo uznano, ze Lynchtiv syndrom I (Lynch I) pfedstavuje
predispozici ptedevsim ke vzniku CRC, zatimco Lynchiiv syndrom II (Lynch II) zahrnuje
predispozici ke vzniku CRC i mimostifevnich nadori, vcetné karcinomi endometria,
vajecnikil, zaludku, mocovych cest, zlucovych cest, slinivky bfisni, tenkého stfeva, mozku
a ktze (Kabbage et al. 2022).

Nékdy je FCCTX povaZovan za podskupinu LS, protoZe z klinického hlediska jsou
Jak FCCTX, tak rodiny s LS charakterizovany splnénim Amsterdamskych kritérii I (Shiovitz
et al. 2014). Jsou si klinicky velmi podobné a jsou charakterizovany nékolika pfipady ¢asné
vznikajictho nepolypdzniho dédi€ného kolorektalniho karcinomu u pacienti a rodinnych
pfislusnikli z riznych generaci. Lisi se vSak na molekularni trovni, kdy FCCTX nenesou
7zadné zmény v genech MMR a nasledné nemaji zadné zmény v mikrosatelitech a jsou tedy

mikrosatelitné stabilni. Pochopeni molekularnich mechanismit FCCTX je stale nedostate¢né
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prozkoumano. Nekteré geny byly jiz identifikovany jako potencidlné asociované s FCCTX,
konkrétn¢ BMPR1A, RPS20, SEMA4A, SETD6, BRCA2, OGG1 a FANL1 a dalsi (De Oliveira
Garcia et al. 2022).

1.2 Historie

V 60. a 70. letech 20. stoleti pievladala Iékaiska teorie, ze nadorova onemocnéni
jsou zpusobena environmentalnimi faktory bez vlivu dédi¢nosti (Lynch a Ge 2023). Doktor
Warthin, patolog na univerzité¢ v Michiganu, a 1ékat Henry T. Lynch tento nazor zpochybnili
a zacali shromazd’ovat data o rodindch s opakovanym vyskytem nadorovych onemocnéni.
V roce 1913 Doktor Warthin popsal piipad rodiny oznacovanou jako rodina G s predispozici
pro Casty vyskyt gastrointestinalnich a gynekologickych karcinomt (Boland a Lynch 2013).
Henry T. Lynch pak vroce 1961 publikoval udaje pochazejici ze dvou rodinnych
rodokmenti, které vykazovaly vyskyt podobnych typi nadorovych onemocnéni (Bansidhar
a Silinsky 2012). Shromazd’ovani téchto dat pak vedlo k objevu dédi¢né nadorové
predispozice, konkrétné u CRC (Lynch a Ge 2023).

Syndrom byl pivodné nazyvan jako "Cancer family syndrome". Protoze pod toto
oznaceni spadalo vice druhli nddorovych onemocnéni, ziskal pozdé&ji presn€jSi oznaceni
HNPCC. Termin "Lynchiv syndrom" zavedl Richard Boland, coz ale Henry T. Lynch
osobné nepodporoval, protoze preferoval popisné nazvy (Boland a Lynch 2013; Lynch a Ge
2023). V 90. letech vznikla Mezindrodni kooperativni skupina pro HNPCC, ktera
formulovala kritéria pro diagnostiku tohoto onemocnéni. lIdentifikace predispozi¢nich gent
MLH1 a MSH2 v roce 1993 byla pfelomova a zdsadné podpofila dalsi vyzkum genetickych
predispozic LS (Lynch a Ge 2023).

Identifikace gen odpovédnych za LS pfinesla odbornikliim v této oblasti pocit,
Ze je tim tato problematika do zna¢né miry vytesSena. Dalsi vyzkum odkryl daleko slozitéjsi
mechanismus LS (viz Obr. 1). Mezinarodni konsorcium znamé jako Registr rodin
s kolorektalnim karcinomem (Colon Cancer Family Registry) shroméazdilo mezi lety 1997
a 2001 celkem 3422 jedinci ze 161 rodin, které spliiovaly Amsterdamska kritéria.
Deoxyribonukleova kyselina (DNA) kazdé rodiny byla podrobena nejlep$im dostupnym
metoddm pro detekci zarode¢nych mutaci v genech MMR. Vysledky ukazaly, Zze pouze
u 60 % téchto rodin byly nalezeny zarode¢né kauzalni mutace, tedy skute¢né jedinci méli
LS. Zbyvajicich 40 % mélo CRC bez deficience MMR, a tudiZ jedinci nebyli postizeni LS.
Tento objev vedl k identifikaci nové nemoci: Familiarni kolorektalni karcinom typu X
(Boland a Lynch 2013).
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The Story Of HNPCC

Obr. 1 — Casovia osa klicovych udalosti a milnikii v nasem chapani HNPCC; prevzato z: (Lynch et al. 2023)

Casova osa zachycuje hlavni milniky ve vyzkumu LS. V roce 1913 popsal James Warthin rodinu s dédicnymi
nadory, pozdéji je podrobnéji zkoumal Henry Lynch. V 90. letech byla navrzena Amsterdamska kritéria, vznikla
mezindrodni vyzkumnd skupina a byl objeven gen MSH?2 a dalsi geny MMR systému (MLHI, MSH6, PMS?2).
Nasledoval objev mikrosatelitni nestability a Bethesda kritérii. Po roce 2000 doslo k pokroku v genetickém
testovani a zahdjeni studii chemoprevence aspirinem. V roce 2010 se zavedlo multigenové panelové testovani
a v letech 2017-2020 vznikly mezindrodni databdze a doporuceni pro genetické testovani a péci o pacienty

s HNPCC.

1.3 Epidemiologie

CRC patti mezi nejcastéji diagnostikované typy nadorového onemocnéni a jeho
incidence ve vSech vyspélych zemich stabilné roste, (viz Obr. 2) (Kolorektum). Incidence
CRC v Evropé¢ je vyssi nez v Africe nebo Asii, ale niz8i nez v USA. S timto onemocnénim
jsou spojovany stravovaci navyky, zejména konzumace tuki a masa (Paschke et al. 2018).
Geneticka predispozice hraje roli azu 20 % CRC. LS je nejcastéjsim syndromem dédi¢ného
CRC. Podle literatury LS tvoti 2—4 % vSech CRC (Trujillo-Rojas et al. 2023). Co se tyce
pohlavi, CRC se vyskytuje ¢astéji u muzi (53 %) nez u zen (47 %) (Paschke et al. 2018). LS
je dédén autozomalné dominantné a je zplsoben germinalnimi variantami v jednom ze ¢tyt
MMR gent pro opravu nespravného parovani DNA (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) nebo
v genu pro epitelidlni adhezni molekulu (EPCAM) (Roht et al. 2023). Win a kolegové
odhadli na zakladé analyzy rodin s celkem 6 000 piipady vyskytu CRC, z popula¢nich

registrii bez ohledu na rodinnou anamnézu, ze 1 z 279 jedincti (0,359 %) v populacich USA,
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Kanady a Australie mlize byt nositelem patogenni varianty nékterého z MMR genti. Pii
analyze jednotlivych genti mély geny PMS2 a MSHG6 nejvyssi populaéni prevalenci: 1z 714
(0,140 %) pro PMS2, 1 z 758 (0,132 %) pro MSH®6, v porovnani s geny MLH1 (1 z 1946
[0,051 %]) a MSH2 (1 z 2841 [0,035 %]) (Peltomaéki et al. 2023).
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Obr. 2 — Prevalence CRC na 100 000 obyvatel u obou pohlavi v letech 1990-2022; prevzato z: (Mdjek 2024)

1.3.1 Ceska republika

V mezinarodnim srovnani je zatéz CRC v Ceské republice srovnatelna s primérem
evropskych zemi. Podle nejnovéjsich udaji z GLOBOCAN 2018 se Ceska republika
v incidenci CRC u muzi fadi na 14. misto v Evropé, zatimco u Zen na 19. misto. Popula¢ni
zatéZ je velmi vysoka, kazdoro¢né je v Ceské republice diagnostikovano piiblizng 7 200
novych pfipadi CRC a zhruba 3 300 Gmrti je pfipisovano tomuto onemocnéni. Incidence
1 umrtnost na CRC jsou vyS$$i u muzl neZ u Zen. V roce 2022 dosahla prevalence osob
s anamnézou CRC v Ceské republice poétu 61 429, coz odpovida téméF 21% narlstu ve
srovnani s rokem 2012. Narist ¢inil vice nez 19 % u muzi a vice nez 22 % u zen
(Kolorektum; Svod.cz).

V roce 2022 byla v Ceské republice vékové standardizovana mira vyskytu riiznych
druht karcinomi (na zakladé svétové populace) piiblizné 317,5 na 100 000 obyvatel, (viz
Obr. 3) (Statistics at a glance).
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Incidence Mortality
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Colorectum
Lung
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Obr. 3 — Vékoveé standardizovand mira na 100 000 obyvatel. Vyskyt karcinomit a iumrtnost u obou pohlavi
v roce 2022; prevzato z: (Globocan 2024)
Incidence (modre) a mortalita (Cervené) vybranych nadorovych onemocnéni v CR v roce 2022 (na 100 000

obyvatel). Nejvyssi incidenci maji nadory prsu a prostaty, nejvyssi mortalitu karcinom plic.

pozn. autora: zkratka NHL znamena skupinu Nehodgkinskych malignich lymfomii.
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2 LYNCHUV SYNDROM Z POHLEDU GENETIKY

HNPCC je genetické onemocnéni autozomalné dominantni dédi¢nosti, ptibuzni
prvniho stupné tak maji 50% S$anci, ze budou postizeni timto syndromem, (viz Obr. 4)
(Steinke et al. 2013). Je dusledkem zarodeéné mutace v jednom ze ¢tyi MMR gend
nazyvanych MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2. Bylo také zjisténo, ze velké delece v non —
mismatch opravném genu, nazyvaném epitelidlni bunéénd adhezni molekula (EPCAM),
ktera umlcuje expresi MSH2, prispivaji k rozvoji LS. MMR geny jsou nezbytné pro opravu
nespravného parovani nukleotidovych bazi béhem replikace DNA. Pokud tyto ,,neshody*
nebudou opraveny, vysledna kopie nemusi spravné fungovat, coz vede ke zvySenému riziku
vzniku karcinomu. Jedinci s LS se rodi s jednou funk¢ni alelou specifického genu a jednou
nefunkéni alelou specifického genu v disledku dédiéné mutace. Riziko karcinomu nastava,
kdyz je ziskana mutace ve funk¢ni alele. Ve vzacnych ptipadech se jedinec nenarodi s LS,
ale vyvine se u n¢j nadorové onemocnéni se ztratou obou alel, coz vede k somatické ztraté
mismatch repair proteinu (Bhattacharya a McHugh 2023).

Dead
colorectal cancer (>60)

[ \ , rL i
I [ . B O H-C [
76 70 60
MLH3 (+) Endomentrial Colon cancer (50)

cancer (58) MLH1 (+)
MLH1 (+)

i FL —O '- =0 | O O

45

43
MLH1 (+) Colon cancer (43)
MLH1 (+)
MLH3 (+)

v O ]

15
MLH1 (+)

Obr. 4 — Rodokmen rodiny s Lynchovym syndromem.; prrevzato z: (Sui QQ at al. 2019)
Cerné symboly oznacuji jedince diagnostikované s nadorovym onemocnénim, kde preskrtnuti symbolu
(muze/Zeny) znamenaji umrti jedince. Vék uvedeny pod symbolem jednotlivého pohlavi znamend aktudlni vek
(roky), zatimco vek v zavorkach oznacuje vek pri diagnoze (roky). Symbol plus oznacuje mutaci v genech MMR.

Trojuhelnik/Sipka oznacuje probanda. Symboly ctverec: muz,; Kruh: Zena.

Mutace v jednotlivych genech MMR se vyskytuji s riiznou frekvenci, (viz Obr. 5).
Pravdépodobnost identifikace mutace MMR u pacienta silné zavisi na nalezech v rodin¢.
Velkym a dosud nevyifeSenym problémem jsou mutace v genech MMR, jejichz disledky pro

riziko rozvoje nadorového onemocnéni ziistavaji nejasné.
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Obr. 5 — Mutace dle némeckého konsorcia pro HNPCC (nejasné varianty, UV);
prevzato Z: (Steinke et al. 2013)
MSH? patogenni — patogenni varianty genu MSH?2 (nejvetsi podil)
MLH1 UV — varianty nejasného vyznamu v genu MLHI
MLHI1 patogenni — patogenni varianty v genu MLH1
MSH2 UV — varianty nejasného vyznamu v genu MSH2
MSHG6 patogenni — patogenni varianty v genu MSH6
MSH6 UV — varianty nejasného vyznamu v genu MSH6
PMS?2 patogenni — patogenni varianty v genu PMS2
PMS2 UV — varianty nejasného vyznamu v genu PMS?2
EPCAM delece — delece v oblasti genu EPCAM, které mohou sekunddrné vést ke ztraté exprese MSH2

Mutace v genech MLH1 a MSH2 maji vétsi vliv na opravu DNA neZ mutace
v dalsich dvou genech MMR. Pacienti s mutaci MLH1 nebo MSH2 maji tedy podstatné vyssi
riziko vzniku nador nez pacienti s mutaci v genu MSH6. Riziko rozvoje nadorového
onemocnéni u pacientii s mutaci PMS2 se zda byt jesté nizsi nez u pacientii s mutaci v genu
MSHS6, (viz Obr. 6). Vzhledem k tomu, Ze PMS2 mutace nejsou ¢asté, neni zatim k dispozici

dostatek informaci o riziku nadora (Steinke et al. 2013).
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MLH1, MSH2

Obr. 6 — Teoretické riziko rozvoje nadorového onemocnéni dle genovych mutaci,

vytvoreno pomoci Mind the Graph

Dle nejnovéjsich poznatkli by do skupiny spliujici klinickd diagnosticka kritéria
pro syndrom autozomalné dominantniho familiarniho karcinomu, ktery je fenotypové
podobny LS, ale u kterého nebyla identifikovana zadna mutace v opravnych mismatch
genech, mohla kromé EPCAM pattit také mutace v genu CHEK2. CHEK2 gen koduje
kontrolni kindzu 2, coz je serin/threonin kindza aktivovand po poskozeni DNA a je zapojena
do drah, které reguluji opravu DNA, zastaveni buné¢ného cyklu nebo apoptdzu v reakci na
pocateni poskozeni. Je vSeobecné znamé, Zze po aktivaci kdédovany protein inhibuje
fosfatdzu CDC25C, ¢imz brani vstupu bunky do mitdzy, a bylo téz prokazano, zZe stabilizuje
tumor supresorovy protein p53. Ztrata funkce kindzy zptisobena mutacemi v genu CHEK2
je spojovana s Li—Fraumeniho syndromem, sarkomy, karcinomem prsu, kolorektalnim
karcinomem, nadory mozku, S$titné Zlazy, plic, ovarii, mocCového méchyte, prostaty
a ledvin (Szeliga et al. 2020).

2.1 Nestabilita mikrosatelitii spojena s Lynchovym syndromem

Mikrosatelit (MS), nazyvany také Short Tandem Repeats (STR) nebo Simple
Sequence Repeat (SSR), se sklada z opakovanych sekvenci o 1-6 nukleotidech. MS jsou
Siroce distribuované a vétSinou se nachazeji v blizkosti kodujici oblasti, ale mohou byt
umistény v jiné oblasti, jako je intron, nekoddujici ¢i nepiekladand oblast. Kazdé specifické
misto MS se sklada ze dvou casti: centralni jadro a periferni boky. Specificnost MS je
zpusobena piedev§im zménou poctu opakujicich se jednotek jadra (Li et al. 2020).

Mechanismem generovani MS je vyklouznuti vlakna DNA v procesu replikace
nebo nesoulad zakladni skupiny vychlipeného vlakna (slippage strand) a komplementarniho
vlakna v procesu replikace a opravy DNA. Nasledkem muze byt absence jednotky nebo
vlozeni vice opakujicich se jednotek, (viz Obr. 7). MMR systém opravy DNA muze opravit
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chyby replikace DNA. V dusledku nedostatku funkénich MMR genti, respektive jejich
proteint, v nadorovych buikach nebo defektii v procesu replikacni opravy existuje zvysena
moznost vyskytu genové mutace. Mikrosatelitova nestabilita (MSI) je tedy dilezitym
faktorem ve vyskytu a rozvoji nadora (Latham et al. 2019; Li et al. 2020).

Replikace

—

3 5 3 5

!

Sklouznuti viakna

N

5 3 5 3
3 5 3 5
l Novy replikaéni cyklus l
5 3 5' D3 -1
3 5 3 5

Obr. 7 — Schematické zndzornéni chybného parovani nebo vyklouznuti Fetézce béhem replikace DNA,

vytvoreno pomoci Mind the Graph

2.2 Mismatch repair opravny systém

DNA MMR je multiproteinovy intracelularni proces pro rozpoznani a opravu
chybné sestavenych struktur DNA. Tyto nespravné struktury vznikaji primarné po replikaci
DNA a béhem rekombinace. V neptitomnosti normalni MMR se rychlost bunéénych mutaci
zvySuje a tento nedostatek je dolozen vysokymi trovnémi MSI, tj. inzercemi a delecemi
v repetitivnich sekvencich DNA a akumulaci jednotlivych nukleotidovych zmén, coZ u lidi
vede k predispozici pro HNPCC, autosomalné dominantnimu syndromu, ktery je
charakterizovan ¢asnym nastupem kolorektalniho karcinomu a dalsich karcinoma (Ellison
et al. 2004).

MMR obsahuje proteinovy komplex slozeny ze dvou MutS proteint, ktery
rozpoznava a vaze se na chybné pary jednoho nukleotidu a inzer¢ni-delecni smycky
v post-replikativni DNA. Homodimery sloZzené ze dvou proteinii MutL nasledné interaguji
s komplexem MutS-DNA a koordinuji nasledné opravné udalosti zahrnujici endonukleazu
MutH a nékolik dalSich proteint, které vyfiznou nenativni fetézec DNA a syntetizuji
opravenou verzi (viz Obr. 8). MutS homology (MSH2, MSH3 a MSH6) tvofi heterodimery
MSH2-MSH6 (MutSa) a MSH2-MSH3 (MutSp), které se vazou na chybné sparovanou
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DNA ,,chybové¢ specifickym® zpisobem. Heterodimery slozené z MutL. homologti (MLH1,
MLH3 a PMS1 (PMS2 u lidi)) pak interaguji s komplexy obsahujicimi MSH2 a koordinuji
nasledné opravy. Heterodimer MutLa, slozeny z MLH1 a PMS1 (PMS2 u lidi), interaguje
s MutSa 1 MutSp, zatimco heterodimer MutL, slozeny z MLH1 a MLH3, se zda byt

omezeny na interakce pouze s MutSP (Ellison et al. 2004; de Barros et al. 2018).

MutS0o(
A (MSH2/MSHS)

RFC
NNN r O NN
MutLC(
B 5fMLH1/PM52)
- RFC
NNN T Or~ NN

Excize a ligace nové vznikajiciho
vlakana

NNN . NN

Obr. 8 — Prehled mechanismu opravy DNA od rozpoznani neshody MutSo. po €xcizi a resyntézu chybného

vidkna; vytvoreno pomoci Mind the Graph

2.2.1 Gen MLH1

MLH1 (homolog mutL 1) je gen nachazejici se na tfetim chromozomu (viz Obr. 9)
kodujici DNA MMR protein MLH1. MLH1 protein spolu s proteinem PMS2 (kodovany
genem PMS2) tvofti heterodimer MutLo. Koordinuje také dalsi DNA-opravné proteinové
efektory pro opravu neshod vznikajicich béhem replikace DNA. Hypermetylace promotoru
genu MLH1 je vysoce spojena s potlaCenou expresi a je pozorovana u mnoha typl
nadorovych onemocnéni, v¢etné karcinomu zaludku, nemalobunécného karcinomu plic,
karcinomu ovarii, HNPCC a CRC. Frekvence hypermetylace promotoru MLH1 se vsak lisi
mezi typy nadori a jednotlivymi vzorky, v rozmezi od 1 % do 66,9 % u sporadického CRC
nebo od 0 % do 21,4 % u LS—-CRC (Zhou a Robertson 2016; de Barros et al. 2018; Andersen
et al. 2012).
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Obr. 9 — Chromozomovy ideogram tietiho chromozomu s oblasti genu MLHI, pievzato z: (Center, Shizuoka
Cancer 2024)

Lidsky MLHI je 756-aminokyselinovy, 84 kDa protein, ktery Ize zhruba rozd¢lit
na dvé poloviny: N-termindlni doménu (NTD), kde je soustfedéna aktivita ATPazy,
a C-terminalni doménu (CTD), coz je misto dimerizace s paralogy MLH1 (viz Obr. 10).
I kdyz ptesné detaily zistavaji nejasné, schopnost MLHI interagovat s adeninovymi
nukleotidy je dulezitym faktorem v MMR, ktery vyvolavd velké konformacni zmény
v proteinu. Mutace, které narusuji vazbu ATP nebo hydrolyzu, maji zdvazny vliv na aktivitu
MMR in vitro. Kromé toho je pro interakci MutLa s MutSa vyZadovana vazba ATP, pfi¢emz

za tuto interakci je prevazné odpovédny MLH1 (Wu et al. 2015).
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Obr. 10 — Schematické zobrazeni proteinu MLHL; vytvoreno pomoci PyMOL

Patogenni varianty genu MLH1 brani produkci proteinu MLH1 z jedné kopie genu
nebo vedou ke zméné tohoto proteinu a tim mohou ovlivnit jeho funkci. Snizeni produkce
funk¢niho proteinu MLHI1 vede ke zvySenému vyskytu neopravenych chyb DNA béhem
bunécéného déleni. Hromadici se chyby mohou zpusobit abnormalni funkci bunék a zvysit
tak riziko vzniku nadoru. Na rozdil od jinych typt karcinomi je u LS zachovana vzdy
alespon ¢aste¢na produkce funkéniho proteinu MLH1. Aktivita MMR je tedy u LS sniZena,

ale nedochazi k jeji uplné absenci (Andersen et al. 2012).

2.2.2 Gen PMS2

Gen PMS2 se nachazi na kratkém rameni chromozomu 7 a obsahuje 15 exont (Viz
Obr. 11) (Andini et al. 2023). Tento gen koéduje stejnojmenny protein, ktery je klicovou
soucasti systému opravy nespravného parovani bazi. Tento systém zajisStuje stabilitu
genomu tim, ze opravuje chyby v DNA, jako jsou nespravné sparované baze nebo malé
inzerce a delece vznikajici béhem replikace DNA a homologni rekombinace. Protein se vaze
na produkt genu MLH1 a vytvafi heterodimer MutLo, ktery je nezbytny pro fungovani
MMR.
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Obr. 11 — Chromozomovy ideogram sedmého chromozomu s oblasti genu PMS2; prevzato z: (Center,
Shizuoka Cancer 2024)

Heterodimer MutLa vykazuje endonukleazovou aktivitu, ktera je aktivovana po
rozpoznani nespravnych parti nebo smycek inzerci/deleci heterodimery MutSa a MutSp.
Tato aktivita je klicova pro odstranéni chybnych tiseklit DNA. Na C-terminalni ¢4sti proteinu
se nachazi oblast DQHA(X)2E(X)4E, ktera tvoti dileZitou soucast aktivniho mista nukleazy
(viz Obr. 12). Mutace v tomto genu jsou spojovany s dédicnym HNPCC, LS
a s Turcotovym syndromem (Gene — NCBI).

Dlouho se pfedpokladalo, ze nositelé zarode¢nych patogennich variant genu PMS2
(path PMS2) tvofi pouze malou ¢ast pacientd s LS. Nov¢jsi vyzkumy vSak odhalily, ze

frekvence path PMS2 variant v populaci je ve skutecnosti nejvyssi ze vSech Ctyf genti

MMR, piiblizné 1 z 714 (Andini et al. 2023).

A

PMS2 molekularni struktura

PMS2 1H7U

Obr. 12 — Schematické zobrazeni proteinu PMS2; vytvoieno pomoci PyMOL
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2.2.3 Gen MSH2

Gen MSH2 (mutS homolog 2), umistény na druhém chromozomu (viz Obr. 13),
poskytuje instrukce pro tvorbu proteinu, ktery hraje zasadni roli pii opravé DNA. Tento
protein pomaha opravit chyby, ke kterym dochazi pti kopirovani DNA (b&éhem replikace
DNA) pii ptipravé bunck na bunééné déleni. Protein MSH2 se spoji s jednim ze dvou dalSich
proteinti, MSHG, (viz Obr. 14) nebo MSH3 (kazdy je produkovan z jiného genu), za vzniku
komplexu dvou proteinii nazyvaného dimer. Tento komplex identifikuje mista na DNA, kde
doslo béhem replikace DNA k chybam. Dalsi skupina proteinti, dimer MLH1-PMS2, se pak
vaze na dimer MSH2 a opravuje chyby odstranénim chybné sparované DNA a replikaci
nového segmentu. Ptiblizné 20 % vSech ptipadi Lynchova syndromu s identifikovanou

variantou genu je spojeno s dédiénymi variantami v genu MSH2 (Arshita et al. 2018).

47.53 mb 47.65 mb 47.67 mb 4769 mb 47.74 mb

4764 mb 47.65mb 47.65 mb 47.7mb

MSH2

2
I HHH | | A

NM 000251

Gene
Refte M

Obr. 13 — Chromozomovy ideogram druhého chromozomu s oblasti genu MSH?2, prevzato z: (Center,
Shizuoka Cancer 2024)

2.2.4 Gen MSH6

Gen MSH6 se nachazi na druhém chromozomu (viz Obr. 14), pokryva genomovou
sekvenci o velikosti 24 kb a skladd se z 10 exond, kddujicich protein o 1360
aminokyselinach. Protein MSH6 ma pét funkénich domén. MSH6 je pseudosymetricky
s MSH2, ktery ma podobnou doménovou strukturu. MSH6 interaguje s MSH2 ve dvou
oblastech, aminokyselina (aa) 326 az 575 a aa 953 az 1360, a tvoti heterodimer MutSa, (Viz

Obr. 15) (Frederiksen et al. 2021; Arshita et al. 2018).
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Obr. 14 — Chromozomovy ideogram druhého chromozomu s oblasti genu MSH2, pievzato z: (Center,
Shizuoka Cancer 2024)

Mutace v MSH6 DNA MMR genu tvoii piiblizné¢ 18 % ptipadt LS. Zatimco
v minulosti byly primarné¢ MSH2 a MLH1 sekvenovany k identifikaci mutaci zptisobujicich
LS, v poslednich letech se MSH6 ukézal také jako vyznamny pii LS diky pokroku
v sekvenovani DNA. Nosi¢e mutace MSH6 vSak mize byt obtizné diagnostikovat, protoze

nemusi zcela spliiovat kritéria pro diagnozu LS (Frederiksen et al. 2021; Houlleberghs et al.

2017).

Molekularni struktura MutSa

Mismatch napojovaci doména

MsH2 < » 5 > MSH6

ADP Hor¢ik

Heterodimer MutSa. 208B

Obr. 15 — Schematické zobrazeni heterodimeru MutSo, sloZeného z proteinit MSH2 a MSHG;
vytvoreno pomoci PyMOL
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2.2.5 Gen EPCAM

Adhezni molekula epitelialnich bunék (EPCAM) je glykoprotein (viz Obr. 16)
o piiblizné velikosti 40 kDa, ktery byl piivodné identifikovan jako marker pro karcinom, coz
lze pficist jeho vysoké expresi U rychle proliferujicich nadorti epitelidlniho pivodu.
Nedavné poznatky odhalily vSestrannéjsi roli EPCAM, kterd neni omezena pouze
na bunécnou adhezi, ale zahrnuje rtizné procesy, jako je signalizace, migrace bunck,
proliferace a diferenciace. Exprese EPCAM na bunécném povrchu mize ve skutecnosti
branit adhezi builka-buiika. Na rozdil od normalniho epitelu, ve kterém je EPCAM
exprimovan vét§inou na bazalni nebo bazolateralni bunééné membrané, se distribuce
EPCAM u karcinomu lisi v zavislosti na typu nddoru. Napiiklad u karcinomu tlustého stteva
jsou dobfe diferencované buiiky adenokarcinomu charakterizovany homogenni
bazolateralni distribuci EPCAM, zatimco stiedn¢ diferencované builky adenokarcinomu
maji typicky membranovou, cytoplazmatickou a luminalni expresi EPCAM (Trzpis et al.
2007).

N-terminus

EPCAM 4MZV

Obr. 16 — Schematické zobrazeni proteinu EPCAM; vytvoreno pomoci PyMOL

2.3 Epimutace

Né&kolik publikaci naznacilo, Ze pfitomnost germinalnich epimutaci mliZe ptispivat
K patogenezi dédi¢nych kolorektalnich karcinomu i v pfipad¢ absence germinalni mutace

MMR genu (Ebert a Opitz 2009). Tyto epimutace zahrnuji hypermethylaci promotoru jedné
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ze zdédeéné alely daného genu S naslednym umléenim exprese této alely ve vSech
somatickych builkédch dané tkané. Jakakoliv mutace druhé alely pak muize vést k Gplné
inaktivaci dané¢ho genu a tim i1 k urychlené akumulaci potencidln¢ karcinogennich mutaci
(Zyla et al. 2021). Pokud epimutace vznika bez zjistitelné genetické zmény, je oznacovana
jako primarni. Jestlize je vyvolana genetickou zménou (obvykle v pozici — cis, tedy na stejné
allele/molekule DNA a na stejném chromozomu), je oznacovana jako sekundarni (Peltomaki
et al. 2020; Ligtenberg et al. 2009).

U genu MLH1 jsou znadmy jak primdarni, tak sekundarni epimutace, zatimco
epimutace genu MSH2 jsou sekundarni v dusledku deleci na 3" konci genu EPCAM.
Po odstranéni stop kodonu dochézi k piepisu genu EPCAM do sousedniho, strukturalné
normalniho genu MSH2, coz indukuje jeho promotorovou methylaci (Ligtenberg et al.
2009). Kvuli schopnosti uml¢et gen MSH2 je EPCAM povazovan za predispozi¢ni gen k LS
mimo dalsi jiz zminéné MMR geny (Peltomaiki et al. 2020).

Pacienti s epimutaci maji v podstaté stejny fenotyp LS jako pacienti s germinalni
mutaci, proto se doporucuje stejny lécebny postup. Zasadni rozdily vSak miizeme nalézt

v odli$nych mechanismech dédi¢nosti (Zyla et al. 2021).

2.4 Defekty v splicingu

Bé&hem splicingu dochazi k odstranéni intronti z prekurzorové molekuly mRNA
a vytvaii finalni molekulu mRNA (Sloane et al. 2014). Ptesny sestih pre-mRNA je nezbytny
pro vhodnou translaci proteinu. Zavisi na ptitomnosti konsenzualnich ,,cis“ sekvenci, které
definuji hranice exon-intron a regula¢nich sekvenci rozpoznavanych sestiihovym aparatem.
Bodové mutace v téchto konsenzualnich sekvencich mohou zplisobit nespravné rozpoznani
exonu a intronu a mohou vést k vytvofeni aberantniho transkriptu mutované¢ho genu
(Abramowicz a Gos 2018). U vyssich eukaryot pispiva splicing k vyssi diverzité tim, ze
umoziuje jednomu genu generovat vice odlisnych proteinovych izoforem (Jiang a Chen
2020).

Sestfihova mutace se mize vyskytovat v intronech i exonech a naruSovat existujici
sestfthova mista nebo sestfihové regulacni sekvence (intronové a exonické tlumice sestiithu
a zesilovace) nebo vytvaret nové (viz Obr. 17). Obvykle takové mutace vedou k chybam
béhem procesu sestfihu a mohou vést k nespravnému odstranéni intronu a tim zpisobit
zmény otevieného Cteciho rdmce. Exonické mutace, které pozmeénuji sestfih nicenim
zesilovaci exonového sestiihu (ZES) nebo vytvaifenim tlumica sestiihu exont (TES), jsou

jiz dlouho povazovany za predisponujici k lidskym onemocnénim (Casadei et al. 2019).
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Obr. 17 — Pét hlavnich podtypu alternativniho sestiihu, vytvoreno pomoci Mind the Graph
a: Konstitutivni sestiih; b: preskoceni exonu (kazetové exony); c: vzajemné se vylucujici exony, d: alternativni
5" sestrihova mista (alternativni donori); e: alternativni 3' sestrihova mista (alternativni akceptory),

f: zachovani intronu
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3 DIAGNOSTIKA LYNCHOVA SYNDROMU

Nejcastéjsim typem karcinomu u pacientti s LS je CRC a endometrialni karcinom
(EC) (Trujillo — Rojas et al. 2023). HNPCC se nemanifestuje typickymi projevy, proto je
Casté podezfeni na toto onemocnéni u pacienti s karcinomem tlustého stfeva a/nebo
pozitivni rodinnou anamnézou nebo manifestaci nadorovym onemocnénim pied 50. rokem
Zivota.
K wurceni konetné diagnézy se pouzivaji klinicka kritéria, Amsterdam a Bethesda,
v kombinaci s imunohistochemickou analyzou, testy na MSI a analyzou DNA germinalniho
genomu, aby se potvrdila pfitomnost kauzalnich variant u genii asociovanych se syndromy
nadorovych onemocnéni (Trujillo-Rojas et al. 2023; Umar et al. 2004).

Vétsina pacienti Amsterdamska kritéria nespliuje. Proto byla na konferenci
v Bethesda vypracovana kritéria — Bethesda Guidelines pro identifikaci pacientt, ktefi by
méli podstoupit dal§i geneticka vySetieni. Pro analyzu MSI postacuje spInéni jediného
z Bethesda kritérii. U nemocnych s prokazanou MSI je pak vhodné provést mutacni analyzu
MSH2 a MLH1 gent (Umar et al. 2004).

3.1 Amsterdamska Kritéria

V roce 1991 byla publikovana kritéria Amsterdam 1 (viz Tab. 2), ktera byla
stanovena jako minimdlni klinicka kritéria pro identifikaci pacientii a rodin s vysokym
rizikem LS. Tato kritéria byla vytvofena s cilem poskytnout spoleéné pokyny pro vybér
rodin pro vyzkum a pro porovnani vysledki mezi studiemi. Z tohoto ditvodu kritéria kladla
vétsi diiraz na specifitu neZ na senzitivitu. Aplikace téchto kritérii na klinickou diagnostiku
vedla k vylouceni vice nez 50 % piipadu (Trujillo — Rojas et al. 2023). Kvili obavam, ze
jsou tato kritéria az pfili$ pfisna byla v roce 1999 stanovena aktualizovana Amsterdamska II
kritéria (viz Tab. 3). Kritéria Amsterdam II zahrnuji n€které extraintestinalni karcinomy
bézné se vyskytujici u LS jako tzv. kvalifikaéni nadory — zejména karcinom endometria,
tenkého stfeva, mocovodu nebo ledvinné panvicky. Vétsina odbornikd dnes rozsituje
spektrum nadort spojenych s LS, aby zahrnovalo i karcinom ovarii, Zzaludku,

hepatobiliarniho traktu a mozku (Giardiello et al. 2014).

Tab. 2: Amsterdamska kritéria I

1. V rodin€ jsou alespon tii pacienti s karcinomem tlustého stfeva, pficemz jeden

z nich je pfibuzny prvniho stupné ostatnich dvou.
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2. Jsou postizeny alespon dvé generace.

3. Alespon jeden nemocny byl mladsi 50 let v dob¢ diagndzy.

4. Nador byl verifikovan patologem.

5. Je vyloucena familiarni adenomatdzni polypoza.

Tab. 3: Amsterdamskd kritéria I

1. Vroding jsou alespon tii ptibuzni s nddorovym onemocnénim spojenym s HNPCC
(kolorektalni karcinom, karcinom endometria, tenkého stieva, mocovodu
a ledvinné panvicky), pficemz jeden z nich je piibuzny prvniho stupné ostatnich

dvou.

2. Jsou postizeny alespon dvé generace.

3. Alespon jeden nemocny byl mladsi 50 let v dob¢ diagnézy.

4. Nador byl verifikovan patologem.

5. Je vyloucena familiarni adenomatdzni polypoza.

3.2 Bethesda Guidelines

Revidovana Bethesda kritéria (viz Tab. 4) ptedstavuji tieti soubor klinicko —
patologickych kritérii, kterd byla vytvofena za Ucelem identifikace jedincl, u nichZ je
vhodné provést vysetieni na LS (Umar et al. 2004). Puvodni a revidovana Bethesda kritéria
byla vytvotena za ucelem identifikace rodin s LS prostfednictvim kategorizace piipadiit CRC
v komunitnim prostfedi na zakladé molekularniho hodnoceni pomoci testovani MSI nebo
analyzy IHC. Zavedeni testovani stavu DNA MMR do Bethesda kritérii u CRC
diagnostikovanych v mladém véku a/nebo v souvislosti se zatizenou osobni ¢i rodinnou
anamnézou byla navrzena tak, aby poskytla dostatecné citlivy test na LS, pficemz vylouci

CRC, které nejsou zptuisobeny zarode¢nymi mutacemi v MMR genech (Jenkins et al. 2007).
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Odhaduje se, ze Bethesda kritéria by mohla pokryt 15-20 % celkového zatiZzeni
CRC. Vice studii nasledné potvrdilo klinicky pfinos revidovanych Bethesda kritérii
a potvrdilo, Ze tato doporuceni predstavuji efektivni, ndkladove tisporny a ptesny zptisob,
jak identifikovat pacienty ohrozené HNPCC (Mukherjee et al. 2010). Bethesda kritéria maji
nizsi citlivost pii identifikaci mutaci MSH6 nebo PMS2 (Sjursen et al. 2010).
Tab. 4: Bethesda guidelines

1. Kolorektalni karcinom diagnostikovany u pacienta mladsiho 50 let.

2. Ptitomnost synchronnich nebo metachronnich karcinomu stfev a jinych nadort
spojenych s HNPCC (napt. karcinom kolorekta, endometria, zaludku, tenkého
stieva, ovaria, pankreatu, ureteru, ledvinné panvicky, biliarniho traktu, mozku—
glioblastom, klize—adenomy sebacedznich 714z a keratoakanthomy), bez ohledu na

veék.

3. Kolorektalni karcinom s histologii odpovidajici vysokému stupni MSI,
diagnostikovany u pacienta mladsiho 60 let (pfitomnost tumor—infiltrujicich
lymfocytl, lymfocytarni reakce podobna Crohnové chorobé, mucindzni charakter,

medularni rast, prstencové (signet ring) buiikky v nadoru).

4. Kolorektalni karcinom diagnostikovany u jednoho nebo vice ptibuznych prvniho
stupné s nadorem charakteristickym pro HNPCC, ptficemz jeden z nadort byl

diagnostikovan ptred 50. rokem véku.

5. Kolorektalni karcinom diagnostikovany u dvou nebo vice ptibuznych prvniho

nebo druhého stupné s nddory spojenymi s HNPCC, bez ohledu na v¢k.

3.3 Imunohistochemicka analyza

Diilkazy o pfitomnosti potencialné patogennich variantach zpusobujicich LS Ize
ziskat provedenim analyzy MSI pomoci DNA izolované z nadort. Levnéjsi a méné naro¢nou
metodou je vSak IHC zamétend na MMR proteiny, protoZe absence alespoii jednoho proteinu
naznacuje pritomnost defektu v systému opravy nespravného parovani DNA (Eikenboom et
al. 2022). THC je pomérné citlivym a specifickym ukazatelem. U nadori s funkénim MMR
systémem bude mozné pozorovat jaderné barveni vSech Ctyf proteint. Nadory s deficitem
MMR budou vykazovat ztratu (obvykle Uplnou) jaderného barveni jednoho nebo vice

proteinu, (viz Obr. 18) (Samowitz 2015).
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Citlivost IHC testu pro identifikaci pacientii s prokazanym LS byla odhadnuta na
83-100 %, v zavislosti na konkrétnich studiich. Nékteré vzorce exprese vsak mohou vést
k chybnym interpretacim. Zachovana exprese proteinu (difuzni silné intaktni barveni) je
zdokumentovéana v nékterych ptipadech mutace MLH1 nebo hypermetylace, ale mize byt

nalezena u vSech ¢tyf MMR genu (Leclerc et al. 2021).

Obr. 18 — THC vysetieni exprese MMR proteinii Z biopsie nadoru; pievzato z: (Sui QQ at al. 2019)
Ztrata exprese MLHI (a) a PMS2 (b) v nddorovych buiikdch, ztrata exprese nebyla pozoroviana u MSH2 (c)
ani MSHG6 (d). MéFitko = 200 um.

3.4 Molekularné geneticka analyza

Molekularni diagnostika by méla byt provedena u pacientil a jejich rodin, u nichz
byla zjisténa vysokda mira MSI a/nebo absence exprese alesponl jednoho proteinu MMR.
Diagnosticky pfistup by mél byt komplexni, protoze zadna samostatnd metoda nedokaze
pfesné detekovat vS§echny moZzné mutace v MMR genech. Pokud je v rodin€ znama mutace,
meéla by byt zvolena odpovidajici diagnostickd metoda podle jejiho typu. V ptipadé nezndmé
mutace by mély byt pouzity metody umoznujici genové sekvenovani (Sobocinska et al.
2020).

Sekvenovani pomoci multigenového panelu se stalo klinicky praktickym diky
nastupu NGS. NGS umoziiuyje souc¢asnou kombinaci nékolika gent spojenych s CRC, véetné
MMR genii a mnoha dalsich (Chen a Frankel 2019). NGS, které je zaloZeno na masivné
paralelnim sekvenovani, zptisobilo revoluci v molekularni diagnostice v mnoha klinickych

oblastech diky své schopnosti sekvenovat nékolik milionti nukleotidd v jednom b¢hu.
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Technologie NGS vyznamné zvysila pocet sekvenovanych gent, snizila naklady a zvysila
citlivost detekce mutaci (Kasubova et al. 2018).

Multiplexni ligazova amplifikace sond (MLPA) je dalsi pouzivanou metodou
v diagnostice LS a umoziuje detekci vyznamnych strukturnich mutaci, jako jsou genomové
delece, duplikace nebo ptestavby jednoho ¢i vice exond, které tvoii od 5 % do 20 % vSech
mutaci v MMR genech. V MLPA misto sekvenovani DNA dochazi k amplifikaci sond. Na
konci analyzy se vyhodnocuje vzorec piki, ktery ukazuje, které sekvence vykazuji
nespravny pocet kopii (Sobocinska et al. 2020).

Dalsi pouzivanou metodou je dideoxysekvenovani podle Sangera. Princip je
zalozen na ukonCeni fetézce pouzitim fluorescenéné oznacenych dideoxynukleotidl
a kapilarni elektroforézy, coz tuto metodu Cini robustni a spolehlivou, ale také pracnou
a nakladnou. Hlavnim omezenim je pocet sekvenovanych bazovych pari v jednom béhu

sekvenovani (Kasubova et al. 2018).

40



4 PRAKTICKA CAST

LS je nejcastéjsi dédi¢nou predispozici k CRC a dal$im malignitam, jehoz
diagnostika a geneticka analyza jsou klicové pro identifikaci nositelii patogennich variant.
Cilem praktické ¢asti je analyza zarodecnych variant v genech spojenych s LS pomoci dvou
molekuldrné genetickych metod: NGS a digitalni multiplexni ligdzové amplifikace sond
(dMLPA).

NGS umoziiuje detailni charakterizaci  genetickych  variant, vcetné
jedno-nukleotidovych polymorfismia a malych inserci ¢i deleci, zatimco dMLPA je vhodna
pro detekci velkych deleci ¢i duplikaci. Kombinaci téchto metod Ize ziskat komplexni
ptehled o genetickych zménach, které mohou byt pficinou LS.

V této Casti prace jsou popsany jednotlivé kroky laboratorni analyzy, zahrnujici
izolaci DNA, pfipravu sekvenacnich knihoven, obohaceni cilovych oblasti, sekvenovani
a nasledné bioinformatické zpracovani dat. Vysledky jsou nasledné statisticky vyhodnoceny
a vizualizovany s cilem interpretovat detekované varianty a jejich klinicky vyznam.

Pro zjednoduSeni jsou zde uvedeny pouze zkracené verze experimentalnich
postuptl. Podrobné protokoly ke vSem pouzitym metoddm jsou k dispozici na nasledujicich

odkazech: https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/G9702-90000.pdf

a https://support.mrcholland.com/downloads/files/digitalmlpa-general-protocol/download

4.1 Sekvenovani nové generace

Tento protokol popisuje ptipravu sekvenacnich knihoven pro platformy Illumina
s vyuzitim hybridizaéniho obohaceni cilovych oblasti (viz Obr. 19). Postup umoziuje
selektivni zachyceni cilovych sekvenci genomové DNA (gDNA) a jejich ptipravu pro NGS.

Genom lPiid:’mj adaptért

Hybridizace
TIIITTT T knihovny

Fragmentace DNA Ligace adaptéri . Mistkova
f DNA knihovna amplifikace

Zarovnana sekvence
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fluorescenénich
T zua:“:ekuukleoudﬁlA L @ @

Sbér dat
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+— 0000
Analyza dat O Sekvenéni cyklus

Obr. 19 — Schéma krokii sekvenovani pomoci platformy Illumina; vytvoreno pomoci Mind the Graph
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4.1.1 Enzymaticka fragmentace DNA

Enzymatickd fragmentace DNA predstavuje alternativni metodu k mechanické
fragmentaci a je zvlasté vhodna pro vzorky s nizsi kvalitou DNA, naptiklad DNA izolovanou
z formalinem fixovanych a parafinem zalitych (FFPE) tkéni. Tato metoda vyuziva
enzymatické stépeni DNA, které umoziiuje regulaci délky vyslednych fragmentti na zakladé
doby inkubace (viz Tab. 5).

Enzymatickd fragmentace probiha za piitomnosti specifické enzymatické smési,
ktera rozklada dvoufetézcovou DNA na mensi fragmenty o definované velikosti. Velikost
vyslednych fragmentli je ur¢ena dobou inkubace pii 37 °C, pticemz delsi inkubace vede
k mensim fragmentim.

Tab. 5: Délka fragmentace a velikost fragmentii

NGS ¢teni cilova velikost délka inkubace délka inkubace (37 °C) —
fragmenti (bp) (37 °C) — vysoce FFPE DNA
kvalitni DNA
2 x 100 bp 150-200 bp 15 minut 15 minut
2 x 150 bp 180-250 bp 10 minut 15 minut

1. Priprava vzorku
e Do reakcni smési bylo pipetovano 10-200 ng gDNA v objemu 7 pl.
e DNA muze byt nafedéna v nukleazové Cisté vod¢é nebo v 1x Low TE bufferu (10
mM Tris-HCI, pH 7,5-8,0, 0,1 mM EDTA).
e Pokud je koncentrace DNA pfili§ nizkd, je doporuceno jeji zahuSténi vhodnou
metodou.
2. Priprava enzymatické reakce
e Reakéni smés byla pfipravena smichanim DNA se 2 pl 5x SureSelect Fragmentation
Buffer a 1 pl SureSelect Fragmentation Enzyme.
e Smés byla dikladn€ promichdna kratkym vortexovanim.
3. Inkubace v termocykleru
e 37 °C — variabilni délka inkubace v zavislosti na pozadované velikosti fragmentt
(viz Tab. 5).
e 65 °C po dobu 5 minut — inaktivace enzymu.
e 4 °C —uchovani vzorku pied dal§im zpracovanim.

4. Uprava reakéniho objemu
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4.1.2 Priprava sekvenacni knihovny

Ptiprava sekvenacni knihovny je kli¢ovym krokem pti analyze DNA pomoci NGS.
Tento proces zahrnuje nékolik postupnych krokt, které umoznuji oSetieni konci DNA,

ligaci adaptért, selekci fragmentii pozadované velikosti a amplifikaci knihovny.

1. Uprava DNA
e Oprava koncli DNA — odstranéni poSkozeni DNA a sjednoceni koncii pro dalsi
kroky.
e A-tailing (pfidani adeninovych nukleotidl na 3’ konec) — umoziuje ligaci adaptért
s odpovidajici T — pfipravenou sekvenci.
2. Ligace adaptéru
e Sekvenéni primery — nutné pro navazani na sekvenac¢ni flow-cell.
e Molekularni ¢arové kody (Unique Molecular Identifiers, UMI) — umoziuji sledovani
jednotlivych molekul DNA a eliminaci chyb zptisobenych PCR duplikaty.
e Indexové sekvence (barcodes) — umoznuji multiplexovani vzorkd v ramci jedné
sekvenacni drahy.
3. Cisténi knihovny pomoci magnetickych &astic
Po ligaci adaptéri bylo nutné odstranit nevyuzité adaptéry a kratké fragmenty
DNA. K tomu byl pouzit systém AMPure XP bead, ktery umoziuje velikostni selekci DNA
fragmentl na zaklad¢ rozdilné vazby na magnetické Castice.
4. PCR amplifikace knihovny
Aby bylo zajisténo dostate¢né mnozstvi DNA pro hybridizaci, probéhla
amplifikace knihovny pomoci PCR. Pocet cykli byl optimalizovan v zavislosti na vychozim
mnozstvi DNA (bézné 6—12 cykl). PCR smés obsahovala:
e SureSelect PCR Master Mix — polymerazova smés ur¢ena pro NGS aplikace.
e Indexovaci primery — umoznujici specifickou amplifikaci knihovny.

5. Kvantifikace a kontrola kvality knihovny

4.1.3 Hybridizace a obohaceni cilovych oblasti

Tento postup umoziuje selektivni zachyceni specifickych sekvenci gDNA, které
jsou relevantni pro analyzu a eliminuje nepotiebné oblasti genomu. V této préci byl pouzit
SureSelectXT HS Target Enrichment System (Agilent), ktery vyuziva biotinylované sondy
k hybridizaci cilovych oblasti a jejich nasledné izolaci pomoci streptavidinovych

magnetickych kulicek.
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1. Hybridizace s biotinylovanymi sondami
Hybridizace je proces, pii kterém se jednovldknovd DNA knihovny véze na
specifické sondy, které jsou navrzeny tak, aby komplementarné rozpoznaly sekvence zajmu.
Tyto sondy jsou znac¢ené biotinem, coz umoziuje jejich nasledné selektivni zachyceni.
2. Zachyceni hybridizovanych fragmenti pomoci streptavidinovych magnetickych
kulic¢ek
e Piidani streptavidinovych kulicek.
e Magneticka separace.
e Promyti a odstranéni nespecificky vazanych sekvenci.
3. Post-hybridiza¢ni amplifikace knihovny
Po zachyceni cilovych fragmenti je nutné provést PCR amplifikaci, ktera zajisti

dostate¢né mnozstvi DNA pro nasledné sekvenovani.

4.1.4 Priprava na sekvenovani

Po Gspésném obohaceni cilovych oblasti a amplifikaci knihovny je nutné provést
finalni pfipravu vzorki pro sekvenovani na platformé Illumina.
o Kuvantifikace a kontrola kvality knihovny.
e Pooling vzorkl (kombinace vice knihoven pro multiplexni analyzu).
e Denaturace a fedéni knihovny na pozadovanou koncentraci.

e Piiprava sekvenacni smési a Vlozeni na sekvenator.

4.1.5 Prubéh sekvenace

Po spusténi sekvena¢niho b&hu probiha automatickd syntéza DNA a cCteni
nukleotidii metodou reverzibilni terminace fluorescenc¢nich nukleotidd (Illumina SBS —
Sequencing by Synthesis).

1. Imobilizace DNA na flowcell
e Amplifikované DNA fragmenty jsou navazany na povrch flow cell pomoci adaptéri.
2. Bridge PCR (klonalni amplifikace)
e DNA je amplifikovana, aby se vytvofily clustery dostatecné silné pro detekci.
3. Sekvenacni cykly
e Inkorporace fluorescencniho nukleotidu — pouze jeden nukleotid je ptidan k fetézci.
e Detekce signalu — laser osviti flow cell a systém zaznamend fluorescen¢ni signal.
e Odstranéni blokovaci skupiny —umoziiuje ptidani dalSiho nukleotidu v dal$im cyklu.

4. Dokonceni béhu
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Jakmile je dosazeno pozadované délky ¢teni, systém ukonéi sekvenovani a vytvori
se z nezpracovanych tzv. RAW dat (.bcl) ze sekvenatoru, standardni vystup sekvenacnich
dat ve formatu FASTQ (.fastq nebo fastq.gz), které jsou zakladnim vystupem vhodnym pro

nasledné bioinformatické nastroje (napf. alignment, variant calling).

4.1.6 Hodnoceni a analyza dat

Analyza dat ziskanych pomoci NGS je vicestupniovy proces, jehoz cilem je
extrahovat biologicky relevantni informace z rozsahlych sekvenacnich souborii. Po ziskéani
surovych sekvenacnich dat je prvnim krokem primarni analyza, kterd zahrnuje
demultiplexaci, odstranéni technickych artefaktli a kontrolu kvality sekvenac¢nich Cteni.
Nasleduje sekundarni analyza, béhem niz jsou sekvence zarovnany k referen¢nimu genomu
a jsou identifikovany genetické varianty, jako jsou SNP, inzerce, delece ¢i strukturdlni
zmény (viz Obr. 20). K finalnimu zpracovani dat dochazi béhem terciarni analyzy (viz Obr.
21), kdy jsou genetické varianty funkéné anotovany, porovnavany s databazemi
a interpretovany v kontextu biologického nebo klinického vyznamu. Cely proces vyzaduje
kombinaci bioinformatickych néstroji a statistickych metod pro zajiSténi ptesnosti,

spolehlivosti a interpretovatelnosti vysledka (Thermo Fisher Scientific — CZ 2025).

SV Details | | Transcripts I CNV Classification Pathogenic I:,-“, cations I Known CNVs | | Sample Vies CNV Plot | | CNV Browser

CNV Browser 17:43,011,007
hg32 :

swend 1 | I IDa I I I . | show all

chr17: 43 133 07¢

+ cnvcalis

+ Runs of Homozygasity

+ Read Ratio

Obr. 20 — Zobrazeni heterozygotni rozsdhlé delece v genu BRCAL zahrnujici exony 5-14 pomoci
bioinformatické CNV analyzy z NGS dat nastrojem Varsome Clinical (Saphetor); Screenshot softwaru

pouzitého v laboratori
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Obr. 21 — Zobrazent sekunddrni a tercidlni analyzy NGS dat pomoci ndstroje Varsome Clinical (Saphetor);

Screenshot softwaru pouzitého v laboratori

Bioinformaticka analyza variant se fidi standardizovanymi kritérii stanovenymi
American College of Medical Genetics and Genomics ve spolupraci s Association for
Molecular Pathology. Tento systém klasifikace genetickych variant rozd€luje nalezené
zmény do péti kategorii: patogenni, pravdépodobné patogenni, varianty nejasného vyznamu
(VUS), pravdépodobné benigni a benigni. Hodnoceni variant vychazi z kombinace
populac¢nich frekvenci, funkénich studii, klinické korelace a bioinformatickych predikei,
které posuzuji konzervativnost sekvence a mozné dopady na protein (Harrison et al. 2019).
Alternativné 1ze vyuZit i systém ABC, ktery umoZiiuje podrobnéjsi hodnoceni variant, véetné
CNV nebo regulac¢nich oblasti. Tento systém kombinuje funkéni hodnoceni varianty
(biologicky dopad) a klinickou penetranci, ¢imz rozdé€luje varianty do piesnéji definovanych
skupin (Houge et al. 2021). Varianty klasifikované jako VUS vyzaduji dals$i vyzkum a jejich
vyznam se miiZze v prub¢hu ¢asu meénit s pfibyvajicimi poznatky. Pro spravnou interpretaci
dat je nezbytné vyuzivat databaze jako ClinVar, které umoziuji sdileni informaci mezi
laboratofemi a usnadiuji rozhodovaci procesy v klinické genetice (VarSome & VarSome
Clinical 2021p).

4.2 Digitalni multiplexni ligazova amplifikace sond

dMLPA je semi—kvantitativni metoda, ktera kombinuje robustnost klasické MLPA
s vysokokapacitnim NGS (viz Obr. 22). Tato technologie umoznuje piesnou detekci zmén
poctu kopii DNA (CNV) a piitomnost specifickych mutaci v Sirokém spektru genetickych
oblasti. Hlavni vyhodou dMLPA je schopnost analyzovat vice nez 1000 cilovych sekvenci

v jednom multiplexnim PCR experimentu, pfi¢emz amplikonové produkty jsou nasledné
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kvantifikovany pomoci sekvenovani na platformé Illumina (Protocols & Manuals — MRC
Holland Support 2024).

I r ==
EEEE—— Coffalyser
— — —» — - digitalMLPA
- I commo e coune

TICCTA_ ATGCA_ TACCG.
ATACCG..ATGCA. CCTCT.

Obr. 22 — Pracovni postup dMLPA; (BV, MRC Holland 2024)

4.2.1 Priprava DNA

e Ve zkumavce bylo smichdno 4 pul DNA vzorku s 2 pl unikatniho barcode roztoku,
ktery umoziuje rozliSeni jednotlivych vzorkli béhem sekvenace.

e Inkubace v termocykleru:
: 98 °C na 10 minut — denaturace dvousroubovicové DNA pro umoznéni vazby sond.

: ochlazeni na 25 °C — stabilizace vzorku pifed hybridizaci sond.

4.2.2 Hybridizace sond

Hybridizace je krok, pfi kterém se specifické oligonukleotidové sondy vazou na
komplementarni sekvence DNA vzorku (viz Obr. 23). Tento proces zajistuje specifitu

analyzy a umoziuje detekci cilovych sekvenci.

2 vazebné misto pro primer

1 vazebné misto pro primer Proba 1 Proba 2

I

—_— — ‘— Vyplhova

T sekvence

Sekvence zajmu

Obr. 23 — Schéma hybridizace oligonukleotidovych sond na komplementdrni sekvence DNA vzorku;

vytvoreno pomoci Mind the Graph

1. Priprava hybridiza¢ni smési
Pro kazdy vzorek byl ptipraven PCR mix smichdnim nésledujicich reagencii, aby
vznikly 3 pl hybridiza¢ni smési.
e 1,5 ul digitalMLPA probemix (obsahuje cilové sondy specifické pro analyzované
oblasti DNA).
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e 1,5 ul MLPA hybridiza¢ni puft (zajist'uje optimalni podminky pro vazbu sond).
2. Hybridizacni reakce
e 3 ul hybridizacni smési bylo pfidano k 6 pl denaturované DNA.
e Vzorek byl promichan kratkym zvortexovanim.
e Sm¢s byla umisténa do termocykleru, kde probéhla hybridiza¢ni reakce.
: 95 °C na 1 minutu — aktivace hybridizac¢ni reakce a odstranéni nespecifickych
interakci.
: 60 °C po dobu 16-20 hodin — umoznuje Gplnou a specifickou hybridizaci sond
s cilovymi sekvencemi DNA.
Béhem této inkubace se jednotlivé pary oligonukleotidovych sond vadzou na
komplementarni sekvence v genomové DNA, pficemz kazdd dvojice se umisti v t€sné

blizkosti, coz je zasadni pro nésledny ligovaci krok.

4.2.3 Ligace hybridizovanych sond

Béhem ligace se spravné hybridizované sondy spoji do jednoho fragmentu pomoci
enzymu Ligase-65. Pouze Gspésné hybridizované sondy mohou byt ligovany, coz zajist'uje

vysokou specifitu metody.

4.2.4 PCR amplifikace ligovanych sond

PCR amplifikace umoziuje namnozeni ligovanych sond za pouziti specifickych
primerti a polymerazy. Tento krok umoznuje naslednou detekci amplifikovanych fragmentt
pomoci sekvenovani.

1. Priprava PCR reakce
Pro kazdy vzorek byla pripravena PCR sm¢és o celkovém objemu 10 pl.
e 7 ul ultrapure H20 — pro doplnéni objemu reakce.
e 2 ul PCR Primer mix P5SP7 — smés primeri specifickych pro amplifikaci ligovanych
sond.
e 1 ul Polymerase — DNA polymeraza ur¢ena pro PCR reakci.
2. PCR amplifikace
e Inicializace polymerazy:
: 65 °C po dobu 1 min.
e Amplifikacni cykly:
: 95 °C po dobu 30 s (denaturace DNA).
: 65 °C po dobu 40 s (nasedani primertt).
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: 72 °C po dobu 90 s (elongace DNA polymerazou).
e Ukonceni reakce:

: 15 °C pauza — stabilizace reakce pted dalSim zpracovanim.

4.2.5 Priprava sekvenaéni knihovny

Ptiprava sekvenacni knihovny byla provedena podle protokolu pouzité platformy—

Illumina (viz str. 43).

4.2.6 Sekvenovani

Po uspésné amplifikaci ligovanych sond je dalSim krokem sekvenovani, které
umoziuje presnou kvantifikaci jednotlivych amplikonti a nasledné uréeni CNV. dMLPA
vyuziva sekvenaéni platformu IHlumina NGS sekvenovani, které umoziuje vysoce paralelni

¢teni kratkych DNA fragmentu (viz str. 44).

4.2.7 Hodnoceni a analyza dat

Pro analyzu dat ziskanych digitalni dMLPA byl pouzit software Coffalyser
digitalMLPA™_ vyvinuty spole¢nosti MRC Holland. Hodnoceni dat probihda v nékolika
fazich. Nejprve dochéazi k importu FASTQ souborti, z nichz software extrahuje relevantni
¢teni a provadi jejich pfedzpracovani. Nasledné je aplikovan pokrocily systém normalizace,
ktery zahrnuje intra-sample a inter-sample korekce, ¢imz se eliminuji technické variability
mezi jednotlivymi vzorky a kontrolnimi vzory. Dal§im krokem je vypocet poméru kopii
jednotlivych sond, kde software automaticky identifikuje delece nebo duplikace na zakladé
odchylek v signalu oproti referen¢nim vzorkum (viz Obr. 24). Kromé kvantifikace software
provadi i komplexni kontrolu kvality, ktera zahrnuje hodnoceni konzistence reakce a kvality
vstupnich dat. Vystupem analyzy je podrobny report obsahujici vizualizace se statistickym
vyhodnocenim jednotlivych variant (Coffalyser digitalMLPA — MRC Holland 2024).

Pfi hodnoceni dat z dMLPA je nezbytné vénovat zvySenou pozornost nékolika
faktorim, které mohou ovlivnit spravnou interpretaci vysledkti. Moznym problémem mohou
byt pseudogeny, napiiklad v genu PMS2, které mohou interferovat s analyzou a vést
k nespravnym zavérim. Dale je nutno zohlednit benigni kratkonukleotidové delece, které se
Casto vyskytuji a mohou byt chybné interpretovany. Homopolymery piedstavuji dalsi
problém, nebot mohou zplsobovat chyby pii amplifikaci DNA polymerazou. Dal§im
omezenim jsou ,,hlucha® a neunikatni mista, pro kterd je obtizné navrhnout specifické

primery. V takovych piipadech je vhodné nejprve provést longread sekvenovani a nasledné
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ov¢tit vysledky Sangerovou metodou. Nékteré nedostatky lze ¢asteéné eliminovat pouZzitim
exon-proximalnich sond pokryvajicich i intronové oblasti, ¢imz je umoznéna komplexnégjsi
NGS analyza vcetné detekce CNV v jednom kroku NGS. Timto procesem muze byt
nahrazena metoda dMLPA nebo naopak exon-proximalni proby jsou nabohaceny v genech,
pro které neexistuje komeréné dostupny MLPA ¢i dMLPA probemix.
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Obr. 24 —Vzorovy vysledkovy report vysSetieni pomoci dAMLPA (ukdzka heterozygotni delece v genu BRCA1);

Screenshot softwaru pouzitého v laboratori

4.3 Vysledky analyz

Celkem bylo vysetfeno 576 pacientl riznych vékovych skupin (viz Graf 1), z nichz
458 byly zeny (viz Graf 2) a 118 muzi (viz Graf 3). Hodnoceni ziskanych dat se zaméfovalo
na identifikaci genetickych variant predisponujicich k LS s vyuzitim metod molekularni
biologie, pficemz zvlastni diraz byl kladen na detekci deleci, duplikaci a dalSich
strukturdlnich variant. Nalezené vysledky byly ndsledné zatazeny do péti kategorii: (1) Class
4-5 v indikovanych genech a genech skupiny A, (2) Class 3 v indikovaném genu, (3) Class
3 VUS v genech skupiny A, (4) Class 4-5 v genech skupiny B a (5) Class 3 v genech skupiny

B. Skupina A zahrnuje jasn€ relevantni geny spojené s onemocnénim LS, zatimco skupina
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B oznacuje vyzkumné geny, jejichz role v patogenezi onemocnéni dosud neni pln€ objasnéna

(viz Tab. 6).

Tab. 6: Rozdeleni genii, analyzovanych pomoci specifickych sond, do skupin.

geny

geny skupiny A

geny skupiny B

AIP, APC, ATM, BAP1, BARD1, BLM,
BMPR1A, BRCA1l, BRCAZ2, BRIP1,
CDH1, CDK4, CDKNZ2A, CHEK2,
EPCAM, ERCC2, ERCC3, FANCC, FH,
FLCN, KIT, MEN1, MET, MLH1, MLH3,
MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, NF1, NF2,
NTHL1, PALB2, PMS2, POLD1, POLE,
PRKAR1A, PTCH1, PTEN, RADS5O0,
RAD51C, RAD51D, RB1, RECQL,
RECQL4, RET, SDHB, SLX4, SMAD4,
SMARCA4, SPINK1, STK11, SUFU,
TP53, TSC1, TSC2, VHL, WRN, WT1

ABRAXAS1, ALK, APEX1, ATMIN,

ATR, ATRIP, AURKA, AXIN],
BABAM1, BABAM2, BRAP, BRCCS,
BUB1B, CASP8, CCND1, CDCT73,

CDKN1B, CDKNI1C, CEBPA, CHEKI,
CLSPN, CSMD3, CSNK1E, CYLD,
DCLREI1C, DDB2, DHFR, DICERL1, DIS3,
DIS3L2, DMBT1, DNAJC21, DPYD,
EGFR, EGR1, EMSY, EPHX1, EPOR,
ERCC1, ERCC4, ERCC5, ERCC6, ESR1,
ESR2, EXO1, EXT1, EZH2, FAAP24,
FAN1, FANCA, FANCB, FANCD?2,
FANCE, FANCF, FANCG, FANCI,
FANCL, FANCM, FBXW7, GADD45A,
GADD45G, GATA2, GPC3, GRBY,
HELQ, HNF1A, HOXB13, HRAS, HUSI,
HUS1B, KAT5, KCNJ5, LIG1, LIGS,
LIG4, LMO1, LMO3, LRIG1, MAX,
MCPH1, MDC1, MDM2, MDM4, MGMT,
MMP8, MPL, MRE1l1l, MSH3, MSHS,
MST1R, MTCP1, NAT1, NCAM1,
NHEJ1, NSD1, OGG1, PARP1, PARP2,
PAXIP1, PCNA, PHB1, PHB2, PHOX2B,
PIK3CA, PIK3CG, PLA2G2A, PMS],
POLB, PPM1D, PREX1, PREX2, PRF1,
PRKDC, PTCHZ2, PTTG1, RAD1, RAD17,
RAD18, RAD23A, RAD23B, RADS5]1,
RAD51AP1, RAD51B, RAD52, RAD54B,
RAD54L, RAD9A, RBBP8, RBL1,
RECQL5, REV3L, RFC1, RFC2, RFC4,
RHBDF1, RHBDF2, RNF168, RNF169,
RNF8, ROS1, RPA1l, RUNX1, SBDS,
SCARA5, SDHAF2, SDHC, SDHD,
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SETX, SHPRH, SMARCB1, SMARCEL,
SPRED1, SPRED2, SSC5D, TCLI1A,
TELOZ, TERF2, TERT, TLR2,
TMEM127, TOPBP1, TOX2, TP53BP1,
TP73, TRRAP, UBE2A, UBE2I, UBE2V?2,
UBE4B, UIMC1, VHLL, XPA, XPC,
XRCC1, XRCC2, XRCC3, XRCC5,
XRCC6, ZNF350

Graf 1: Profil vekovych skupin vysetrovanych pacientii
Celkovy pocet pacientl riznych vékovych skupin
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Pocet pacientli

Rok narozeni
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Graf 2: Pocet pacientek s uvedenym vekem v dobé diagnozy
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Graf 3: Pocet pacientii s uvedenym vekem v dobé diagnozy
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V ramci praktické ¢asti prace byla testovana hypotéza, zda piitomnost kauzalnich
variant (Class 4-5) v genech skupiny A a B, nebo pouze ve skupiné A, piipadné v kombinaci
s variantami nejasné¢ho vyznamu (VUS, Class 3) ve skupiné A, ma vliv na vék manifestace

nadorového onemocnéni u pacientll s podezienim na dédicny nddorovy syndrom. Tato
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hypotéza predpoklada, ze varianty Class 4-5 v genech skupiny A i B mohou korelovat
VUS ve stejné skupiné miize ovlivnit cas manifestace onemocnéni.

V kategorii (1) byla u 7 % pacientl identifikovéna kauzalni genetickéd varianta.
Analyza odhalila pfitomnost variant v genech APC, TP53, BARD1 a NTHL1, kter¢ se
vyskytovaly vyhradné v kombinaci s variantou v jiném genu. Déle byly detekovany varianty
v genech ATM, BRCAL a MUTYH, jezZ se ve vysoké mife nachazely soucasné s variantou
v jiném genu (viz Graf 4). Nejcastéji detekovanymi geny s pozitivnim nalezem v Class 4 —
5 byly BRCA1, ktery piedstavoval 21 % ze vSech analyzovanych genti, a MUTYH, jehoz
podil ¢inil 10 %.

Graf 4: Nalezené varianty v genech kategorie (1)
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U 14 % vySetienych pacientii byla v ramci kategorie (2) identifikovana kauzalni
varianta. V této skupiné se varianty v genech FH vyskytovaly vyhradné ve spojeni s dalsi
variantou v jiném genu. Kromé toho byly zaznamenany sekvencni varianty v genech
SPINK1, NTHL1 a ERCC3, které se ve vysokém procentu piipadi objevovaly soucasné
s jinou variantou (viz Graf 5). Geny s nejvyssim podilem pozitivnich nalezti zahrnovaly
CHEK?2, ktery byl detekovan ve 14 % vsech analyzovanych ptipadi, a MUTYH, jenz se
vyskytoval u 12 % piipadu.

54



Graf 5: Nalezené varianty v genech kategorie (2)
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U 28 % vySettenych pacientd byla v ramci kategorie (3) identifikovana kauzalni
varianta. V této skupin¢ se varianty v genech RECQL, BARD1, CDH1, CDK4, FH,
SMARCA4, TSC1, CDKNZ2A a FLCN vyskytovaly vyhradné ve spojeni s jinou variantou
v odlisném genu. Dale byly zaznamenany genetické zmény v ATM, NF1, ERCC3, FANCC,
MET, MLH3, NTHL1, RECQL4, SLX4 a WRN, které se casto objevovaly v kombinaci
s dalsi variantou (viz Graf 6). Nejcastéji detekovanymi geny byly RECQL4, piitomny
v 11 % analyzovanych ptipadl, a SLX4, jehoz vyskyt ¢inil 9 %.

Graf 6: Nalezené varianty v genech kategorie (3)

30

VUS geny class 3 skupiny A

Kauzalni varianta byla identifikovana u 27 % vySetfenych pacientli v ramci
kategorie (4). V této skupiné byly varianty v genech DPYD, FAN1, GRB7, NF1, PARPZ2,
REV3L, ZNF350, BARD1, SMARCA4, TSC1, PMS2, MPL, SSC5D, APEX1, AIP, SCARAS5,
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AXIN1, RAD51D, PTEN a BAP1 pfitomny vyhradné v kombinaci s variantou v jiném genu.
Dale byly detekovany genetické zmény v genech ATM, BLM, CDH1, ERCC2, NBN, POLE,
PATCH1, RAD50, RECQL4, SLX4 a WRN, které se casto vyskytovaly ve spojeni s variantou
v jiném genu (viz Graf 7, 8). Nej€ast&jsimi detekovanymi geny byly POLE a RECQLA4,
pritomné v 6 % analyzovanych vzorkd, a ATM, ktery byl pfitomen v 5 % ptipadech.

Graf 7: Nalezené varianty v genech kategorie (4)-prvni cast
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Kauzalni varianta byla nalezena u 6 % vySetfenych pacientd v rdmci kategorie (5).
V této skupiné se varianty v genech ERCC6, FANCD2, FANCM, RFC2, SSC5D, PP3, NAT1,
RHBDF2, TLR2, SHPRH, DIS3, TOPBP1, CASP8, LIG3, TP73, FANCG, TERT, RECQLS5,
PREX2, SCARA objevovaly vyhradné ve spojeni s variantami v jinych genech (viz Graf 9).
Mezi nejcastéji detekované geny patiily DNAJC21, ERCC4, ESR2, FANCA a SBDS,

pritomné v 6 % vsech analyzovanych vzorkd.

Graf 9: Nalezené varianty v genech kategorie (5)
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Pro ovéfeni hypotézy o souvislosti mezi casnou manifestaci nadorového

vzorkll Vybréni pacienti ve vékovém rozmezi 1-40 let v dobé diagn(')zy, coz umoiﬁuje
detekovéana pfitomnost vice kauzalnich variant soucasné, a to napfic¢ riznymi kategoriemi
genl. Vyznamna ¢ast z téchto pacientli méla identifikované varianty v genech kategorie B
(viz Graf 10), tedy v genech povazovanych za vyzkumné, u nichz dosud nejsou dostate¢né
dikazy pro jejich jednoznacné zatazeni mezi predispozi¢ni geny nadorovych syndromt.
Tyto vysledky naznacuji potencialni roli téchto genetickych variant v ¢asnéj$im rozvoji

malignit.
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Graf 10: Nalezené varianty u pacientii ve vékovém rozhrani 1-40 let v dobé diagnozy
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5 DISKUSE

Podle dostupné literatury je CRC castéji diagnostikovan u muzd nez u Zen.
V poslednich letech vSak dochazi k vyznamnému nartstu vyskytu LS u Zen. Tento trend je
potvrzen i v této praci, kde bylo zjisténo, Ze z celkového poctu 576 pacienti bylo 458 Zen,
coz predstavuje 79,51 %, zatimco muzi bylo 118, coZ odpovidd 20,49 %. Vysledky
naznacuji, ze i kdyz muzi stile predstavuji vétSinu piipadit CRC, je dulezité vénovat
zvysenou pozornost vyskytu LS i u zen. Tento trend by mohl mit vyznamné dusledky pro
screeningové programy a preventivni opatieni zaméfena na v€asnou detekci a 1écbu LS.

Dle dosavadnich znalosti jsou za LS primarné zodpovédné mutace v hlavnich
genech MMR pro opravu DNA, konkrétné v genech MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2. Rozsahlé
analyzy ukazuji, ze nejvétsi prevalenci maji geny PMS2 a MSH6. Konkrétné se jedna
o prevalenci 1 z 714 (0,140 %) pro PMS2 a 1 z 758 (0,132 %) pro MSH6, v porovnani s geny
MLH1 (1 z 1946 [0,051 %]) a MSH2 (1 z 2841 [0,035 %]). Prevalence kauzalnich variant
v téchto genech dle vlastniho méfeni této prace byla 14 z 576 (2,43 %) pro MSH6, 8 z 576
(1,39 %) pro MLH1 a MSH2 a 4 z 576 (0,69 %) pro PMS2. Byl tedy potvrzen ¢asté&jsi vyskyt
variant v genu MSH6 nez u geni MLH1, MSH2, avsak vyskyt variant v genu PMS2 byl mén¢
maji vétsi vliv na opravu DNA. Tyto mutace vedou k vyraznéj$Simu naruseni funkce MMR
systému, coz zvysuje riziko vzniku nadorovych onemocnéni. Nicméng, vysledky této prace

neprokézaly, Ze by u pacientll s kauzalni variantou v genech MLH1 a MSH2 dochazelo

vvvvvv

S 4

onemocnéni.

V kategorii (1), Class 4-5 v indikovanych genech a genech skupiny A, byl nejéastéji
detekovanym genem s kauzdlni variantou BRCA1, ktery predstavoval 21 % ze vSech
analyzovanych genti. Aberantni gen MUTYH byl detekovan u 10 % ze vSech analyzovanych
gend. Pacienti s kauzalni variantou v genu BRCAL méli vékovy rozptyl v dob¢ diagnézy 44—
kauzalni varianty BRCAL s dalsi variantou v jednom nebo vice genech. V piipadé genu
MUTYH byl vékovy rozptyl v dobé diagnézy 21-51 let. Byla zde nalezena viditelna

genu, konkrétné genu NTHL1, ktery vékovou hranici v dobé diagndzy posunul na 21-46 let.

59



Naopak u pacientt s variantou genu MUTYH a BRCAL byl vék v dobé diagndzy okolo 50
let. Gen MUTYH se podili na opravé DNA a jeho mutace byvaji spojovany s onemocnénim
nazyvanym polypo6za. Nékteré studie vSak potvrzuji vyskyt mutaci MUTYH také u pacient
s LS, pfesny mechanismus a souvislost s LS nejsou doposud pIné objasnény (Ashton et al.
2009; Castillejo et al. 2014).

V kategorii (2), Class 3 v indikovaném genu, byl nejcastéji detekovanym genem s
kauzalni variantou CHEK2, ktery ptedstavoval 14 % ze vSech analyzovanych gent. Gen
MUTYH byl detekovéan u 12 % ze vSech analyzovanych genti. Pacienti s variantou v genu
CHEK?2 se nachazeli ve vékové hranici 48—78 let a nebyla prokézéana souvislost mezi diivejsi
manifestaci onemocnéni a kombinaci kauzalni varianty CHEK2 s dalsi variantou v jednom
nebo vice genech. V piipadé genu MUTYH byl vékovy rozptyl v dobé diagnozy 30-74 let.
V této kategorii se gen MUTYH nenachdzel v kombinaci s variantou v dal§im genu. Jelikoz
se jedna o geny Class 3, jsou zde zahrnuty VUS varianty, jejichz pfima souvislost s LS neni
pln¢ podlozena. Nizsi v€kova hranice pod 50 let, ktera byla prokazana v této praci, by mohla
poukazovat na opodstatnéné zarazeni variant té€chto genti do multigenového panelu.

V kategorii (3), Class 3 VUS v genech skupiny A, byl nejcastéji detekovanym
genem s kauzalni variantou RECQL4, ktery ptredstavoval 11 % ze vSech analyzovanych
genll. Gen SLX4 byl detekovan u 9 % ze vsech analyzovanych genti. Pacienti s variantou
v genu RECQL4 se nachazeli ve vékové hranici 33—81 let a nebyla prokézdna souvislost
variantou v jednom nebo vice genech. V pfipadé genu SLX4 byl vékovy rozptyl v dobé
diagnozy 31-55 let. Byla viditelnd souvislost mezi diivéj$i manifestaci onemocnéni
a kombinaci kauzalni varianty v dalSim genu. V tomto ptipad¢ se v€kova hranice v dobé
diagndézy posunula na 34-50 let. Jean-Hugues Guervilly et al. ve své studii (2022) objevili
moznou souvislost variant genu SLX4 s LS. Uvadi, ze mezi SLX4 a MSH2 dochazi k
interakci, ktera je dulezita pro tvorbu produkti tvoficich MutSa jednotku (Guervilly et al.
2022). Varianty v této kategorii spadaji mezi VUS varianty. Podrobnéjsi vyzkum by mohl
pomoci tyto varianty blize propojit s LS a potvrdit jejich souvislost s timto onemocnénim.

V kategorii (4), Class 4-5 v genech skupiny B, byly nejéastéji detekovanymi geny
s kauzalnimi variantami v genech POLE a RECQLA4, pficemz tyto geny piedstavovaly 6 %
ze vSech analyzovanych genti, a ATM, ktery pfedstavoval 5 % ze vSech analyzovanych genti.
Pacienti s variantou v genu RECQL4 se nachazeli ve vékovém rozmezi 43—72 let a nebyla

vvvvvv

RECQL4 s dalsi variantou v jednom nebo vice genech. V pfipadé genit POLE a ATM byl
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pozorovan velky vé€kovy rozptyl okolo 26—78 let s nerovnomérnym zastoupenim pacienttl.
Ackoliv se geny Casto vyskytovaly v kombinaci s variantami v jinych genech, nebyla
variant v genu POLE na rozvoj LS v souvislosti s MSI. Mechanismus vlivu mutaci POLE
vSak nebyl doposud zcela objasnén (Jansen et al. 2015). Gen ATM zacina byt rovnéz
spojovan s LS diky vlivu na homologni rekombinaci (Sriramulu et al. 2018).

V kategorii (5), Class 3 v genech skupiny B, byl nej¢astéji detekovanym genem
s kauzalni variantou SBDS, ktery pfedstavoval 6 % ze vSech analyzovanych genti. Tato
kategorie zahrnuje velké mnozstvi VUS variant, z nichz byly vyfazeny varianty s nizsi
cetnosti. Pacienti s detekovanou variantou v tomto genu byli pouze tfi, coz je pfili§ maly
vzorek na to, aby bylo mozné usuzovat o prabéhu onemocnéni. V kategoriich (4) a (5) se
nachdzeji vyzkumné geny, které nebyly trvale zafazeny do polygenniho panelu pro vySetieni
tohoto typu nadorového onemocnéni. Vysledky prace vSak jasné¢ poukazuji na potiebu
detailn¢jsiho vyzkumu geni v téchto kategoriich, které vykazuji moznou souvislost s LS.

Tato prace poskytuje zdklad pro dal$i vyzkum v oblasti genetickych predispozic
k LS. Vzhledem k omezené velikosti souboru pacientli nelze ziskané poznatky aplikovat
pfimo do klinické praxe. Budouci studie s vétSim poctem pacienti budou kli¢ové pro
potvrzeni zavért této diplomové prace a pro $irSi vyuziti téchto vysledki v klinické

diagnostice a 1écbé.
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ZAVER

Diplomova prace se zamétuje na genetické predispozice k LS a jejich vliv na vyskyt
tohoto onemocnéni. V uvodnich kapitolach je popsana problematika LS, genetické mutace
v genech MMR (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) a jejich vliv na rozvoj nadorovych
onemocnéni. Dale jsou uvedeny teoretické zdklady mechanismt, kterymi tyto kauzalni
varianty narusuji opravu DNA a vedou k vyssimu riziku onkologickych onemocnéni, véetné
CRC.

Nasledujici kapitoly obsahuji piehled genetickych variant, které jsou spojeny
s LS, a to v¢etné novych a méné béznych variant, jako jsou varianty v genech RECQL4
a SLX4. V téchto kapitolach je podrobné popsana prevalence téchto variant, souvislost
s vékem pacientli V dobé diagnozy a jejich potencidlni vyznam pro rozvoj LS. V praktické
¢asti prace byly analyzovany genetické vzorky pacientid, u nichz byly detekovany razné
varianty, coz poskytuje cenné informace pro budouci vyzkum a klinickou praxi.

V dalSich ¢astech prace je prezentovana analyza vzorkd vyskytu LS v populaci,
priCemz prace potvrzuje, Ze u zen je v poslednich letech pozorovan nardst vyskytu LS, coz
muze mit disledky pro screeningové programy zameétfené na detekci tohoto syndromu.
V praktické c¢asti byla rovnéz diskutovana otazka aplikace téchto zjisténi, pticemz bylo
zdiraznéno, ze vzhledem k omezené velikosti vzorku nelze vysledky okamzité
implementovat do praxe.

Zavérem prace lze tici, Ze jeji vysledky pfispivaji k lepSimu pochopeni genetickych
pfi¢in LS a podtrhuji dileZitost jeho v€asné diagnostiky a preventivnich opatieni. I kdyz
prace poskytuje cenné nastroje pro diagnostiku, je tieba provést dalsi vyzkumy na vétSich
kohortach pacienttl, které by mohly potvrdit ziskané zavéry a ptispét k SirSimu vyuziti téchto

znalosti v klinické praxi.
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