
 

 

UNIVERZITA PARDUBICE 

 

FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKÁ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DIPLOMOVÁ PRÁCE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2025              Bc. Johana Martinková 

 



 

 

UNIVERZITA PARDUBICE 

FAKULTA CHEMICKO – TECHNOLOGICKÁ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Molekulárně genetická analýza zárodečných variant v genech 

predisponujících ke vzniku Lynchova syndromu 

Diplomová práce 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2025                                    Bc. Johana Martinková 



 

 

Zadání práce 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

Prohlášení 

Prohlašuji:  

Práci s názvem „Molekulárně genetická analýza zárodečných variant v genech 

predisponujících ke vzniku Lynchova syndromu“ jsem vypracovala samostatně. Veškeré 

literární prameny a informace, které jsem v práci využila, jsou uvedeny v seznamu použité 

literatury.  

Byla jsem seznámena s tím, že se na moji práci vztahují práva a povinnosti 

vyplývající ze zákona č. 121/2000 Sb., o právu autorském, o právech souvisejících s právem 

autorským a o změně některých zákonů (autorský zákon), ve znění pozdějších předpisů, 

zejména se skutečností, že Univerzita Pardubice má právo na uzavření licenční smlouvy 

 o užití této práce jako školního díla podle § 60 odst. 1 autorského zákona, a s tím, že pokud 

dojde k užití této práce mnou nebo bude poskytnuta licence o užití jinému subjektu, je 

Univerzita Pardubice oprávněna ode mne požadovat přiměřený příspěvek na úhradu 

nákladů, které na vytvoření díla vynaložila, a to podle okolností až do jejich skutečné výše.  

Beru na vědomí, že v souladu s § 47b zákona č. 111/1998 Sb., o vysokých školách  

a o změně a doplnění dalších zákonů (zákon o vysokých školách), ve znění pozdějších 

předpisů, a směrnicí Univerzity Pardubice č. 7/2019 Pravidla pro odevzdávání, zveřejňování 

a formální úpravu závěrečných prací, ve znění pozdějších dodatků, bude práce zveřejněna 

prostřednictvím Digitální knihovny Univerzity Pardubice.  

V Pardubicích dne 7.5.2025 

 

Johana Martinková v.r. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poděkování 

Tímto bych ráda poděkovala paní Mgr. Lucii Stříbrné, Ph.D. a Mgr. Markétě 

Gančarčíkové za jejich odborné vedení a cenné informace, které mi byly schopny 

poskytnout, i přes jejich obrovské pracovní vytížení. Za jejich podporu a pomoc, které mi 

byly velmi užitečné při psaní této práce. 



 

 

ANOTACE 

Cílem této diplomové práce bylo prohloubit porozumění genetických mechanismů, 

které stojí za vznikem Lynchova syndromu, a přispět k rozvoji diagnostických přístupů. 

Práce zahrnuje teoretickou část, jež se zaměřuje na historický kontext, klasifikaci, klinické 

příznaky a etiologii tohoto syndromu. Práce obsahuje také praktickou analýzu vybraných 

genů asociovaných s Lynchovým syndromem, pomocí molekulárních metod NGS a MLPA. 

Závěrem práce je interpretace získaných germinálních variant, které mohou objasnit 

mechanismus vzniku onemocnění, pochopení etiopatogeneze nemoci a zároveň umožňuje 

lepší diagnostiku a prevenci tohoto onemocnění. 

KLÍČOVÁ SLOV 

Lynchův syndrom, kolorektální karcinom, genetické mutace, epigenetika, nádorové 

onemocnění, molekulárně genetická diagnostika, genetické varianty, nádorové syndromy 

TITLE 

Molecular genetic analysis of germline variants in genes predisposing to Lynch syndrome 

ANOTATION 

The aim of this work is better understanding of the genetic mechanisms of 

development of Lynch syndrome and to contribute to the development of diagnostic 

approaches. The work includes a theoretical part that focuses on the historical context, 

classification, clinical symptoms and etiology of this syndrome. The work also includes  

a practical analysis of selected genes associated with Lynch syndrome, using molecular 

methods NGS and MLPA. The conclusion of the work is the interpretation of the acquired 

germline variants, which can clarify the mechanism of the disease, understanding the 

etiopathogenesis of the disease and at the same time allowing for better diagnosis and 

prevention of this disease. 
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TERMINOLOGIE 

Adenomatózní 

polypóza 

Genetické onemocnění charakterizované vznikem mnoha 

polypů v tlustém střevě, které mají vysoký potenciál 

progredovat v nádor, pokud nejsou včas odstraněny. 

Amplikon Specifický úsek DNA, který byl namnožen pomocí PCR. 

A-tailing Přidání adeninových nukleotidů na 3’ konec DNA. 

Cluster Shluk identických DNA fragmentů, které vznikají amplifikací 

na povrchu flow cell během přípravy sekvenačního běhu. 

Difuzní silné intaktní 

barvení 

Označuje způsob, jakým se barvivo nanáší na vzorek tkáně. 

Epimutace Změna v chemické struktuře DNA, která nemění sekvenci. 

Např. metylace. 

Flowcell Speciální skleněný nebo křemíkový nosič používaný  

v sekvenátorech Illumina a dalších NGS platformách. Slouží 

jako reakční komora, ve které probíhá amplifikace DNA  

a následné sekvenování. 

Germinální mutace Varianta v zárodečném genomu, resp. odchylka od referenční 

sekvence genomu, která může být děděna v následné generaci. 

Paralog Dva geny jsou paralogy, pokud vznikly zdvojením genu  

v rámci evoluce daného organismu. Vzájemně sekvenčně 

homologní geny v jednom genomu. 

Splicing Během splicingu dochází k odstranění intronů z prekurzorové 

molekuly mRNA a vytváří finální mRNA. 
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ÚVOD 

Lynchův syndrom je dědičné genetické onemocnění, které významně zvyšuje riziko 

vzniku kolorektálního karcinomu a dalších nádorových onemocnění. Tento syndrom je 

způsoben mutacemi v genech zapojených do opravy DNA, především v mismatch repair 

genech (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), které jsou zodpovědné za udržování integrity 

genetického materiálu a prevenci vzniku genetických mutací během buněčného dělení. 

Narušení těchto opravných mechanismů vede k akumulaci genetických chyb, což je klíčový 

faktor pro vznik nádorů. 

V teoretických kapitolách práce je podrobně popsána genetická podstata Lynchova 

syndromu, mechanismy opravy DNA a související rizikové faktory pro vznik nádorových 

onemocnění. Dále je analyzována prevalence mutací v genech MMR v různých populacích, 

a to s důrazem na specifika české populace. Praktická část práce zahrnuje analýzu 

genetických vzorků pacientů, u nichž byly identifikovány kauzální varianty a zkoumá vztah 

mezi těmito variantami a časným vznikem nádorového onemocnění. 

Součástí práce je rovněž hodnocení současných metod molekulárně genetické 

diagnostiky, včetně jejich výhod a limitací. Práce se zaměřuje na porovnání diagnostických 

přístupů a jejich aplikaci v klinické praxi, přičemž se diskutuje jejich potenciál pro včasnou 

detekci genetických predispozic a následnou prevenci nádorových onemocnění. 
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1  LYNCHŮV SYNDROM 

Lynchův syndrom (LS) patří do skupiny hereditárních nepolypózních 

kolorektálních karcinomů (HNPCC) (Colas et al. 2012). Je spojen s celoživotním rizikem 

rozvoje zejména kolorektálního karcinomu (CRC), ale také dalších typů karcinomů. Mezi 

tyto malignity patří např.: karcinomy endometria, vaječníků, žaludku, tenkého střeva, 

močových cest, žlučových cest, mozku (nejčastěji glioblastom), kůže (mazové adenomy, 

mazové karcinomy a keratoakantomy), slinivky břišní a prostaty. Jeho prevalence v obecné 

populaci je asi 1 z 500 a způsobuje asi 2 % až 3 % všech CRC. Prognóza a věk manifestace 

onemocnění se liší v závislosti na aberovaném genu (Kohlmann a Gruber 2021; 

Bhattacharya a McHugh 2023). Typicky mají nádory spojené s LS výrazně lepší prognózu 

než sporadické nádory postihující stejné orgány. Tento rozdíl odráží biologické odlišnosti, 

včetně výrazných imunitních reakcí, které jsou charakteristické pro nádorová onemocnění 

spojená s LS (Seppälä et al. 2021). 

Populace definovaná původní definicí HNPCC byla rozdělena do dvou  

částí. Jednou je LS, který označuje populaci s patogenními mutacemi v zárodečném 

mismatch repair genu (MMR). Druhou populací jsou zbývající kolorektální karcinomy  

s rodinnou anamnézou, ale bez zárodečných mutací MMR genů, které jsou nově 

pojmenovány „familiární kolorektální karcinom typu X“ (FCCTX) (Li et al. 2021). Tyto 

populace se vyznačují mikrosatelitně stabilními nádory, nižším relativním rizikem rozvoje 

CRC, absencí nadbytečných nádorů mimo tlusté střevo a pozdějším nástupem CRC. 

Genetický základ této skupiny není znám (Boland a Goel 2010). 

1.1 Terminologie a zařazení kolorektálních karcinomů 

CRC je druhou nejčastější příčinou úmrtí z důvodu nádorového onemocnění (po 

karcinomu plic) v rozvinutých zemích. Odhaduje se, že až 20–30 % CRC má familiární 

podstatu, avšak zárodečné mutace v charakterizovaných genech byly zaznamenány pouze 

přibližně u 5 % případů (Rustgi 2007). Hlavní dvě formy CRC jsou kategorizovány podle 

přítomnosti většího či menšího počtu adenomatózních polypů a označují se jako familiární 

adenomatózní polypóza (FAP) a dědičný HNPCC (Colas et al. 2012). Projevy HNPCC se 

převážně vyskytují v tlustém střevě, zejména v jeho proximální části, zatímco FAP je 

příčinou nádorů převážně v distálním tlustém střevě a konečníku, ale může se objevit i ve 

zbytku tlustého střeva, (viz Tab. 1) (Paschke et al. 2018).  
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Tab. 1: Charakteristické rozdíly mezi HNPCC a FAP; přeloženo a upraveno z: (Paschke S et al. 2018) 

Charakteristika HNPCC FAP 

Prevalence 5 % ze všech CRC 1 % ze všech CRC 

Fenotyp Velmi nízká přítomnost polypů >100 polypů přítomno 

Genotyp Zárodečné mutace MMR genů Mutace APC genů 

Věk v době diagnózy Od 44 let 20–25 let 

Lokalizace 

Pravá část tlustého střeva; 

spojené oblasti onemocnění: 

endometrium a také (podstatně 

vzácněji) žaludek, vaječníky, 

slinivka, močovod, ledvinná 

pánvička, žlučovody. 

Levá část tlustého střeva, 

konečník; spojené oblasti 

onemocnění: kosti, oči, 

dvanáctník. 

 

HNPCC je častější dědičná predispozice ke vzniku CRC. Tento termín zahrnuje dva 

podtypy, LS a FCCTX. Termíny HNPCC a LS nejsou synonymní a správně by se fráze „LS, 

také známý jako HNPCC.“ neměla užívat (Colas et al. 2012). 

Klinická diagnostika LS zahrnuje zařazení pomocí klinických kritérií Amsterdam 

I, Amsterdam II, Bethesda, imunohistochemické testy, analýzy mikrosatelitní instability  

a sekvenování nové generace (NGS) (Lynch et al. 2003). Výzkumy ukázaly, že značný počet 

rodin, které splňují Amsterdamská kritéria, nevykazuje defekty v proteinech MMR a ani 

nenese patogenní varianty v genech MMR. Z tohoto důvodu bylo navrženo, aby tento 

dědičný stav byl považován za odlišnou klinickou a genetickou entitu, a byl proto označen 

jako FCCTX (Xu et al. 2020). Bylo uznáno, že Lynchův syndrom I (Lynch I) představuje 

predispozici především ke vzniku CRC, zatímco Lynchův syndrom II (Lynch II) zahrnuje 

predispozici ke vzniku CRC i mimostřevních nádorů, včetně karcinomů endometria, 

vaječníků, žaludku, močových cest, žlučových cest, slinivky břišní, tenkého střeva, mozku 

a kůže (Kabbage et al. 2022). 

Někdy je FCCTX považován za podskupinu LS, protože z klinického hlediska jsou 

jak FCCTX, tak rodiny s LS charakterizovány splněním Amsterdamských kritérií I (Shiovitz 

et al. 2014). Jsou si klinicky velmi podobné a jsou charakterizovány několika případy časně 

vznikajícího nepolypózního dědičného kolorektálního karcinomu u pacientů a rodinných 

příslušníků z různých generací. Liší se však na molekulární úrovni, kdy FCCTX nenesou 

žádné změny v genech MMR a následně nemají žádné změny v mikrosatelitech a jsou tedy 

mikrosatelitně stabilní. Pochopení molekulárních mechanismů FCCTX je stále nedostatečně 
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prozkoumáno. Některé geny byly již identifikovány jako potenciálně asociované s FCCTX, 

konkrétně BMPR1A, RPS20, SEMA4A, SETD6, BRCA2, OGG1 a FAN1 a další (De Oliveira 

Garcia et al. 2022). 

1.2 Historie 

V 60. a 70. letech 20. století převládala lékařská teorie, že nádorová onemocnění 

jsou způsobena environmentálními faktory bez vlivu dědičnosti (Lynch a Ge 2023). Doktor 

Warthin, patolog na univerzitě v Michiganu, a lékař Henry T. Lynch tento názor zpochybnili 

a začali shromažďovat data o rodinách s opakovaným výskytem nádorových onemocnění. 

V roce 1913 Doktor Warthin popsal případ rodiny označovanou jako rodina G s predispozicí 

pro častý výskyt gastrointestinálních a gynekologických karcinomů (Boland a Lynch 2013). 

Henry T. Lynch pak v roce 1961 publikoval údaje pocházející ze dvou rodinných 

rodokmenů, které vykazovaly výskyt podobných typů nádorových onemocnění (Bansidhar 

a Silinsky 2012). Shromažďování těchto dat pak vedlo k objevu dědičné nádorové 

predispozice, konkrétně u CRC (Lynch a Ge 2023). 

Syndrom byl původně nazýván jako "Cancer family syndrome". Protože pod toto 

označení spadalo více druhů nádorových onemocnění, získal později přesnější označení 

HNPCC. Termín "Lynchův syndrom" zavedl Richard Boland, což ale Henry T. Lynch 

osobně nepodporoval, protože preferoval popisné názvy (Boland a Lynch 2013; Lynch a Ge 

2023). V 90. letech vznikla Mezinárodní kooperativní skupina pro HNPCC, která 

formulovala kritéria pro diagnostiku tohoto onemocnění. Identifikace predispozičních genů 

MLH1 a MSH2 v roce 1993 byla přelomová a zásadně podpořila další výzkum genetických 

predispozic LS (Lynch a Ge 2023).  

Identifikace genů odpovědných za LS přinesla odborníkům v této oblasti pocit,  

že je tím tato problematika do značné míry vyřešena. Další výzkum odkryl daleko složitější 

mechanismus LS (viz Obr. 1). Mezinárodní konsorcium známé jako Registr rodin  

s kolorektálním karcinomem (Colon Cancer Family Registry) shromáždilo mezi lety 1997  

a 2001 celkem 3422 jedinců ze 161 rodin, které splňovaly Amsterdamská kritéria. 

Deoxyribonukleová kyselina (DNA) každé rodiny byla podrobena nejlepším dostupným 

metodám pro detekci zárodečných mutací v genech MMR. Výsledky ukázaly, že pouze  

u 60 % těchto rodin byly nalezeny zárodečné kauzální mutace, tedy skutečně jedinci měli 

LS. Zbývajících 40 % mělo CRC bez deficience MMR, a tudíž jedinci nebyli postiženi LS. 

Tento objev vedl k identifikaci nové nemoci: Familiární kolorektální karcinom typu X 

(Boland a Lynch 2013). 
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Obr. 1 – Časová osa klíčových událostí a milníků v našem chápání HNPCC; převzato z: (Lynch et al. 2023) 

Časová osa zachycuje hlavní milníky ve výzkumu LS. V roce 1913 popsal James Warthin rodinu s dědičnými 

nádory, později je podrobněji zkoumal Henry Lynch. V 90. letech byla navržena Amsterdamská kritéria, vznikla 

mezinárodní výzkumná skupina a byl objeven gen MSH2 a další geny MMR systému (MLH1, MSH6, PMS2). 

Následoval objev mikrosatelitní nestability a Bethesda kritérií. Po roce 2000 došlo k pokroku v genetickém 

testování a zahájení studií chemoprevence aspirinem. V roce 2010 se zavedlo multigenové panelové testování 

a v letech 2017–2020 vznikly mezinárodní databáze a doporučení pro genetické testování a péči o pacienty  

s HNPCC. 

1.3 Epidemiologie 

CRC patří mezi nejčastěji diagnostikované typy nádorového onemocnění a jeho 

incidence ve všech vyspělých zemích stabilně roste, (viz Obr. 2) (Kolorektum). Incidence 

CRC v Evropě je vyšší než v Africe nebo Asii, ale nižší než v USA. S tímto onemocněním 

jsou spojovány stravovací návyky, zejména konzumace tuků a masa (Paschke et al. 2018). 

Genetická predispozice hraje roli až u 20 % CRC. LS je nejčastějším syndromem dědičného 

CRC. Podle literatury LS tvoří 2–4 % všech CRC (Trujillo-Rojas et al. 2023). Co se týče 

pohlaví, CRC se vyskytuje častěji u mužů (53 %) než u žen (47 %) (Paschke et al. 2018). LS 

je děděn autozomálně dominantně a je způsoben germinálními variantami v jednom ze čtyř 

MMR genů pro opravu nesprávného párování DNA (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) nebo  

v genu pro epiteliální adhezní molekulu (EPCAM) (Roht et al. 2023). Win a kolegové 

odhadli na základě analýzy rodin s celkem 6 000 případy výskytu CRC, z populačních 

registrů bez ohledu na rodinnou anamnézu, že 1 z 279 jedinců (0,359 %) v populacích USA, 



21 

 

Kanady a Austrálie může být nositelem patogenní varianty některého z MMR genů. Při 

analýze jednotlivých genů měly geny PMS2 a MSH6 nejvyšší populační prevalenci: 1 z 714 

(0,140 %) pro PMS2, 1 z 758 (0,132 %) pro MSH6, v porovnání s geny MLH1 (1 z 1946 

[0,051 %]) a MSH2 (1 z 2841 [0,035 %]) (Peltomäki et al. 2023).  

 

Obr. 2 – Prevalence CRC na 100 000 obyvatel u obou pohlaví v letech 1990-2022; převzato z: (Májek 2024) 

1.3.1 Česká republika 

V mezinárodním srovnání je zátěž CRC v České republice srovnatelná s průměrem 

evropských zemí. Podle nejnovějších údajů z GLOBOCAN 2018 se Česká republika  

v incidenci CRC u mužů řadí na 14. místo v Evropě, zatímco u žen na 19. místo. Populační 

zátěž je velmi vysoká, každoročně je v České republice diagnostikováno přibližně 7 200 

nových případů CRC a zhruba 3 300 úmrtí je připisováno tomuto onemocnění. Incidence  

i úmrtnost na CRC jsou vyšší u mužů než u žen. V roce 2022 dosáhla prevalence osob  

s anamnézou CRC v České republice počtu 61 429, což odpovídá téměř 21% nárůstu ve 

srovnání s rokem 2012. Nárůst činil více než 19 % u mužů a více než 22 % u žen 

(Kolorektum; Svod.cz).  

V roce 2022 byla v České republice věkově standardizovaná míra výskytu různých 

druhů karcinomů (na základě světové populace) přibližně 317,5 na 100 000 obyvatel, (viz 

Obr. 3) (Statistics at a glance). 
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Obr. 3 – Věkově standardizovaná míra na 100 000 obyvatel. Výskyt karcinomů a úmrtnost u obou pohlaví  

v roce 2022; převzato z: (Globocan 2024) 

Incidence (modře) a mortalita (červeně) vybraných nádorových onemocnění v ČR v roce 2022 (na 100 000 

obyvatel). Nejvyšší incidenci mají nádory prsu a prostaty, nejvyšší mortalitu karcinom plic. 

pozn. autora: zkratka NHL znamená skupinu Nehodgkinských maligních lymfomů. 
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2  LYNCHŮV SYNDROM Z POHLEDU GENETIKY 

HNPCC je genetické onemocnění autozomálně dominantní dědičnosti, příbuzní 

prvního stupně tak mají 50% šanci, že budou postiženi tímto syndromem, (viz Obr. 4) 

(Steinke et al. 2013). Je důsledkem zárodečné mutace v jednom ze čtyř MMR genů 

nazývaných MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2. Bylo také zjištěno, že velké delece v non –

mismatch opravném genu, nazývaném epiteliální buněčná adhezní molekula (EPCAM), 

která umlčuje expresi MSH2, přispívají k rozvoji LS. MMR geny jsou nezbytné pro opravu 

nesprávného párování nukleotidových bází během replikace DNA. Pokud tyto „neshody“ 

nebudou opraveny, výsledná kopie nemusí správně fungovat, což vede ke zvýšenému riziku 

vzniku karcinomu. Jedinci s LS se rodí s jednou funkční alelou specifického genu a jednou 

nefunkční alelou specifického genu v důsledku dědičné mutace. Riziko karcinomu nastává, 

když je získána mutace ve funkční alele. Ve vzácných případech se jedinec nenarodí s LS, 

ale vyvine se u něj nádorové onemocnění se ztrátou obou alel, což vede k somatické ztrátě 

mismatch repair proteinu (Bhattacharya a McHugh 2023).  

 

Obr. 4 – Rodokmen rodiny s Lynchovým syndromem.; převzato z: (Sui QQ at al. 2019) 

Černé symboly označují jedince diagnostikované s nádorovým onemocněním, kde přeškrtnutí symbolu 

(muže/ženy) znamenají úmrtí jedince. Věk uvedený pod symbolem jednotlivého pohlaví znamená aktuální věk 

(roky), zatímco věk v závorkách označuje věk při diagnóze (roky). Symbol plus označuje mutaci v genech MMR. 

Trojúhelník/šipka označuje probanda. Symboly čtverec: muž; kruh: žena. 

 

Mutace v jednotlivých genech MMR se vyskytují s různou frekvencí, (viz Obr. 5). 

Pravděpodobnost identifikace mutace MMR u pacienta silně závisí na nálezech v rodině. 

Velkým a dosud nevyřešeným problémem jsou mutace v genech MMR, jejichž důsledky pro 

riziko rozvoje nádorového onemocnění zůstávají nejasné. 



24 

 

 

 

Obr. 5 – Mutace dle německého konsorcia pro HNPCC (nejasné varianty, UV);  

převzato z: (Steinke et al. 2013) 

MSH2 patogenní – patogenní varianty genu MSH2 (největší podíl) 

MLH1 UV – varianty nejasného významu v genu MLH1 

MLH1 patogenní – patogenní varianty v genu MLH1 

MSH2 UV – varianty nejasného významu v genu MSH2 

MSH6 patogenní – patogenní varianty v genu MSH6 

MSH6 UV – varianty nejasného významu v genu MSH6 

PMS2 patogenní – patogenní varianty v genu PMS2 

PMS2 UV – varianty nejasného významu v genu PMS2 

EPCAM delece – delece v oblasti genu EPCAM, které mohou sekundárně vést ke ztrátě exprese MSH2 

 

Mutace v genech MLH1 a MSH2 mají větší vliv na opravu DNA než mutace  

v dalších dvou genech MMR. Pacienti s mutací MLH1 nebo MSH2 mají tedy podstatně vyšší 

riziko vzniku nádorů než pacienti s mutací v genu MSH6. Riziko rozvoje nádorového 

onemocnění u pacientů s mutací PMS2 se zdá být ještě nižší než u pacientů s mutací v genu 

MSH6, (viz Obr. 6). Vzhledem k tomu, že PMS2 mutace nejsou časté, není zatím k dispozici 

dostatek informací o riziku nádorů (Steinke et al. 2013).  

 



25 

 

 

Obr. 6 – Teoretické riziko rozvoje nádorového onemocnění dle genových mutací,  

vytvořeno pomocí Mind the Graph 

 

Dle nejnovějších poznatků by do skupiny splňující klinická diagnostická kritéria 

pro syndrom autozomálně dominantního familiárního karcinomu, který je fenotypově 

podobný LS, ale u kterého nebyla identifikovaná žádná mutace v opravných mismatch 

genech, mohla kromě EPCAM patřit také mutace v genu CHEK2. CHEK2 gen kóduje 

kontrolní kinázu 2, což je serin/threonin kináza aktivovaná po poškození DNA a je zapojena 

do drah, které regulují opravu DNA, zastavení buněčného cyklu nebo apoptózu v reakci na 

počáteční poškození. Je všeobecně známé, že po aktivaci kódovaný protein inhibuje 

fosfatázu CDC25C, čímž brání vstupu buňky do mitózy, a bylo též prokázáno, že stabilizuje 

tumor supresorový protein p53. Ztráta funkce kinázy způsobená mutacemi v genu CHEK2 

je spojována s Li–Fraumeniho syndromem, sarkomy, karcinomem prsu, kolorektálním 

karcinomem, nádory mozku, štítné žlázy, plic, ovarií, močového měchýře, prostaty  

a ledvin (Szeliga et al. 2020). 

2.1  Nestabilita mikrosatelitů spojená s Lynchovým syndromem 

Mikrosatelit (MS), nazývaný také Short Tandem Repeats (STR) nebo Simple 

Sequence Repeat (SSR), se skládá z opakovaných sekvencí o 1–6 nukleotidech. MS jsou 

široce distribuované a většinou se nacházejí v blízkosti kódující oblasti, ale mohou být 

umístěny v jiné oblasti, jako je intron, nekódující či nepřekládaná oblast. Každé specifické 

místo MS se skládá ze dvou částí: centrální jádro a periferní boky. Specifičnost MS je 

způsobena především změnou počtu opakujících se jednotek jádra (Li et al. 2020). 

Mechanismem generování MS je vyklouznutí vlákna DNA v procesu replikace 

nebo nesoulad základní skupiny vychlípeného vlákna (slippage strand) a komplementárního 

vlákna v procesu replikace a opravy DNA. Následkem může být absence jednotky nebo 

vložení více opakujících se jednotek, (viz Obr. 7). MMR systém opravy DNA může opravit 
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chyby replikace DNA. V důsledku nedostatku funkčních MMR genů, respektive jejich 

proteinů, v nádorových buňkách nebo defektů v procesu replikační opravy existuje zvýšená 

možnost výskytu genové mutace. Mikrosatelitová nestabilita (MSI) je tedy důležitým 

faktorem ve výskytu a rozvoji nádorů (Latham et al. 2019; Li et al. 2020). 

 

 

Obr. 7 – Schematické znázornění chybného párování nebo vyklouznutí řetězce během replikace DNA; 

vytvořeno pomocí Mind the Graph 

2.2  Mismatch repair opravný systém 

DNA MMR je multiproteinový intracelulární proces pro rozpoznání a opravu 

chybně sestavených struktur DNA. Tyto nesprávné struktury vznikají primárně po replikaci 

DNA a během rekombinace. V nepřítomnosti normální MMR se rychlost buněčných mutací 

zvyšuje a tento nedostatek je doložen vysokými úrovněmi MSI, tj. inzercemi a delecemi  

v repetitivních sekvencích DNA a akumulací jednotlivých nukleotidových změn, což u lidí 

vede k predispozici pro HNPCC, autosomálně dominantnímu syndromu, který je 

charakterizován časným nástupem kolorektálního karcinomu a dalších karcinomů (Ellison 

et al. 2004). 

MMR obsahuje proteinový komplex složený ze dvou MutS proteinů, který 

rozpoznává a váže se na chybné páry jednoho nukleotidu a inzerční-deleční smyčky  

v post-replikativní DNA. Homodimery složené ze dvou proteinů MutL následně interagují  

s komplexem MutS-DNA a koordinují následné opravné události zahrnující endonukleázu 

MutH a několik dalších proteinů, které vyříznou nenativní řetězec DNA a syntetizují 

opravenou verzi (viz Obr. 8). MutS homology (MSH2, MSH3 a MSH6) tvoří heterodimery 

MSH2–MSH6 (MutSα) a MSH2–MSH3 (MutSβ), které se vážou na chybně spárovanou 
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DNA „chybově specifickým“ způsobem. Heterodimery složené z MutL homologů (MLH1, 

MLH3 a PMS1 (PMS2 u lidí)) pak interagují s komplexy obsahujícími MSH2 a koordinují 

následné opravy. Heterodimer MutLα, složený z MLH1 a PMS1 (PMS2 u lidí), interaguje  

s MutSα i MutSβ, zatímco heterodimer MutLβ, složený z MLH1 a MLH3, se zdá být 

omezený na interakce pouze s MutSβ (Ellison et al. 2004; de Barros et al. 2018). 

 

 

Obr. 8 – Přehled mechanismu opravy DNA od rozpoznání neshody MutSα po excizi a resyntézu chybného 

vlákna; vytvořeno pomocí Mind the Graph 

2.2.1 Gen MLH1 

MLH1 (homolog mutL 1) je gen nacházející se na třetím chromozomu (viz Obr. 9) 

kódující DNA MMR protein MLH1. MLH1 protein spolu s proteinem PMS2 (kódovaný 

genem PMS2) tvoří heterodimer MutLα. Koordinuje také další DNA-opravné proteinové 

efektory pro opravu neshod vznikajících během replikace DNA. Hypermetylace promotoru 

genu MLH1 je vysoce spojena s potlačenou expresí a je pozorována u mnoha typů 

nádorových onemocnění, včetně karcinomu žaludku, nemalobuněčného karcinomu plic, 

karcinomu ovarií, HNPCC a CRC. Frekvence hypermetylace promotoru MLH1 se však liší 

mezi typy nádorů a jednotlivými vzorky, v rozmezí 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 – Chromozomový ideogram třetího chromozomu s oblastí genu MLH1; převzato z: (Center, Shizuoka 

Cancer 2024) 

 

Lidský MLH1 je 756-aminokyselinový, 84 kDa protein, který lze zhruba rozdělit 

na dvě poloviny: N-terminální doménu (NTD), kde je soustředěna aktivita ATPázy,  

a C-terminální doménu (CTD), což je místo dimerizace s paralogy MLH1 (viz Obr. 10).  

I když přesné detaily zůstávají nejasné, schopnost MLH1 interagovat s adeninovými 

nukleotidy je důležitým faktorem v MMR, který vyvolává velké konformační změny  

v proteinu. Mutace, které narušují vazbu ATP nebo hydrolýzu, mají závažný vliv na aktivitu 

MMR in vitro. Kromě toho je pro interakci MutLα s MutSα vyžadována vazba ATP, přičemž 

za tuto interakci je převážně odpovědný MLH1 (Wu et al. 2015). 
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Obr. 10 – Schematické zobrazení proteinu MLH1; vytvořeno pomocí PyMOL 

Patogenní varianty genu MLH1 brání produkci proteinu MLH1 z jedné kopie genu 

nebo vedou ke změně tohoto proteinu a tím mohou ovlivnit jeho funkci. Snížení produkce 

funkčního proteinu MLH1 vede ke zvýšenému výskytu neopravených chyb DNA během 

buněčného dělení. Hromadící se chyby mohou způsobit abnormální funkci buněk a zvýšit 

tak riziko vzniku nádoru. Na rozdíl od jiných typů karcinomů je u LS zachována vždy 

alespoň částečná produkce funkčního proteinu MLH1. Aktivita MMR je tedy u LS snížena, 

ale nedochází k její úplné absenci (Andersen et al. 2012). 

2.2.2 Gen PMS2 

Gen PMS2 se nachází na krátkém rameni chromozomu 7 a obsahuje 15 exonů (viz 

Obr. 11) (Andini et al. 2023). Tento gen kóduje stejnojmenný protein, který je klíčovou 

součástí systému opravy nesprávného párování bází. Tento systém zajišťuje stabilitu 

genomu tím, že opravuje chyby v DNA, jako jsou nesprávně spárované báze nebo malé 

inzerce a delece vznikající během replikace DNA a homologní rekombinace. Protein se váže 

na produkt genu MLH1 a vytváří heterodimer MutLα, který je nezbytný pro fungování 

MMR. 
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Obr. 11 – Chromozomový ideogram sedmého chromozomu s oblastí genu PMS2; převzato z: (Center, 

Shizuoka Cancer 2024) 

 

Heterodimer MutLα vykazuje endonukleázovou aktivitu, která je aktivována po 

rozpoznání nesprávných párů nebo smyček inzercí/delecí heterodimery MutSα a MutSβ. 

Tato aktivita je klíčová pro odstranění chybných úseků DNA. Na C-terminální části proteinu 

se nachází oblast DQHA(X)2E(X)4E, která tvoří důležitou součást aktivního místa nukleázy 

(viz Obr. 12). Mutace v tomto genu jsou spojovány s dědičným HNPCC, LS  

a s Turcotovým syndromem (Gene – NCBI). 

Dlouho se předpokládalo, že nositelé zárodečných patogenních variant genu PMS2 

(path_PMS2) tvoří pouze malou část pacientů s LS. Novější výzkumy však odhalily, že 

frekvence path_PMS2 variant v populaci je ve skutečnosti nejvyšší ze všech čtyř genů 

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

 

Obr. 12 – Schematické zobrazení proteinu PMS2; vytvořeno pomocí PyMOL 
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2.2.3 Gen MSH2 

Gen MSH2 (mutS homolog 2), umístěný na druhém chromozomu (viz Obr. 13), 

poskytuje instrukce pro tvorbu proteinu, který hraje zásadní roli při opravě DNA. Tento 

protein pomáhá opravit chyby, ke kterým dochází při kopírování DNA (během replikace 

DNA) při přípravě buněk na buněčné dělení. Protein MSH2 se spojí s jedním ze dvou dalších 

proteinů, MSH6, (viz Obr. 14) nebo MSH3 (každý je produkován z jiného genu), za vzniku 

komplexu dvou proteinů nazývaného dimer. Tento komplex identifikuje místa na DNA, kde 

došlo během replikace DNA k chybám. Další skupina proteinů, dimer MLH1-PMS2, se pak 

váže na dimer MSH2 a opravuje chyby odstraněním chybně spárované DNA a replikací 

nového segmentu. Přibližně 20 % všech případů Lynchova syndromu s identifikovanou 

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

 

Obr. 13 – Chromozomový ideogram druhého chromozomu s oblastí genu MSH2; převzato z: (Center, 

Shizuoka Cancer 2024) 

2.2.4 Gen MSH6 

Gen MSH6 se nachází na druhém chromozomu (viz Obr. 14), pokrývá genomovou 

sekvenci o velikosti 24 kb a skládá se z 10 exonů, kódujících protein o 1360 

aminokyselinách. Protein MSH6 má pět funkčních domén. MSH6 je pseudosymetrický  

s MSH2, který má podobnou doménovou strukturu. MSH6 interaguje s MSH2 ve dvou 

oblastech, aminokyselina (aa) 326 až 575 a aa 953 až 1360, a tvoří heterodimer MutSα, (viz 

Obr. 15) (Frederiksen et al. 2021; Arshita et al. 2018). 
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Obr. 14 – Chromozomový ideogram druhého chromozomu s oblastí genu MSH2; převzato z: (Center, 

Shizuoka Cancer 2024) 

 

Mutace v MSH6 DNA MMR genu tvoří přibližně 18 % případů LS. Zatímco  

v minulosti byly primárně MSH2 a MLH1 sekvenovány k identifikaci mutací způsobujících 

LS, v posledních letech se MSH6 ukázal také jako významný při LS díky pokroku  

v sekvenování DNA. Nosiče mutace MSH6 však může být obtížné diagnostikovat, protože 

nemusí zcela splňovat kritéria pro diagnózu LS (Frederiksen et al. 2021; Houlleberghs et al. 

2017). 

 

Obr. 15 – Schematické zobrazení heterodimeru MutSα, složeného z proteinů MSH2 a MSH6; 

vytvořeno pomocí PyMOL 
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2.2.5 Gen EPCAM 

Adhezní molekula epiteliálních buněk (EPCAM) je glykoprotein (viz Obr. 16)  

o přibližné velikosti 40 kDa, který byl původně identifikován jako marker pro karcinom, což 

lze přičíst jeho vysoké expresi u rychle proliferujících nádorů epiteliálního původu. 

Normální epitel exprimuje EPCAM na různé, ale obecně nižší úrovni než buňky karcinomu. 

Nedávné poznatky odhalily všestrannější roli EPCAM, která není omezena pouze  

na buněčnou adhezi, ale zahrnuje různé procesy, jako je signalizace, migrace buněk, 

proliferace a diferenciace. Exprese EPCAM na buněčném povrchu může ve skutečnosti 

bránit adhezi buňka-buňka. Na rozdíl od normálního epitelu, ve kterém je EPCAM 

exprimován většinou na bazální nebo bazolaterální buněčné membráně, se distribuce 

EPCAM u karcinomu liší v závislosti na typu nádoru. Například u karcinomu tlustého střeva 

jsou dobře diferencované buňky adenokarcinomu charakterizovány homogenní 

bazolaterální distribucí EPCAM, zatímco středně diferencované buňky adenokarcinomu 

mají typicky membránovou, cytoplazmatickou a luminální expresi EPCAM (Trzpis et al. 

2007). 

 

Obr. 16 – Schematické zobrazení proteinu EPCAM; vytvořeno pomocí PyMOL 

 

2.3 Epimutace 

Několik publikací naznačilo, že přítomnost germinálních epimutací může přispívat 

k patogenezi dědičných kolorektálních karcinomů i v případě absence germinální mutace 

MMR genů (Ebert a Opitz 2009). Tyto epimutace zahrnují hypermethylaci promotoru jedné 
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ze zděděné alely daného genu s následným umlčením exprese této alely ve všech 

somatických buňkách dané tkáně. Jakákoliv mutace druhé alely pak může vést k úplné 

inaktivaci daného genu a tím i k urychlené akumulaci potenciálně karcinogenních mutací 

(Zyla et al. 2021). Pokud epimutace vzniká bez zjistitelné genetické změny, je označována 

jako primární. Jestliže je vyvolána genetickou změnou (obvykle v pozici – cis, tedy na stejné 

allele/molekule DNA a na stejném chromozomu), je označována jako sekundární (Peltomäki 

et al. 2020; Ligtenberg et al. 2009).  

U genu MLH1 jsou známy jak primární, tak sekundární epimutace, zatímco 

epimutace genu MSH2 jsou sekundární v důsledku delecí na 3ʹ konci genu EPCAM.  

Po odstranění stop kodonu dochází k přepisu genu EPCAM do sousedního, strukturálně 

normálního genu MSH2, což indukuje jeho promotorovou methylaci (Ligtenberg et al. 

2009). Kvůli schopnosti umlčet gen MSH2 je EPCAM považován za predispoziční gen k LS 

mimo další již zmíněné MMR geny (Peltomäki et al. 2020).  

Pacienti s epimutací mají v podstatě stejný fenotyp LS jako pacienti s germinální 

mutací, proto se doporučuje stejný léčebný postup. Zásadní rozdíly však můžeme nalézt 

v odlišných mechanismech dědičnosti (Zyla et al. 2021). 

2.4 Defekty v splicingu 

Během splicingu dochází k odstranění intronů z prekurzorové molekuly mRNA  

a vytváří finální molekulu mRNA (Sloane et al. 2014). Přesný sestřih pre-mRNA je nezbytný 

pro vhodnou translaci proteinu. Závisí na přítomnosti konsenzuálních „cis“ sekvencí, které 

definují hranice exon-intron a regulačních sekvencí rozpoznávaných sestřihovým aparátem. 

Bodové mutace v těchto konsenzuálních sekvencích mohou způsobit nesprávné rozpoznání 

exonu a intronu a mohou vést k vytvoření aberantního transkriptu mutovaného genu 

(Abramowicz a Gos 2018). U vyšších eukaryot přispívá splicing k vyšší diverzitě tím, že 

umožňuje jednomu genu generovat více odlišných proteinových izoforem (Jiang a Chen 

2020).  

Sestřihová mutace se může vyskytovat v intronech i exonech a narušovat existující 

sestřihová místa nebo sestřihové regulační sekvence (intronové a exonické tlumiče sestřihu 

a zesilovače) nebo vytvářet nové (viz Obr. 17). Obvykle takové mutace vedou k chybám 

během procesu sestřihu a mohou vést k nesprávnému odstranění intronu a tím způsobit 

změny otevřeného čtecího rámce. Exonické mutace, které pozměňují sestřih ničením 

zesilovačů exonového sestřihu (ZES) nebo vytvářením tlumičů sestřihu exonů (TES), jsou 

již dlouho považovány za predisponující k lidským onemocněním (Casadei et al. 2019). 
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Obr. 17 – Pět hlavních podtypů alternativního sestřihu; vytvořeno pomocí Mind the Graph 

a: konstitutivní sestřih; b: přeskočení exonu (kazetové exony); c: vzájemně se vylučující exony; d: alternativní 

5' sestřihová místa (alternativní donoři); e: alternativní 3' sestřihová místa (alternativní akceptory);  

f: zachování intronu 
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3  DIAGNOSTIKA LYNCHOVA SYNDROMU 

Nejčastějším typem karcinomu u pacientů s LS je CRC a endometriální karcinom 

(EC) (Trujillo – Rojas et al. 2023). HNPCC se nemanifestuje typickými projevy, proto je 

časté podezření na toto onemocnění u pacientů s karcinomem tlustého střeva a/nebo 

pozitivní rodinnou anamnézou nebo manifestací nádorovým onemocněním před 50. rokem 

života.  

K určení konečné diagnózy se používají klinická kritéria, Amsterdam a Bethesda, 

v kombinaci s imunohistochemickou analýzou, testy na MSI a analýzou DNA germinálního 

genomu, aby se potvrdila přítomnost kauzálních variant u genů asociovaných se syndromy 

nádorových onemocnění (Trujillo-Rojas et al. 2023; Umar et al. 2004).  

Většina pacientů Amsterdamská kritéria nesplňuje. Proto byla na konferenci  

v Bethesda vypracována kritéria – Bethesda Guidelines pro identifikaci pacientů, kteří by 

měli podstoupit další genetická vyšetření. Pro analýzu MSI postačuje splnění jediného  

z Bethesda kritérií. U nemocných s prokázanou MSI je pak vhodné provést mutační analýzu 

MSH2 a MLH1 genů (Umar et al. 2004). 

3.1 Amsterdamská kritéria 

V roce 1991 byla publikována kritéria Amsterdam I (viz Tab. 2), která byla 

stanovena jako minimální klinická kritéria pro identifikaci pacientů a rodin s vysokým 

rizikem LS. Tato kritéria byla vytvořena s cílem poskytnout společné pokyny pro výběr 

rodin pro výzkum a pro porovnání výsledků mezi studiemi. Z tohoto důvodu kritéria kladla 

větší důraz na specifitu než na senzitivitu. Aplikace těchto kritérií na klinickou diagnostiku 

vedla k vyloučení více než 50 % případů (Trujillo – Rojas et al. 2023). Kvůli obavám, že 

jsou tato kritéria až příliš přísná byla v roce 1999 stanovena aktualizovaná Amsterdamská II 

kritéria (viz Tab. 3). Kritéria Amsterdam II zahrnují některé extraintestinální karcinomy 

běžně se vyskytující u LS jako tzv. kvalifikační nádory – zejména karcinom endometria, 

tenkého střeva, močovodu nebo ledvinné pánvičky. Většina odborníků dnes rozšiřuje 

spektrum nádorů spojených s LS, aby zahrnovalo i karcinom ovarií, žaludku, 

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

Tab. 2: Amsterdamská kritéria I 

1. V rodině jsou alespoň tři pacienti s karcinomem tlustého střeva, přičemž jeden  

z nich je příbuzný prvního stupně ostatních dvou. 
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2. Jsou postiženy alespoň dvě generace. 

3. Alespoň jeden nemocný byl mladší 50 let v době diagnózy. 

4. Nádor byl verifikován patologem. 

5. Je vyloučena familiární adenomatózní polypóza. 

 

Tab. 3: Amsterdamská kritéria II 

1. V rodině jsou alespoň tři příbuzní s nádorovým onemocněním spojeným s HNPCC 

(kolorektální karcinom, karcinom endometria, tenkého střeva, močovodu  

a ledvinné pánvičky), přičemž jeden z nich je příbuzný prvního stupně ostatních 

dvou. 

2. Jsou postiženy alespoň dvě generace. 

3. Alespoň jeden nemocný byl mladší 50 let v době diagnózy. 

4. Nádor byl verifikován patologem. 

5. Je vyloučena familiární adenomatózní polypóza. 

 

3.2 Bethesda Guidelines 

Revidovaná Bethesda kritéria (viz Tab. 4) představují třetí soubor klinicko –

patologických kritérií, která byla vytvořena za účelem identifikace jedinců, u nichž je 

vhodné provést vyšetření na LS (Umar et al. 2004). Původní a revidovaná Bethesda kritéria 

byla vytvořena za účelem identifikace rodin s LS prostřednictvím kategorizace případů CRC 

v komunitním prostředí na základě molekulárního hodnocení pomocí testování MSI nebo 

analýzy IHC. Zavedení testování stavu DNA MMR do Bethesda kritérií u CRC 

diagnostikovaných v mladém věku a/nebo v souvislosti se zatíženou osobní či rodinnou 

anamnézou byla navržena tak, aby poskytla dostatečně citlivý test na LS, přičemž vyloučí 

CRC, které nejsou způsobeny zárodečnými mutacemi v MMR genech (Jenkins et al. 2007). 
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Odhaduje se, že Bethesda kritéria by mohla pokrýt 15-20 % celkového zatížení 

CRC. Více studií následně potvrdilo klinický přínos revidovaných Bethesda kritérií  

a potvrdilo, že tato doporučení představují efektivní, nákladově úsporný a přesný způsob, 

jak identifikovat pacienty ohrožené HNPCC (Mukherjee et al. 2010). Bethesda kritéria mají 

nižší citlivost při identifikaci mutací MSH6 nebo PMS2 (Sjursen et al. 2010). 

Tab. 4: Bethesda guidelines 

1. Kolorektální karcinom diagnostikovaný u pacienta mladšího 50 let. 

2. Přítomnost synchronních nebo metachronních karcinomů střev a jiných nádorů 

spojených s HNPCC (např. karcinom kolorekta, endometria, žaludku, tenkého 

střeva, ovaria, pankreatu, ureteru, ledvinné pánvičky, biliárního traktu, mozku–

glioblastom, kůže–adenomy sebaceózních žláz a keratoakanthomy), bez ohledu na 

věk. 

3. Kolorektální karcinom s histologií odpovídající vysokému stupni MSI, 

diagnostikovaný u pacienta mladšího 60 let (přítomnost tumor–infiltrujících 

lymfocytů, lymfocytární reakce podobná Crohnově chorobě, mucinózní charakter, 

medulární růst, prstencové (signet ring) buňky v nádoru). 

4. Kolorektální karcinom diagnostikovaný u jednoho nebo více příbuzných prvního 

stupně s nádorem charakteristickým pro HNPCC, přičemž jeden z nádorů byl 

diagnostikován před 50. rokem věku. 

5. Kolorektální karcinom diagnostikovaný u dvou nebo více příbuzných prvního 

nebo druhého stupně s nádory spojenými s HNPCC, bez ohledu na věk. 

3.3 Imunohistochemická analýza 

Důkazy o přítomnosti potenciálně patogenních variantách způsobujících LS lze 

získat provedením analýzy MSI pomocí DNA izolované z nádorů. Levnější a méně náročnou 

metodou je však IHC zaměřená na MMR proteiny, protože absence alespoň jednoho proteinu 

naznačuje přítomnost defektu v systému opravy nesprávného párování DNA (Eikenboom et 

al. 2022). IHC je poměrně citlivým a specifickým ukazatelem. U nádorů s funkčním MMR 

systémem bude možné pozorovat jaderné barvení všech čtyř proteinů. Nádory s deficitem 

MMR budou vykazovat ztrátu (obvykle úplnou) jaderného barvení jednoho nebo více 

proteinů, (viz Obr. 18) (Samowitz 2015). 
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Citlivost IHC testu pro identifikaci pacientů s prokázaným LS byla odhadnuta na 

83–100 %, v závislosti na konkrétních studiích. Některé vzorce exprese však mohou vést  

k chybným interpretacím. Zachovaná exprese proteinu (difuzní silné intaktní barvení) je 

zdokumentována v některých případech mutace MLH1 nebo hypermetylace, ale může být 

nalezena u všech čtyř MMR genů (Leclerc et al. 2021). 

 

Obr. 18 – IHC vyšetření exprese MMR proteinů z biopsie nádoru; převzato z: (Sui QQ at al. 2019) 

Ztráta exprese MLH1 (a) a PMS2 (b) v nádorových buňkách, ztráta exprese nebyla pozorována u MSH2 (c) 

ani MSH6 (d). Měřítko = 200 μm. 

 

3.4 Molekulárně genetická analýza 

Molekulární diagnostika by měla být provedena u pacientů a jejich rodin, u nichž 

byla zjištěna vysoká míra MSI a/nebo absence exprese alespoň jednoho proteinu MMR. 

Diagnostický přístup by měl být komplexní, protože žádná samostatná metoda nedokáže 

přesně detekovat všechny možné mutace v MMR genech. Pokud je v rodině známá mutace, 

měla by být zvolena odpovídající diagnostická metoda podle jejího typu. V případě neznámé 

mutace by měly být použity metody umožňující genové sekvenování (Sobocińska et al. 

2020).  

Sekvenování pomocí multigenového panelu se stalo klinicky praktickým díky 

nástupu NGS. NGS umožňuje současnou kombinaci několika genů spojených s CRC, včetně 

MMR genů a mnoha dalších (Chen a Frankel 2019). NGS, které je založeno na masivně 

paralelním sekvenování, způsobilo revoluci v molekulární diagnostice v mnoha klinických 

oblastech díky své schopnosti sekvenovat několik milionů nukleotidů v jednom běhu. 
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Technologie NGS významně zvýšila počet sekvenovaných genů, snížila náklady a zvýšila 

citlivost detekce mutací (Kašubová et al. 2018). 

Multiplexní ligázová amplifikace sond (MLPA) je další používanou metodou 

v diagnostice LS a umožňuje detekci významných strukturních mutací, jako jsou genomové 

delece, duplikace nebo přestavby jednoho či více exonů, které tvoří od 5 % do 20 % všech 

mutací v MMR genech. V MLPA místo sekvenování DNA dochází k amplifikaci sond. Na 

konci analýzy se vyhodnocuje vzorec píků, který ukazuje, které sekvence vykazují 

nesprávný počet kopií (Sobocińska et al. 2020). 

Další používanou metodou je dideoxysekvenování podle Sangera. Princip je 

založen na ukončení řetězce použitím fluorescenčně označených dideoxynukleotidů  

a kapilární elektroforézy, což tuto metodu činí robustní a spolehlivou, ale také pracnou  

a nákladnou. Hlavním omezením je počet sekvenovaných bázových párů v jednom běhu 

sekvenování (Kašubová et al. 2018). 
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4  PRAKTICKÁ ČÁST 

LS je nejčastější dědičnou predispozicí k CRC a dalším malignitám, jehož 

diagnostika a genetická analýza jsou klíčové pro identifikaci nositelů patogenních variant. 

Cílem praktické části je analýza zárodečných variant v genech spojených s LS pomocí dvou 

molekulárně genetických metod: NGS a digitální multiplexní ligázové amplifikace sond 

(dMLPA). 

NGS umožňuje detailní charakterizaci genetických variant, včetně  

jedno-nukleotidových polymorfismů a malých insercí či delecí, zatímco dMLPA je vhodná 

pro detekci velkých delecí či duplikací. Kombinací těchto metod lze získat komplexní 

přehled o genetických změnách, které mohou být příčinou LS. 

V této části práce jsou popsány jednotlivé kroky laboratorní analýzy, zahrnující 

izolaci DNA, přípravu sekvenačních knihoven, obohacení cílových oblastí, sekvenování  

a následné bioinformatické zpracování dat. Výsledky jsou následně statisticky vyhodnoceny 

a vizualizovány s cílem interpretovat detekované varianty a jejich klinický význam. 

Pro zjednodušení jsou zde uvedeny pouze zkrácené verze experimentálních 

postupů. Podrobné protokoly ke všem použitým metodám jsou k dispozici na následujících 

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 Sekvenování nové generace 

Tento protokol popisuje přípravu sekvenačních knihoven pro platformy Illumina  

s využitím hybridizačního obohacení cílových oblastí (viz Obr. 19). Postup umožňuje 

selektivní zachycení cílových sekvencí genomové DNA (gDNA) a jejich přípravu pro NGS. 

 

Obr. 19 – Schéma kroků sekvenování pomocí platformy Illumina; vytvořeno pomocí Mind the Graph 

https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/G9702-90000.pdf
https://support.mrcholland.com/downloads/files/digitalmlpa-general-protocol/download
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4.1.1 Enzymatická fragmentace DNA 

Enzymatická fragmentace DNA představuje alternativní metodu k mechanické 

fragmentaci a je zvláště vhodná pro vzorky s nižší kvalitou DNA, například DNA izolovanou 

z formalinem fixovaných a parafinem zalitých (FFPE) tkání. Tato metoda využívá 

enzymatické štěpení DNA, které umožňuje regulaci délky výsledných fragmentů na základě 

doby inkubace (viz Tab. 5). 

Enzymatická fragmentace probíhá za přítomnosti specifické enzymatické směsi, 

která rozkládá dvouřetězcovou DNA na menší fragmenty o definované velikosti. Velikost 

výsledných fragmentů je určena dobou inkubace při 37 °C, přičemž delší inkubace vede  

k menším fragmentům. 

Tab. 5: Délka fragmentace a velikost fragmentů 

NGS čtení cílová velikost 

fragmentů (bp) 

délka inkubace  

(37 °C) – vysoce 

kvalitní DNA 

délka inkubace (37 °C) – 

FFPE DNA 

2 × 100 bp 150–200 bp 15 minut 15 minut 

2 × 150 bp 180–250 bp 10 minut 15 minut 

 

1. Příprava vzorku 

• Do reakční směsi bylo pipetováno 10–200 ng gDNA v objemu 7 µl. 

• DNA může být naředěna v nukleázově čisté vodě nebo v 1× Low TE bufferu (10 

mM Tris-HCl, pH 7,5–8,0, 0,1 mM EDTA). 

• Pokud je koncentrace DNA příliš nízká, je doporučeno její zahuštění vhodnou 

metodou. 

2. Příprava enzymatické reakce 

• Reakční směs byla připravena smícháním DNA se 2 µl 5× SureSelect Fragmentation 

Buffer a 1 µl SureSelect Fragmentation Enzyme. 

• Směs byla důkladně promíchána krátkým vortexováním. 

3. Inkubace v termocykleru 

• 37 °C – variabilní délka inkubace v závislosti na požadované velikosti fragmentů 

(viz Tab. 5). 

• 65 °C po dobu 5 minut – inaktivace enzymu. 

• 4 °C – uchování vzorku před dalším zpracováním. 

4. Úprava reakčního objemu 
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4.1.2 Příprava sekvenační knihovny 

Příprava sekvenační knihovny je klíčovým krokem při analýze DNA pomocí NGS. 

Tento proces zahrnuje několik postupných kroků, které umožňují ošetření konců DNA, 

ligaci adaptérů, selekci fragmentů požadované velikosti a amplifikaci knihovny.  

1. Úprava DNA 

• Oprava konců DNA – odstranění poškození DNA a sjednocení konců pro další 

kroky.  

• A-tailing (přidání adeninových nukleotidů na 3’ konec) – umožňuje ligaci adaptérů 

s odpovídající T – připravenou sekvencí. 

2. Ligace adaptérů 

• Sekvenční primery – nutné pro navázání na sekvenační flow-cell. 

• Molekulární čárové kódy (Unique Molecular Identifiers, UMI) – umožňují sledování 

jednotlivých molekul DNA a eliminaci chyb způsobených PCR duplikáty. 

• Indexové sekvence (barcodes) – umožňují multiplexování vzorků v rámci jedné 

sekvenační dráhy. 

3. Čištění knihovny pomocí magnetických částic 

Po ligaci adaptérů bylo nutné odstranit nevyužité adaptéry a krátké fragmenty 

DNA. K tomu byl použit systém AMPure XP bead, který umožňuje velikostní selekci DNA 

fragmentů na základě rozdílné vazby na magnetické částice. 

4. PCR amplifikace knihovny 

Aby bylo zajištěno dostatečné množství DNA pro hybridizaci, proběhla 

amplifikace knihovny pomocí PCR. Počet cyklů byl optimalizován v závislosti na výchozím 

množství DNA (běžně 6–12 cyklů). PCR směs obsahovala: 

• SureSelect PCR Master Mix – polymerázová směs určená pro NGS aplikace. 

• Indexovací primery – umožňující specifickou amplifikaci knihovny. 

5. Kvantifikace a kontrola kvality knihovny 

4.1.3 Hybridizace a obohacení cílových oblastí 

Tento postup umožňuje selektivní zachycení specifických sekvencí gDNA, které 

jsou relevantní pro analýzu a eliminuje nepotřebné oblasti genomu. V této práci byl použit 

SureSelectXT HS Target Enrichment System (Agilent), který využívá biotinylované sondy 

k hybridizaci cílových oblastí a jejich následné izolaci pomocí streptavidinových 

magnetických kuliček. 
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1. Hybridizace s biotinylovanými sondami 

Hybridizace je proces, při kterém se jednovláknová DNA knihovny váže na 

specifické sondy, které jsou navrženy tak, aby komplementárně rozpoznaly sekvence zájmu. 

Tyto sondy jsou značené biotinem, což umožňuje jejich následné selektivní zachycení. 

2. Zachycení hybridizovaných fragmentů pomocí streptavidinových magnetických 

kuliček 

• Přidání streptavidinových kuliček. 

• Magnetická separace. 

• Promytí a odstranění nespecificky vázaných sekvencí. 

3. Post-hybridizační amplifikace knihovny 

Po zachycení cílových fragmentů je nutné provést PCR amplifikaci, která zajistí 

dostatečné množství DNA pro následné sekvenování. 

4.1.4 Příprava na sekvenování 

Po úspěšném obohacení cílových oblastí a amplifikaci knihovny je nutné provést 

finální přípravu vzorků pro sekvenování na platformě Illumina. 

• Kvantifikace a kontrola kvality knihovny. 

• Pooling vzorků (kombinace více knihoven pro multiplexní analýzu). 

• Denaturace a ředění knihovny na požadovanou koncentraci. 

• Příprava sekvenační směsi a vložení na sekvenátor. 

4.1.5 Průběh sekvenace 

Po spuštění sekvenačního běhu probíhá automatická syntéza DNA a čtení 

nukleotidů metodou reverzibilní terminace fluorescenčních nukleotidů (Illumina SBS – 

Sequencing by Synthesis). 

1. Imobilizace DNA na flowcell 

• Amplifikované DNA fragmenty jsou navázány na povrch flow cell pomocí adaptérů. 

2. Bridge PCR (klonální amplifikace) 

• DNA je amplifikována, aby se vytvořily clustery dostatečně silné pro detekci. 

3. Sekvenační cykly 

• Inkorporace fluorescenčního nukleotidu – pouze jeden nukleotid je přidán k řetězci. 

• Detekce signálu – laser osvítí flow cell a systém zaznamená fluorescenční signál. 

• Odstranění blokovací skupiny – umožňuje přidání dalšího nukleotidu v dalším cyklu. 

4. Dokončení běhu 
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Jakmile je dosaženo požadované délky čtení, systém ukončí sekvenování a vytvoří 

se z nezpracovaných tzv. RAW dat (.bcl) ze sekvenátoru, standardní výstup sekvenačních 

dat ve formátu FASTQ (.fastq nebo fastq.gz), které jsou základním výstupem vhodným pro 

následné bioinformatické nástroje (např. alignment, variant calling). 

4.1.6 Hodnocení a analýza dat 

Analýza dat získaných pomocí NGS je vícestupňový proces, jehož cílem je 

extrahovat biologicky relevantní informace z rozsáhlých sekvenačních souborů. Po získání 

surových sekvenačních dat je prvním krokem primární analýza, která zahrnuje 

demultiplexaci, odstranění technických artefaktů a kontrolu kvality sekvenačních čtení. 

Následuje sekundární analýza, během níž jsou sekvence zarovnány k referenčnímu genomu 

a jsou identifikovány genetické varianty, jako jsou SNP, inzerce, delece či strukturální 

změny (viz Obr. 20). K finálnímu zpracování dat dochází během terciární analýzy (viz Obr. 

21), kdy jsou genetické varianty funkčně anotovány, porovnávány s databázemi  

a interpretovány v kontextu biologického nebo klinického významu. Celý proces vyžaduje 

kombinaci bioinformatických nástrojů a statistických metod pro zajištění přesnosti, 

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

 

Obr. 20 – Zobrazení heterozygotní rozsáhlé delece v genu BRCA1 zahrnující exony 5-14 pomocí 

bioinformatické CNV analýzy z NGS dat nástrojem Varsome Clinical (Saphetor); Screenshot softwaru 

použitého v laboratoři 
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Obr. 21 – Zobrazení sekundární a terciální analýzy NGS dat pomocí nástroje Varsome Clinical (Saphetor); 

Screenshot softwaru použitého v laboratoři 

 

Bioinformatická analýza variant se řídí standardizovanými kritérii stanovenými 

American College of Medical Genetics and Genomics ve spolupráci s Association for 

Molecular Pathology. Tento systém klasifikace genetických variant rozděluje nalezené 

změny do pěti kategorií: patogenní, pravděpodobně patogenní, varianty nejasného významu 

(VUS), pravděpodobně benigní a benigní. Hodnocení variant vychází z kombinace 

populačních frekvencí, funkčních studií, klinické korelace a bioinformatických predikcí, 

které posuzují konzervativnost sekvence a možné dopady na protein (Harrison et al. 2019). 

Alternativně lze využít i systém ABC, který umožňuje podrobnější hodnocení variant, včetně 

CNV nebo regulačních oblastí. Tento systém kombinuje funkční hodnocení varianty 

(biologický dopad) a klinickou penetranci, čímž rozděluje varianty do přesněji definovaných 

skupin (Houge et al. 2021). Varianty klasifikované jako VUS vyžadují další výzkum a jejich 

význam se může v průběhu času měnit s přibývajícími poznatky. Pro správnou interpretaci 

dat je nezbytné využívat databáze jako ClinVar, které umožňují sdílení informací mezi 

laboratořemi a usnadňují rozhodovací procesy v klinické genetice (VarSome & VarSome 

Clinical 2021p). 

4.2 Digitální multiplexní ligázová amplifikace sond 

dMLPA je semi–kvantitativní metoda, která kombinuje robustnost klasické MLPA 

s vysokokapacitním NGS (viz Obr. 22). Tato technologie umožňuje přesnou detekci změn 

počtu kopií DNA (CNV) a přítomnost specifických mutací v širokém spektru genetických 

oblastí. Hlavní výhodou dMLPA je schopnost analyzovat více než 1000 cílových sekvencí  

v jednom multiplexním PCR experimentu, přičemž amplikonové produkty jsou následně 
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kvantifikovány pomocí sekvenování na platformě Illumina (Protocols & Manuals — MRC 

Holland Support 2024). 

 

Obr. 22 – Pracovní postup dMLPA; (BV, MRC Holland 2024) 

 

4.2.1 Příprava DNA 

• Ve zkumavce bylo smícháno 4 µl DNA vzorku s 2 µl unikátního barcode roztoku, 

který umožňuje rozlišení jednotlivých vzorků během sekvenace. 

• Inkubace v termocykleru: 

: 98 °C na 10 minut – denaturace dvoušroubovicové DNA pro umožnění vazby sond. 

: ochlazení na 25 °C – stabilizace vzorku před hybridizací sond. 

4.2.2 Hybridizace sond 

Hybridizace je krok, při kterém se specifické oligonukleotidové sondy vážou na 

komplementární sekvence DNA vzorku (viz Obr. 23). Tento proces zajišťuje specifitu 

analýzy a umožňuje detekci cílových sekvencí. 

 

Obr. 23 – Schéma hybridizace oligonukleotidových sond na komplementární sekvence DNA vzorku; 

vytvořeno pomocí Mind the Graph 

 

1. Příprava hybridizační směsi 

Pro každý vzorek byl připraven PCR mix smícháním následujících reagencií, aby 

vznikly 3 µl hybridizační směsi. 

• 1,5 µl digitalMLPA probemix (obsahuje cílové sondy specifické pro analyzované 

oblasti DNA). 
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• 1,5 µl MLPA hybridizační pufr (zajišťuje optimální podmínky pro vazbu sond). 

2. Hybridizační reakce 

• 3 µl hybridizační směsi bylo přidáno k 6 µl denaturované DNA. 

• Vzorek byl promíchán krátkým zvortexováním. 

• Směs byla umístěna do termocykleru, kde proběhla hybridizační reakce. 

: 95 °C na 1 minutu – aktivace hybridizační reakce a odstranění nespecifických 

interakcí. 

: 60 °C po dobu 16–20 hodin – umožňuje úplnou a specifickou hybridizaci sond  

s cílovými sekvencemi DNA. 

Během této inkubace se jednotlivé páry oligonukleotidových sond vážou na 

komplementární sekvence v genomové DNA, přičemž každá dvojice se umístí v těsné 

blízkosti, což je zásadní pro následný ligovací krok. 

4.2.3 Ligace hybridizovaných sond 

Během ligace se správně hybridizované sondy spojí do jednoho fragmentu pomocí 

enzymu Ligase-65. Pouze úspěšně hybridizované sondy mohou být ligovány, což zajišťuje 

vysokou specifitu metody. 

4.2.4 PCR amplifikace ligovaných sond 

PCR amplifikace umožňuje namnožení ligovaných sond za použití specifických 

primerů a polymerázy. Tento krok umožňuje následnou detekci amplifikovaných fragmentů 

pomocí sekvenování. 

1. Příprava PCR reakce 

Pro každý vzorek byla připravena PCR směs o celkovém objemu 10 µl. 

• 7 µl ultrapure H₂O – pro doplnění objemu reakce. 

• 2 µl PCR Primer mix P5P7 – směs primerů specifických pro amplifikaci ligovaných 

sond. 

• 1 µl Polymerase – DNA polymeráza určená pro PCR reakci. 

2. PCR amplifikace 

• Inicializace polymerázy: 

: 65 °C po dobu 1 min. 

• Amplifikační cykly: 

: 95 °C po dobu 30 s (denaturace DNA). 

: 65 °C po dobu 40 s (nasedání primerů). 
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: 72 °C po dobu 90 s (elongace DNA polymerázou). 

• Ukončení reakce: 

: 15 °C pauza – stabilizace reakce před dalším zpracováním. 

4.2.5 Příprava sekvenační knihovny 

Příprava sekvenační knihovny byla provedena podle protokolu použité platformy– 

Illumina (viz str. 43).  

4.2.6 Sekvenování 

Po úspěšné amplifikaci ligovaných sond je dalším krokem sekvenování, které 

umožňuje přesnou kvantifikaci jednotlivých amplikonů a následné určení CNV. dMLPA 

využívá sekvenační platformu Illumina NGS sekvenování, které umožňuje vysoce paralelní 

čtení krátkých DNA fragmentů (viz str. 44). 

4.2.7 Hodnocení a analýza dat 

Pro analýzu dat získaných digitální dMLPA byl použit software Coffalyser 

digitalMLPA™, vyvinutý společností MRC Holland. Hodnocení dat probíhá v několika 

fázích. Nejprve dochází k importu FASTQ souborů, z nichž software extrahuje relevantní 

čtení a provádí jejich předzpracování. Následně je aplikován pokročilý systém normalizace, 

který zahrnuje intra-sample a inter-sample korekce, čímž se eliminují technické variability 

mezi jednotlivými vzorky a kontrolními vzory. Dalším krokem je výpočet poměru kopií 

jednotlivých sond, kde software automaticky identifikuje delece nebo duplikace na základě 

odchylek v signálu oproti referenčním vzorkům (viz Obr. 24). Kromě kvantifikace software 

provádí i komplexní kontrolu kvality, která zahrnuje hodnocení konzistence reakce a kvality 

vstupních dat. Výstupem analýzy je podrobný report obsahující vizualizace se statistickým 

vyhodnocením jednotlivých variant (Coffalyser digitalMLPA – MRC Holland 2024). 

Při hodnocení dat z dMLPA je nezbytné věnovat zvýšenou pozornost několika 

faktorům, které mohou ovlivnit správnou interpretaci výsledků. Možným problémem mohou 

být pseudogeny, například v genu PMS2, které mohou interferovat s analýzou a vést  

k nesprávným závěrům. Dále je nutno zohlednit benigní krátkonukleotidové delece, které se 

často vyskytují a mohou být chybně interpretovány. Homopolymery představují další 

problém, neboť mohou způsobovat chyby při amplifikaci DNA polymerázou. Dalším 

omezením jsou „hluchá“ a neunikátní místa, pro která je obtížné navrhnout specifické 

primery. V takových případech je vhodné nejprve provést longread sekvenování a následně 
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ověřit výsledky Sangerovou metodou. Některé nedostatky lze částečně eliminovat použitím 

exon-proximálních sond pokrývajících i intronové oblasti, čímž je umožněna komplexnější 

NGS analýza včetně detekce CNV v jednom kroku NGS. Tímto procesem může být 

nahrazena metoda dMLPA nebo naopak exon-proximální próby jsou nabohaceny v genech, 

pro které neexistuje komerčně dostupný MLPA či dMLPA probemix. 

 

 

Obr. 24 – Vzorový výsledkový report vyšetření pomocí dMLPA (ukázka heterozygotní delece v genu BRCA1); 

Screenshot softwaru použitého v laboratoři 

4.3 Výsledky analýz 

Celkem bylo vyšetřeno 576 pacientů různých věkových skupin (viz Graf 1), z nichž 

458 byly ženy (viz Graf 2) a 118 muži (viz Graf 3). Hodnocení získaných dat se zaměřovalo 

na identifikaci genetických variant predisponujících k LS s využitím metod molekulární 

biologie, přičemž zvláštní důraz byl kladen na detekci delecí, duplikací a dalších 

strukturálních variant. Nalezené výsledky byly následně zařazeny do pěti kategorií: (1) Class 

4–5 v indikovaných 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 jasně relevantní geny spojené s onemocněním LS, zatímco skupina 
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B označuje výzkumné geny, jejichž role v patogenezi onemocnění dosud není plně objasněna 

(viz Tab. 6). 

 

Tab. 6: Rozdělení genů, analyzovaných pomocí specifických sond, do skupin. 

geny 

geny skupiny A geny skupiny B 

AIP, APC, ATM, BAP1, BARD1, BLM, 

BMPR1A, BRCA1, BRCA2, BRIP1, 

CDH1, CDK4, CDKN2A, 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, RAD50, 

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, AXIN1, 

BABAM1, BABAM2, BRAP, BRCC3, 

BUB1B, CASP8, CCND1, CDC73, 

CDKN1B, CDKN1C, CEBPA, CHEK1, 

CLSPN, CSMD3, CSNK1E, CYLD, 

DCLRE1C, DDB2, DHFR, DICER1, DIS3, 

DIS3L2, DMBT1, DNAJC21, DPYD, 

EGFR, EGR1, EMSY, EPHX1, EPOR, 

ERCC1, ERCC4, ERCC5, ERCC6, ESR1, 

ESR2, EXO1, EXT1, EZH2, FAAP24, 

FAN1, FANCA, FANCB, FANCD2, 

FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, 

FANCL, FANCM, FBXW7, GADD45A, 

GADD45G, GATA2, GPC3, GRB7, 

HELQ, HNF1A, HOXB13, HRAS, HUS1, 

HUS1B, KAT5, KCNJ5, LIG1, LIG3, 

LIG4, LMO1, LMO3, LRIG1, MAX, 

MCPH1, MDC1, MDM2, MDM4, MGMT, 

MMP8, MPL, MRE11, MSH3, MSH5, 

MST1R, MTCP1, NAT1, NCAM1, 

NHEJ1, NSD1, OGG1, PARP1, PARP2, 

PAXIP1, PCNA, PHB1, PHB2, PHOX2B, 

PIK3CA, PIK3CG, PLA2G2A, PMS1, 

POLB, PPM1D, PREX1, PREX2, PRF1, 

PRKDC, PTCH2, PTTG1, RAD1, RAD17, 

RAD18, RAD23A, RAD23B, RAD51, 

RAD51AP1, RAD51B, RAD52, RAD54B, 

RAD54L, RAD9A, RBBP8, RBL1, 

RECQL5, REV3L, RFC1, RFC2, RFC4, 

RHBDF1, RHBDF2, RNF168, RNF169, 

RNF8, ROS1, RPA1, RUNX1, SBDS, 

SCARA5, SDHAF2, SDHC, SDHD, 
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SETX, SHPRH, SMARCB1, SMARCE1, 

SPRED1, SPRED2, SSC5D, TCL1A, 

TELO2, TERF2, TERT, TLR2, 

TMEM127, TOPBP1, TOX2, TP53BP1, 

TP73, TRRAP, UBE2A, UBE2I, UBE2V2, 

UBE4B, UIMC1, VHLL, XPA, XPC, 

XRCC1, XRCC2, XRCC3, XRCC5, 

XRCC6, ZNF350 

 

 

Graf 1: Profil věkových skupin vyšetřovaných pacientů 
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Graf 2: Počet pacientek s uvedeným věkem v době diagnózy 

 

 

 

Graf 3: Počet pacientů s uvedeným věkem v době diagnózy 

 

V rámci praktické části práce byla testována hypotéza, zda přítomnost kauzálních 

variant (Class 4–5) v genech skupiny A a B, nebo pouze ve skupině A, případně v kombinaci 

s variantami nejasného významu (VUS, Class 3) ve skupině A, má vliv na věk manifestace 

nádorového onemocnění u pacientů s podezřením na dědičný nádorový syndrom. Tato 
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hypotéza předpokládá, že varianty Class 4–5 v genech skupiny A i B mohou korelovat  

s dřívější diagnózou onemocnění, a že kombinace kauzálních variant ve skupině A a variant 

VUS ve stejné skupině může ovlivnit čas manifestace onemocnění. 

V kategorii (1) byla u 7 % pacientů identifikována kauzální genetická varianta. 

Analýza odhalila přítomnost variant v genech APC, TP53, BARD1 a NTHL1, které se 

vyskytovaly výhradně v kombinaci s variantou v jiném genu. Dále byly detekovány varianty 

v genech ATM, BRCA1 a MUTYH, jež se ve vysoké míře nacházely současně s variantou  

v jiném genu (viz Graf 4). Nejčastěji detekovanými geny s pozitivním nálezem v Class 4 – 

5 byly BRCA1, který představoval 21 % ze všech analyzovaných genů, a MUTYH, jehož 

podíl činil 10 %.  

Graf 4: Nalezené varianty v genech kategorie (1) 

 

U 14 % vyšetřených pacientů byla v rámci kategorie (2) identifikována kauzální 

varianta. V této skupině se varianty v genech FH vyskytovaly výhradně ve spojení s další 

variantou v jiném genu. Kromě toho byly zaznamenány sekvenční varianty v genech 

SPINK1, NTHL1 a ERCC3, které se ve vysokém procentu případů objevovaly současně  

s jinou variantou (viz Graf 5). Geny s nejvyšším podílem pozitivních nálezů zahrnovaly 

CHEK2, který byl detekován ve 14 % všech analyzovaných případů, a MUTYH, jenž se 

vyskytoval u 12 % případů. 
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Graf 5: Nalezené varianty v genech kategorie (2) 

 

U 28 % vyšetřených pacientů byla v rámci kategorie (3) identifikována kauzální 

varianta. V této skupině se varianty v genech RECQL, BARD1, CDH1, CDK4, FH, 

SMARCA4, TSC1, CDKN2A a FLCN vyskytovaly výhradně ve spojení s jinou variantou  

v odlišném genu. Dále byly zaznamenány genetické změny v ATM, NF1, ERCC3, FANCC, 

MET, MLH3, NTHL1, RECQL4, SLX4 a WRN, které se často objevovaly v kombinaci  

s další variantou (viz Graf 6). Nejčastěji detekovanými geny byly RECQL4, přítomný  

v 11 % analyzovaných případů, a SLX4, jehož výskyt činil 9 %. 

 

Graf 6: Nalezené varianty v genech kategorie (3) 

 

 

Kauzální varianta byla identifikována u 27 % vyšetřených pacientů v rámci 

kategorie (4). V této skupině byly varianty v genech DPYD, FAN1, GRB7, NF1, PARP2, 

REV3L, ZNF350, BARD1, SMARCA4, TSC1, PMS2, MPL, SSC5D, APEX1, AIP, SCARA5, 
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AXIN1, RAD51D, PTEN a BAP1 přítomny výhradně v kombinaci s variantou v jiném genu. 

Dále byly detekovány genetické změny v genech ATM, BLM, CDH1, ERCC2, NBN, POLE, 

PATCH1, RAD50, RECQL4, SLX4 a WRN, které se často vyskytovaly ve spojení s variantou 

v jiném genu (viz Graf 7, 8). Nejčastějšími detekovanými geny byly POLE a RECQL4, 

přítomné v 6 % analyzovaných vzorků, a ATM, který byl přítomen v 5 % případech. 

 

Graf 7: Nalezené varianty v genech kategorie (4)-první část 

 

 

Graf 8: Nalezené varianty v genech kategorie (4)-druhá část 

 

 

Geny class 4-5 skupiny B 

první část 

Geny class 4-5 skupiny B 

druhá část 
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Kauzální varianta byla nalezena u 6 % vyšetřených pacientů v rámci kategorie (5). 

V této skupině se varianty v genech ERCC6, FANCD2, FANCM, RFC2, SSC5D, PP3, NAT1, 

RHBDF2, TLR2, SHPRH, DIS3, TOPBP1, CASP8, LIG3, TP73, FANCG, TERT, RECQL5, 

PREX2, SCARA objevovaly výhradně ve spojení s variantami v jiných genech (viz Graf 9). 

Mezi nejčastěji detekované geny patřily DNAJC21, ERCC4, ESR2, FANCA a SBDS, 

přítomné v 6 % všech analyzovaných vzorků. 

 

Graf 9: Nalezené varianty v genech kategorie (5) 

 

 

Pro ověření hypotézy o souvislosti mezi časnou manifestací nádorového 

onemocnění a přítomností variant v genech různých kategorií, byli ze všech vyšetřených 

vzorků vybráni pacienti ve věkovém rozmezí 1–40 let v době diagnózy, což umožňuje 

posoudit dřívější nástup a progresivitu onemocnění. U této skupiny pacientů byla často 

detekována přítomnost více kauzálních variant současně, a to napříč různými kategoriemi 

genů. Významná část z těchto pacientů měla identifikované varianty v genech kategorie B 

(viz Graf 10), tedy v genech považovaných za výzkumné, u nichž dosud nejsou dostatečné 

důkazy pro jejich jednoznačné zařazení mezi predispoziční geny nádorových syndromů. 

Tyto výsledky naznačují potenciální roli těchto genetických variant v časnějším rozvoji 

malignit. 
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Graf 10: Nalezené varianty u pacientů ve věkovém rozhraní 1–40 let v době diagnózy 

 

 

ID pacienta věk v době diagnózy (Class 4-5) indikované geny + geny skup. A Výsledek (Class 3) v indikovaném genu Výsledek (Class 3) VUS geny skupiny A Výsledek (Class 4-5) geny skup. B Výsledek (Class 3) geny skupiny B

5462 3

5689 10

6119 17

5903 19

8548 21

6476 26

8488 26

6604 28

9276 30

9621 30

9952 31

10337 34

9561 35

5235 37

7963 37

6944 38

7118 39

6304 40

8898 40

třídy genů

5

4

3

2

1
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5  DISKUSE 

Podle dostupné literatury je CRC častěji diagnostikován u mužů než u žen.  

V posledních letech však dochází k významnému nárůstu výskytu LS u žen. Tento trend je 

potvrzen i v této práci, kde bylo zjištěno, že z celkového počtu 576 pacientů bylo 458 žen, 

což představuje 79,51 %, zatímco mužů bylo 118, což odpovídá 20,49 %. Výsledky 

naznačují, že i když muži stále představují většinu případů CRC, je důležité věnovat 

zvýšenou pozornost výskytu LS i u žen. Tento trend by mohl mít významné důsledky pro 

screeningové programy a preventivní opatření zaměřená na včasnou detekci a léčbu LS. 

Dle dosavadních znalostí jsou za LS primárně zodpovědné mutace v hlavních 

genech MMR pro opravu DNA, konkrétně v genech MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2. Rozsáhlé 

analýzy ukazují, že největší prevalenci mají geny PMS2 a MSH6. Konkrétně se jedná  

o prevalenci 1 z 714 (0,140 %) pro PMS2 a 1 z 758 (0,132 %) pro MSH6, v porovnání s geny 

MLH1 (1 z 1946 [0,051 %]) a MSH2 (1 z 2841 [0,035 %]). Prevalence kauzálních variant 

v těchto genech dle vlastního měření této práce 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 častější výskyt 

variant v genu MSH6 než u genů MLH1, MSH2, avšak výskyt variant v genu PMS2 byl méně 

častý. Mutace v genech MLH1 a MSH2 jsou dle studií považovány za závažnější, protože 

mají větší vliv na opravu DNA. Tyto mutace vedou k výraznějšímu narušení funkce MMR 

systému, což zvyšuje riziko vzniku nádorových onemocnění. Nicméně, výsledky této práce 

neprokázaly, že by u pacientů s kauzální variantou v genech MLH1 a MSH2 docházelo  

k dřívější manifestaci nádorového onemocnění. Věk v době diagnózy u těchto pacientů se 

pohyboval v rozmezí 63 až 71 let. Tento nález naznačuje, že i když mutace v těchto genech 

mají závažnější dopad na opravu DNA, nemusí nutně vést k časnějšímu nástupu 

onemocnění. 

V kategorii (1), Class 4–5 v indikovaných genech a genech skupiny A, byl nejčastěji 

detekovaným genem s kauzální variantou BRCA1, který představoval 21 % ze všech 

analyzovaných genů. Aberantní gen MUTYH byl detekován u 10 % ze všech analyzovaných 

genů. Pacienti s kauzální variantou v genu BRCA1 měli věkový rozptyl v době diagnózy 44–

67 let. Nebyla prokázána souvislost mezi dřívější manifestací onemocnění a kombinací 

kauzální varianty BRCA1 s další variantou v jednom nebo více genech. V případě genu 

MUTYH byl věkový rozptyl v době diagnózy 21–51 let. Byla zde nalezena viditelná 

souvislost mezi dřívější manifestací onemocnění a kombinací kauzální varianty v dalším 

genu, konkrétně genu NTHL1, který věkovou hranici v době diagnózy posunul na 21–46 let. 
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Naopak u pacientů s variantou genu MUTYH a BRCA1 byl věk v době diagnózy okolo 50 

let. Gen MUTYH se podílí na opravě DNA a jeho mutace bývají spojovány s onemocněním 

nazývaným polypóza. Některé studie však potvrzují výskyt mutací MUTYH také u pacientů 

s LS, přesný mechanismus a souvislost s LS nejsou doposud plně objasněny (Ashton et al. 

2009; Castillejo et al. 2014).  

V kategorii (2), Class 3 v indikovaném genu, byl nejčastěji detekovaným genem s 

kauzální variantou CHEK2, který představoval 14 % ze všech analyzovaných genů. Gen 

MUTYH byl detekován u 12 % ze všech analyzovaných genů. Pacienti s variantou v genu 

CHEK2 se nacházeli ve věkové hranici 48–78 let a nebyla prokázána souvislost mezi dřívější 

manifestací onemocnění a kombinací kauzální varianty CHEK2 s další variantou v jednom 

nebo více genech. V případě genu MUTYH byl věkový rozptyl v době diagnózy 30–74 let. 

V této kategorii se gen MUTYH nenacházel v kombinaci s variantou v dalším genu. Jelikož 

se jedná o geny Class 3, jsou zde zahrnuty VUS varianty, jejichž přímá souvislost s LS není 

plně podložena. Nižší věková hranice pod 50 let, která byla prokázána v této práci, by mohla 

poukazovat na opodstatněné zařazení variant těchto genů do multigenového panelu. 

V kategorii (3), Class 3 VUS v genech skupiny A, byl nejčastěji detekovaným 

genem s kauzální variantou RECQL4, který představoval 11 % ze všech analyzovaných 

genů. Gen SLX4 byl detekován u 9 % ze všech analyzovaných genů. Pacienti s variantou  

v genu RECQL4 se nacházeli ve věkové hranici 33–81 let a nebyla prokázána souvislost 

mezi dřívější manifestací onemocnění a kombinací kauzální varianty RECQL4 s další 

variantou v jednom nebo více genech. V případě genu SLX4 byl věkový rozptyl v době 

diagnózy 31–55 let. Byla viditelná souvislost mezi dřívější manifestací onemocnění  

a kombinací kauzální varianty v dalším genu. V tomto případě se věková hranice v době 

diagnózy posunula na 34–50 let. Jean-Hugues Guervilly et al. ve své studii (2022) objevili 

možnou souvislost variant genu SLX4 s LS. Uvádí, že mezi SLX4 a MSH2 dochází k 

interakci, která je důležitá pro tvorbu produktů tvořících MutSα jednotku (Guervilly et al. 

2022). Varianty v této kategorii spadají mezi VUS varianty. Podrobnější výzkum by mohl 

pomoci tyto varianty blíže propojit s LS a potvrdit jejich souvislost s tímto onemocněním. 

V kategorii (4), Class 4–5 v genech skupiny B, byly nejčastěji detekovanými geny 

s kauzálními variantami v genech POLE a RECQL4, přičemž tyto geny představovaly 6 % 

ze všech analyzovaných genů, a ATM, který představoval 5 % ze všech analyzovaných genů. 

Pacienti s variantou v genu RECQL4 se nacházeli ve věkovém rozmezí 43–72 let a nebyla 

prokázána souvislost mezi dřívější manifestací onemocnění a kombinací kauzální varianty 

RECQL4 s další variantou v jednom nebo více genech. V případě genů POLE a ATM byl 
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pozorován velký věkový rozptyl okolo 26–78 let s nerovnoměrným zastoupením pacientů. 

Ačkoliv se geny často vyskytovaly v kombinaci s variantami v jiných genech, nebyla 

prokázána souvislost s dřívější manifestací onemocnění. Dle literatury byl prokázán vliv 

variant v genu POLE na rozvoj LS v souvislosti s MSI. Mechanismus vlivu mutací POLE 

však nebyl doposud zcela objasněn (Jansen et al. 2015). Gen ATM začíná být rovněž 

spojován s LS díky vlivu na homologní rekombinaci (Sriramulu et al. 2018). 

V kategorii (5), Class 3 v genech skupiny B, byl nejčastěji detekovaným genem  

s kauzální variantou SBDS, který představoval 6 % ze všech analyzovaných genů. Tato 

kategorie zahrnuje velké množství VUS variant, z nichž byly vyřazeny varianty s nižší 

četností. Pacienti s detekovanou variantou v tomto genu byli pouze tři, což je příliš malý 

vzorek na to, aby bylo možné usuzovat o průběhu onemocnění. V kategoriích (4) a (5) se 

nacházejí výzkumné geny, které nebyly trvale zařazeny do polygenního panelu pro vyšetření 

tohoto typu nádorového onemocnění. Výsledky práce však jasně poukazují na potřebu 

detailnějšího výzkumu genů v těchto kategoriích, které vykazují možnou souvislost s LS. 

Tato práce poskytuje základ pro další výzkum v oblasti genetických predispozic  

k LS. Vzhledem k omezené velikosti souboru pacientů nelze získané poznatky aplikovat 

přímo do klinické praxe. Budoucí studie s větším počtem pacientů budou klíčové pro 

potvrzení závěrů této diplomové práce a pro širší využití těchto výsledků v klinické 

diagnostice a léčbě. 
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ZÁVĚR 

Diplomová práce se zaměřuje na genetické predispozice k LS a jejich vliv na výskyt 

tohoto onemocnění. V úvodních kapitolách je popsána problematika LS, genetické mutace 

v genech MMR (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) a jejich vliv na rozvoj nádorových 

onemocnění. Dále jsou uvedeny teoretické základy mechanismů, kterými tyto kauzální 

varianty narušují opravu DNA a vedou k vyššímu riziku onkologických onemocnění, včetně 

CRC. 

Následující kapitoly obsahují přehled genetických variant, které jsou spojeny  

s LS, a to včetně nových a méně běžných variant, jako jsou varianty v genech RECQL4  

a SLX4. V těchto kapitolách je podrobně popsána prevalence těchto variant, souvislost  

s věkem pacientů v době diagnózy a jejich potenciální význam pro rozvoj LS. V praktické 

části práce byly analyzovány genetické vzorky pacientů, u nichž byly detekovány různé 

varianty, což poskytuje cenné informace pro budoucí výzkum a klinickou praxi. 

V dalších částech práce je prezentována analýza vzorků výskytu LS v populaci, 

přičemž práce potvrzuje, že u žen je v posledních letech pozorován nárůst výskytu LS, což 

může mít důsledky pro screeningové programy zaměřené na detekci tohoto syndromu.  

V praktické části byla rovněž diskutována otázka aplikace těchto zjištění, přičemž bylo 

zdůrazněno, že vzhledem k omezené velikosti vzorku nelze výsledky okamžitě 

implementovat do praxe. 

Závěrem práce lze říci, že její výsledky přispívají k lepšímu pochopení genetických 

příčin LS a podtrhují důležitost jeho včasné diagnostiky a preventivních opatření. I když 

práce poskytuje cenné nástroje pro diagnostiku, je třeba provést další výzkumy na větších 

kohortách pacientů, které by mohly potvrdit získané závěry a přispět k širšímu využití těchto 

znalostí v klinické praxi. 
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