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SOUHRN

Lynchiv syndrom (dfive hereditarni nepolypdzni kolorektélni karcinom) je nejcastéjsi pricinou familidrniho vyskytu kolorektalniho karcinomu se zndmym
molekularné genetickym podkladem. Pricinou je germindlni mutace nékterého z genl kédujicich takzvané MMR proteiny, které opravuji chyby ve strukture
DNA vznikajici pfi jeji replikaci. Tyto mutace zplsobuji dysfunkci opravného komplexu, ktera vede k rozvoji nestability mikrosatelit(i (MSI) a ke vzniku a pro-
gresi nadord, zejména kolorektalniho karcinomu. Tradi¢né se jeho frekvence odhaduje na 2 % vsech kolorektélnich karcinomd, v souc¢asné dobé vsak odhady
dosahuji az 5 %. Vzhledem k této pomérné vysoké cetnosti, absenci premorbidniho fenotypu, familidrnimu vyskytu a prezentaci malignich nadora v produk-
tivnim véku se z jeho diagnostiky stava problém nejen medicinsky, ale i socioekonomicky. Bohuzel, Bethesda guidelines, natoz Amsterdamska kritéria, ktera
byla sestavena predevsim ke klinickému zachytu pacientt se suspekci na Lynchliv syndrom, nejsou dostatecné senzitivni. Ukazalo se, ze vyssi senzitivitu
vykazuje histologicka detekce karcinom( s morfologickymi znaky asociovanymi s MSI. Jedna pétina karcinomt s MSI by méla byt podminéna Lynchovym
syndromem, zbytek tvofi sporadické MSI-H karcinomy zplisobené epigenetickou inaktivaci opravného proteinu. K vylouceni téchto sporadickych piipadt
z dalsiho testovani slouzi vysetfeni genu BRAF a analyza methylace promotoru genu MLH1. Podezieni na Lynchlv syndrom vyplyvajici z vysledkd vyse uve-
deného komplexu vysetreni by mélo byt nakonec potvrzeno detekci germinalni mutace nékterého z MMR genG v periferni krvi s naslednym vysetrenim
rodinnych pfislusnik{i pro zajisténi G¢inné prevence.
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Lynch syndrome in the hands of pathologists

SUMMARY

Lynch syndrome (formerly hereditary non-polyposis colorectal cancer) is the most common familial colorectal cancer syndrome with a known molecular genetic
background. The syndrome is caused by a germline mutation of one of the genes encoding mismatch repair (MMR) proteins that are responsible for DNA
replication errors repair. Impaired function of these proteins leads to microsatellite instability (MSI) and forms a suitable background for the development and
progression of tumors, mainly colorectal cancer. Traditionally, Lynch syndrome was regarded to be responsible for 2 % of all cases of colorectal cancer, however
recent estimates reach even 5 %. Due to this relatively high frequency, familial occurence, the absence of the premorbid phenotype and the development of
malignant tumors during the productive years of life, the correct diagnosis becomes not only a medical, but also a socioeconomical problem. Unfortunately,
clinical means of diagnostics of Lynch syndrome (like the Amsterdam criteria and Bethesda guidelines) lack sensitivity. It was shown that predictive models based
on histological signs of MSI are more sensitive than the clinical criteria used to detect patients suspicious of Lynch syndrome. Of all MSI-H colorectal cancers, 1/5
is caused by Lynch syndrome, the rest being only sporadic cancers caused by epigenetic inactivation of a MMR protein. To rule out the sporadic cases, molecular
genetic investigation of the BRAF gene and methylation analysis of MLH1 is used in the diagnostic workup of Lynch syndrome. The suspicion of Lynch syndrome,
based on the results of the assortment of diagnostic methods mentioned above, should be proven by detection of a germline mutation of an MMR gene in
peripheral blood, and followed by screening of family members, which is a necessary condition for efficient prevention.
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LYNCHUV SYNDROM - SOUCASNA DEFINICE

Lynchiv syndrom (LS) je autozomalné dominantné dédi¢né
onemocnéni vytvarejici predispozici ke vzniku malignich na-
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dord, jehoz podkladem je (az na vyjimky) germinalni mutace
nékterého z genll odpovédnych za opravy replikac¢nich chyb
v DNA, takzvanych mismatch repair (MMR) gend. Nej¢astéjsim
karcinomem vznikajicim pfi Lynchové syndromu je kolorektal-
ni karcinom (CRC), je viak zvy3ené riziko vzniku i extrakolonic-
kych malignit, zejména karcinomid endometria, zaludku, ten-
kého stieva, ovaria, ledvinné panvicky a mocovodu, nadoru
mozku a kiize.

Na podkladé LS vznikda pravdépodobné az 5 % CRC. Na rozdil
od familiarni adenomatézni polypézy (FAP) tyto nadory nevzni-
kaji v terénu polypézy (definované jako >100 polypl), coz vsak
neznamend, ze nemohou byt pfitomny zadné polypy. Dalsim
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dllezitym znakem LS je absence ,premorbidniho fenotypu’,
tedy pfitomnosti benignich zmén, které by umoznovaly dia-
gnostikovat tento syndrom jesté pred vznikem maligniho tumo-
ru (jako je tomu tfeba v ptipadé FAP, neurofibromatézy 1. typu
a dalSich familidrnich karcinomovych syndrom). Vyjimkou z to-
hoto pravidla je fenotypickd varinta LS projevujici se vznikem
koznich sebacedznich nadord, oznacovana jako Muir-Torreho
syndrom (MTS) (1).V ostatnich pfipadech mze byt LS diagnos-
tikovan prakticky az pfi nalezu maligniho tumoru, pfipadné pfi
genetickém vysetieni rodinnych pfislusnik( jiz diagnostikova-
ného probanda.

HISTORIE A VYVOJ TERMINOLOGIE

Prvni znamou dokumentovanou rodinou s (tehdy samoziej-
mé jesté nepojmenovanym) LS je ,karcinomovd rodina G* kte-
rou v roce 1913 popsal prof. Warthin (2). Pozorovéni podobné
vyznamného rodinného vyskytu kolorektalniho karcinomu pfi
absenci polypézy (3) pfivedlo Lynche ke studiu a doplnéni ma-
teridl( o, karcinomové rodiné G" a zaznamendni zékladnich zna-
kd tohoto syndromu:

1. zvy$ena incidence adenokarcinomd, zejména kolorektélnich

a endometrialnich,

2. zvysené riziko multiplicity nadord,
3. autosomalné dominantni dédi¢nost, a
4. vznik karcinoma v mladsim véku (4).

Ve svych prvnich publikacich Lynch pouzival k jeho oznaceni
termin ,syndrom karcinomové rodiny”, v pozdéjsich ,hereditar-
ni nepolypdzni kolorektdlni karcinom” (HNPCC) (5). Zarovern se
vsak zacalo synonymicky pouzivat oznaceni,Lynchdv syndrom”
(6). V soucasné dobé se upousti od terminu HNPCC, pficemz
oznaceni ,Lynchlv syndrom” se pouziva pro ptipady splnujici
Amsterdamska kritéria (viz nize) a zaroven nesouci germinalni
mutaci nékterého z MMR gend, zatimco pro pfipady splfujici
Amsterdamska kritéria, ale bez prokazatelné germinalni mutace
nékterého z MMR gend, se doporucuje termin ,familiarni kolo-
rektaIni karcinom typu X” (7).

MOLEKULARNE GENETICKY PODKLAD

Pricinou LS je ve vétsiné piipadd germinalni mutace v nékte-
rém z gend zodpovédnych za opravy replikac¢nich chyb v DNA,
takzvanych mismatch repair (MMR) gen( (8,9). Fyziologicky se
MMR proteiny kdédované témito geny spojuji do funkcnich
komplex(, a to zejména v heterodimery MSH2-MSH6 (pfip.
MSH2-MSH3) a MLH1-PMS2. Prvni z téchto dimer( rozpoznava
chyby v DNA (nesparované nebo Spatné sparované nukleotidy)
a signalizuje poskozeni, druhy chyby opravuje. Zaroven se podili
na zastaveni buné¢ného cyklu a indukci apoptdzy v reakci na
poskozeni DNA. Pokud néktery z proteint neni funk¢ni néasled-
kem inaktivace obou alel jeho genu, dochazi ke vzniku nadort
charakteristickych vysokym stupném nestability v takzvanych
mikrosatelitech, tedy kratkych tandemovych repeticich (short
tandem repeats, STR) (10,11).

Mikrosatelity jsou iseky DNA tvofené nékolikanasobnym opa-
kovénim jednoho, dvou, tfi, ¢tyf a vzacnéji vice nukleotidd, které
se vyskytuji v celém genomu pomérné hojné. Délky jednotlivych
mikrosatelitd (tedy pocty opakovéni téchto sekvenci) jsou v rdmci
jedince stejné, ale mohou se liSit mezi jednotlivci. Mikrosatelitni
sekvence jsou velmi snadno zranitelné pfi replikaci DNA, protoze
DNA polymeraza na takovychto mistech snadnéji sklouzava a do-
chézi tak ke vzniku delSich (inzerce sekvence) ¢i kratich (delece
sekvence) Usekd. Kolisa-li délka mikrosatelitli v ramci jednoho
jedince, hovorime o nestabilité mikrosatelitl (microsatellite insta-
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Tabulka 1. Panel mikrosatelitnich marker( a jeho pouziti

Bethesda panel mikrosatelitnich markerd doporuceny NCI
a. mononukleotidové: BAT25, BAT26
b. dinukleotidové: D25123, D55346, D175250
Rozdéleni nadort podle stability mikrosatelitt
1. MSS: 0 nestabilnich markera
2. MSI-L: 1 nestabilni marker v Bethesda panelu (nebo frekvence
nestabilnich < 30 - 40 %*)
3. MSI-H: > 1 nestabilni marker v Bethesda panelu (nebo frekvence
nestabilnich > 30 - 40 %*)

NCI: National Cancer Institute, MSS: microsatellite stable, nador se stabilnimi
mikrosatelity, MSI-L: microsatellite instability — low, nador s nizkym stupném
nestability mikrosatelit(i, MSI-H: microsatellite instability — high, nador s vy-
sokym stupném nestability mikrosatelit(

*: moznost v zdvorce plati i pfi pouziti panelu slozeného z vétsiho poctu
marker(

bility, MSI). Stanoveni stupné MSI spociva ve stanoveni nestability
mezindrodné kodifikovanych markerd, pficemz na zékladé poctt
postizenych markerU se rozliSuji stavy (resp. nddory) se stabilni-
mi mikrosatelity (microsatellite stable, MSS), s nizkym stupném
nestability (microsatellite instability — low, MSI-L) a s vysokym
stupném nestability mikrosatelitll (microsatellite instability -
high, MSI-H) (12). Prehled pouzivanych marker( a algoritmus sta-
noveni stupné MSI shrnuje tabulka 1.

MSI-H tumory mohou vznikat dvéma rGznymi zakladnimi
zplsoby. Bud' jde o sporadické nddory vyvolané genetickymi a/
nebo epigenetickymi zménami v somatické burice, nebo o fa-
milidrné se vyskytujici nadory v ramci LS zpUsobené nejcastéji
germinalni mutaci nékterého z MMR gen(l. Mutovana alela je
dédéna autozomalné dominantné. Jelikoz ale MMR geny patfi
mezi typické tumor supresorové geny, k vlastnimu vzniku nado-
ru dochdzi az somatickou inaktivaci druhé alely téhoz genu (13).
LS je z vice nez 80 % asociovan se zarode¢nymi mutacemi genU
MLHT1 a MSH2 (14), ptiblizné 10 % objevenych mutaci je lokali-
zovano v genu MSH6 a ostatni mutace pfipadaji na dalsi MMR
geny (PMS2, PMS1, MSH3, MLH3). Vétsinou se jednd o mutace
malého rozsahu jako jsou substituce, inzerce nebo delece, roz-
sahlé delece a duplikace celych exon(l byvaji nachdzeny hlav-
né v MSH2 (az 1/3 mutaci) a pomérné ¢asto také v MLH1 (15).
U posledné jmenovaného genu byly uz popsany i germinalni
hypermetylace promotoru vedouci k jeho epigenetické inakti-
vaci (16,17). V nedavné dobé byly popsany i germinaini delece
3" konce genu EPCAM (TACSTD1), které vedou k epigenetické
inaktivaci MSH2 (18,19). U nékterych mutaci a polymorfizm0
MMR gen( zatim nebyl prokazan jejich klinicky vyznam, nicmé-
né poznatky o variantach gena jsou neustéle aktualizovany na
strankdach International Society for Gastrointestinal Hereditary
Tumours (http://www.insight-group.org/).

Je-li u osob nesoucich jednu germinalné mutovanou alelu
MMR genu béhem jejich Zivota inaktivovéna i alela druhd, do-
chazi ke vzniku rdznych malignit, jako napfiklad CRC, karcinom(i
dalSich ¢asti GIT, urotelu a dalsich. Divodem muze byt somatic-
k& mutace v druhé alele genu, ztrata heterozygozity (LOH), nebo
také metylace promotoru, jak tomu casto byva u genu MLH1
(20). Velmi vzacné se vyskytuje germindini bialelickd mutace
genl MMR, a to zejména jako nasledek incestu. Tento stav je
charakteristicky vznikem CRC jiz v mladém véku, hematologic-
kymi malignitami a fenotypickym obrazem pfipominajicim neu-
rofibromatoézu 1. typu (21,22).

Klinické projevy mohou byt u mutaci jednotlivych gen( rdz-
né. Naptiklad nosici germindlni mutace MLH1 maji riziko vzniku
kolorektalniho karcinomu v nizkém véku nizsi, nez je tomu u no-
sicd mutaci v ostatnich MMR genech, a také u nich ¢asto byva
kolorektalni karcinom jedinou diagnostikovanou malignitou.
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Ostatni nadorova onemocnéni vyskytujici se v souvislosti s Lyn-
chovym syndromem jsou detekovana castéji u pacientl s ger-
minalni mutaci v MSH2 (23). Mutace v MSH6, které maji pomérné
nizkou penetranci, jsou 6x castéji asociovany s karcinomy en-
dometria nez s nddory kolorekta, navic jsou u téchto pacient(
kolorektalni karcinomy (v porovnani s Lynchovymi syndromy
zpUsobenymi mutacemi jinych MMR gen() castéji levostranné.
Dulezité také je, Ze mutace v MSH6 nevedou vzdy ke vzniku ne-
stability mikrosatelit(i, pravdépodobné diky tvorbé alternativni-
ho heterodimeru MSH2-MSH3 (24,25). Naopak mutace v PMS2
vedou vétsinou ke vzniku MSI-H tumord a jsou asociovany jak
s casnym kolorektalnim, tak endometridlnim karcinomem, aviak
ani zde penetrance neni pfilis vysoka (26-28). Na vzniku MTS se
podili pfedevsim germindlni mutace v genech MLHT a MSH2,
pfi¢emz mutace v genu MSH2 je pfevazujici (29,30).

Turcotdv syndrom, ktery je charakterizovan spolec¢nym vysky-
tem nadord mozku (vétsinou gliomt) a CRC, mize byt také zpQ-
soben zdrode¢nou mutaci nékterého z MMR gen(, mutace byly
detekovany zejména v MLH1 a PMS2 (31).

Nadory pacientd s LS a MTS jsou v 89 %, resp. 70 % MSI-H, na
rozdil od sporadickych kolorektalnich karcinom, kde se MSI-H
status vyskytuje pouze u 15 % pacientl a v naprosté vétsiné pfi-
padll byvé asociovan s hypermetylaci promotoru genu MLH1,
nikoli se somatickymi mutacemi MMR gent (10,32,33).

Mutacni analyza je provadéna v idealnim pfipadé z periferni
krve pacienta, Ize k ni vyuzit ale i nenadorovou tkan pacienta.
K detekci rozsahlych deleci a duplikaci, které zahrnuji celé exony
nebo nékolik exond, je v posledni dobé stale ¢astéji vyuzivana
metoda MLPA (multiple ligation probe amplification). Drobné
mutace mohou byt detekovany pomoci SSCP (single strand
conformation polymorphism) nebo pfimou sekvenaci celych
exonl a exon-intronovych oblasti.

ZAKLADY KLINICKE DIAGNOSTIKY
LYNCHOVA SYNDROMU

V roce 1990 byla formulovana klinicka kritéria k diagnostice
HNPCC, kterd se oznacuji jako Amsterdamska kritéria (34). Pro
zvyseni senzitivity, zejména s pfihlédnutim k moznosti prezenta-
ce syndromu extrakolonickou malignitou, byla tato kritéria v roce
1998 revidovana na Amsterdamska kritéria Il (Tabulka 2) (35).

Bethesda guidelines

K identifikaci pacientd s CRC, u kterych by méla byt vysetiena
nestabilita mikrosatelitt (MSI), ptipadné provedeno molekular-
né genetické vysetfeni, byla v roce 1996 vypracovana a v roce
2002 revidovana tzv. Bethesda guidelines (BG, resp. RBG), ktera
berou v potaz nejen klinicka kritéria, ale i morfologické znaky
tumoru (Tabulka 3) (36). Bohuzel ani tato Sirsi kritéria nezachy-
ti vSechny pfipady LS (37), zejména v pfipadé postizeni MSH6

Tabulka 2. Amsterdamska kritéria Il

Amsterdamska kritéria Il

* Alespon tfi ¢lenové rodiny maji karcinom, ktery byva soucasti
Lynchova syndromu (CRC, karcinom endometria, tenkého stieva,
mocovych cest)

* Alespon jeden pacient je pfimy pfibuzny dvou ostatnich

* Postizeni jedincll v rodiné v nejméné dvou po sobé nasledujicich
generacich

* Nadorové onemocnéni u alespon jednoho z jedinct v rodiné bylo
diagnostikovano ve véku pod 50 let

* Byla vyloucena familiarni adenomatézni polypdza (FAP)

» Diagndza karcinomu byla potvrzena histopatologickym vysetrenim
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Tabulka 3. Revidovana Bethesda guidelines

Revidovana Bethesda guidelines (RBG)
* CRCdiagnostikovany u pacienta mladsiho nez 50 let

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

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

* Alespon u jednoho piimého piibuzného byl ve véku nizsim nez
50 let diagnostikovéan CRC nebo jiny karcinom, ktery byva soucasti
Lynchova syndromu

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

aPMS2(27,38-41). Odhaduje se, Ze az ¢tvrtina pacientt s LS pro-
padne sitem kriterii RBG. Vzhledem k tomu, Ze faleSnd negativita
v pfipadé LS nema za nasledek nerozpoznani tohoto syndromu
pouze u vysetfovaného pacienta, ale i u jeho pripadnych pfibuz-
nych, nelze tuto senzitivitu pokladat za dostate¢nou.

ROLE MORFOLOGA VE ZVYSENi ZACHYTU
LYNCHOVA SYNDROMU

Soucasny narUst role morfologickych vysetteni v diagnostice
Lynchova syndromu je zplsoben potifebou zvyseni senzitivity,
byt i za cenu snizeni specificity, které je v tomto pfipadé mozné
familidrni tendence ke vzniku malignich nadora ospravedinitel-
né jak z hlediska etického, tak ekonomického.

Mezi hlavni argumenty pro zvyseni senzitivity systému depista-
Ze patfifakt, Ze 1 ze 660 lidi je nositelem geminalni mutace nékte-
rého z MMR genl( (42), riziko vzniku CRC u LS je 60 - 80 % (43,44),
dale Ze k progresi zadenomu do karcinomu pravdépodobné do-
chdzi béhem 2-3 let, narozdil od 8 - 10 let u sporadickych pfipa-
dui (45,46), a zejména ze primérny vék v dobé diagndzy je 45 let,
tedy asi 0 20 let méné nez u sporadického CRC, navic se zvysenym
rizikem synchronniho a metachronniho CRC (45).

1. Konvenc¢ni histologie

Zapojeni histopatologa do vyhledavani pacient( s LS je za-
lozeno na detekci histologickych znakd charakteristickych pro
CRC s vysokym stupném nestability mikrosatelit(, tedy takzva-
né ,MSI-H histologii“. Tyto morfologické rysy sice nejsou cha-

Tabulka 4. Model PREDICT

Znak Skore  Charakteristika
Pravostranna

. 1,6
lokalizace
Mucin 16 Dissekujici mucin i v minimalni

' komponenté nadoru

Vék pod 50 let 1,3
TIL 13 Treba > 2/HPF, jinde zas > 10/100

epitelovych jader

Peritumoralni Lichenoidni pruh pfi invazivnim okraji

0,7
lymfoidni lem nadoru
Stromalni 07 > 25 % stromalnich leukocytl
plasmocyty '

TIL: tumor-infiltrujici lymfocyty

PREDICT skore:

Maximalni mozné skére: 7,8

Suspekce na MSI-H: skére > 2,5

Semi PREDICT skore: piitomny 2 a vice znakl = MSI-H susp.
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Obr. 1.V dolni ¢asti obrazku je patrny hlen dissekujici stroma
a vytvarejici hlenové jezirko.V hlenu plavou ostrivky nddorovych
bunék. V horni ¢asti obrazku je zfetelné vidét,,posypéni” nadoro-
vych zlazek lymfocyty obklopenymi svétlymi halo (HE, pGvodni
objektiv 10x).

Obr. 3. Vpravo od nadoru je souvisly lem lymfocytq, ktery ¢astec-
né pronika i do prilehlé hladké svaloviny (HE, plvodni objektiv
10x).

rakteristické pouze pro LS, protoze se vyskytuji i u sporadickych
MSI-H karcinom zpUsobenych epigenetickou inaktivaci MLH1,
ale odhaduje se, ze 1 z 5 MSI-H CRC je CRC v rdmci LS. Tento jisté
ospravedInitelny pokles specificity je dani za fakt, ze samotna
MSI-H morfologie ma vy3si senzitivitu nez souhrn zbyvajicich 4
kritérii RBG (47). Ackoli byly morfologické znaky vidané v MSI-
-H CRC popsaény jiz v RBG (konkrétné byly uvadény karcinomy
se $patnou diferenciaci, karcinomy mucinézni, meduldrni nebo
»Zbunék pecetniho prstenu’, pfitomnost Crohn-like lymfoidnich
nodul@ a tumor-infiltrujicich lymfocyt( (TIL)), nebyla dostate¢né
znama ani prediktivni hodnota jednotlivych znakd, ani jejich re-
produkovatelna kvantitativni definice, ktera by byla pouzitelna
v rutinni praxi (36,48). Proto v poslednich letech probéhlo né-
kolik studii (49), jejichz cilem bylo nalézt raciondlni algoritmus
detekce MSI-H karcinomd, z nichz se v soucasné dobé jako nej-
uzite¢néjsi jevi model Model PREDICT (Pathological RolE in the
Determination of Instability in Colorectal Tumors) (47), zejména
ve své zjednodusené formé jako Semi PREDICT skére (Tabulka
4). Histologickymi znaky, na nichz je tento model zaloZen jsou:
pfitomnost mucinu dissekujiciho stroma v jakémkoli mnozstvi
(obr. 1), pfitomnost tumor-infiltrujicich lymfocytd (TIL) (obr. 1,
2), peritumordlni lymfoidni lem (obr. 3) a zastoupeni plazma-
tickych bunék mezi bunkami zanétlivého infiltratu ve stromatu
prevysujici 25 % (obr. 4).
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Obr. 2. Tumor-infiltrujici lymfocyty ve vétsim detailu (HE, pavodni
objektiv 20x).

Obr. 4. Zénétlivé infiltrace v nddorovém stromatu v tomto zor-
ném poli je ve vyrazné vétsiné tvorena plazmatickymi burikami
(HE, plivodni objektiv 20x).

2. Imunohistochemie a stanoveni MSI

Méné zprostiedkovanou informaci o funkci MMR komplexu
Ize ziskat pomoci imunohistochemického vysetfeni exprese
hlavnich MMR proteint (tedy MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6) nebo
prostfednictvim vySetfeni MSI Bethesda panelem mikrosatelit-
nich marker( (viz vyse a Tabulka 1). Zpocétku, kdyz byla imuno-
histochemicky stanovovéana pouze exprese MLH1 a MSH2, zda-
la se senzitivita imunohistochemického vysetfeni ve srovnani
s MSI nedostate¢nd. Avsak po zavedeni dalSich dvou protilatek,
které detekuji partnery MLH1 a MSH2 pro tvorbu heterodimert
(tedy proteiny PMS2 a MSH6), je senzitivita imunohistochemic-
kého vysetfeni a stanoveni MSI srovnatelna (50). Vyznam de-
tekce téchto funkéné minoritnich partnerd pro tvorbu hetero-
dimer( spociva nejen v prlkazu jejich vlastnich strukturdlnich
abnormalit, ale i v nepfimém prikazu ztraty aktivity jejich domi-
nantnich partnerd. Nékteré mutace totiz vedou ke ztraté funkce
pfi zachovani antigenicity, zejména v pfipadé MLH1, coz se ale
projevi ztratou exprese PMS2 (50). Tento efekt zavislosti exprese
funk¢né minoritnich proteind (PMS2 a MSH6) na intaktni funkci
jejich dominantnich partnerd (MLH1 a MSH2) vedl i k vytvoreni
imunohistochemického detek¢niho modelu zalozeného pouze
na dvou protilatkdch detekujicich PMS2 a MSH6. Podle néj by
ztrata exprese PMS2 méla detekovat mutace MLHT i PMS2, ztrata
exprese MSH6 detekuje i poskozeni MSH2 (51). Dalsi studie viak
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Hypermethylace MLH1

- IHC deficience
MSHE
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MLH1 alnebo PMS2

IHC deficience
MSH2 a/nebo MSHS

) —
Analyza Obr. 5. Algoritmus diagnostiky Lynchova
genu MLHT a PMS2 < v . s .
v perifemi krvi syndromu. Na zékladé mikroskopického na-
/ lezu MSI-H histologie (nebo klinické zadosti)

je proveden komplex vysetfeni situovany
—, do tmavé 3edého obdélniku, ktery sestava
_ Analyza z imunohistochemického vysetieni exprese
ge"\"'pﬂ:ﬁgfn?k“fim MMR proteing, analyzy MSI, methylace pro-
motoru MLH1 a stavu genu BRAF. Tyto meto-

dy jsou v soucasné dobé na nasem pracovisti
-, z casovych dlGvodl provadény simultanné.
Analyza K daldimu genetickému vysetfeni germinal-

tento model zpochybnila, navic dokonce navrhla semikvantita-
tivni model misto dosavadniho binadrniho (pozitivni/negativni)
(52).

V soucasné dobé jsou obé metody (stanoveni MSI aimunohis-
tochemické vysetieni) vnimany jako komplementarni, protoze
v kombinaci maji vyssi senzitivitu nez pfi samostatném pouzi-
ti (53,54). Typickym pfikladem pfinosu imunohistochemie jsou
pfipady s mutaci MSH6, které mohou uniknout pfi detekci MSI
pomoci PCR, protoze MSH2 mUze také tvofit komplex s MSH3
(50,55). Imunohistochemicka detekce MMR protein( navic (na-
rozdil od stanoveni MSI) umoznuje predikovat postizeny gen
pro molekuldrné genetické vysetfeni.

3. Rozliseni mezi karcinomem pfi Lynchové syndromu
a sporadickym MSI-H karcinomem

Bézna svételnd mikroskopie mdze byt ndpomocna i v dife-
rencidlni diagnostice mezi sporadickym MSI-H karcinomem
a MSI-H karcinomem pfi LS. Zatimco sporadické MSI-H karcino-
my s methylaci promotoru MLHT vznikaji z tzv. ,sesilnich serra-
ted adenom(” (do cestiny nékdy nestastné prekladanych jako
Jprisedlé pilovité adenomy”), prekurzorovou lézi karcinomu
v terénu LS je ,konvencni” (tubuldrni, tubulovilézni nebo vildz-
ni) adenom. Z toho Ize odvodit, Ze najdeme-li v periferii tumoru
zbytky prekurzorového sesilniho serrated adenomu, jde s nej-
vétsi pravdépodobnosti o sporadicky MSI-H karcinom (56). Nic-
méné tento jednoduchy diagnosticky znak vylucujici LS nemusi
byt vzdy dostupny, at jiz z ddvodu nedostate¢ného samplingu
nebo destrukce adenomu pokrocilym adenokarcinomem, coz
vyzaduje pouziti dalSich metod k diferencialni diagnostice.

V soucasné dobé umoziiuje rozliseni sporadickych a LS-a-
sociovanych MSI-H karcinom(l zapojeni dvou metod moleku-
larni patologie do managementu CRC. Prvni z nich je analyza
genu BRAF, konkrétné priikaz mutace V60OE, kterd je pfitomna
az u poloviny sporadickych MSI-H CRC, ale (téméF) nikdy u LS.
Druhou metodu predstavuje priikaz hypermethylace promoto-
ru MLH1, ktera je markerem sporadickych MSI-H CRC a naopak
az na vyjimky nebyva pfitomna u LS (57). S védomim urcitého
statistického zjednoduseni lze tedy tyto dvé metody vyuzit
k vyfazeni pacientd z dalSiho (ndkladného) diagnostického ma-
nagementu, pokud tomu nebranijiné okolnosti (napf. nizky vék,
vyrazné familiarni postizeni, multiplicita nadora).
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genu MSHE nich mutaci MMR genl jsou primérné vybra-
w periferni krvi X . A
\ ) ni pacienti s MSI-H tumory bez mutace BRAF

a bez hypermethylace promotoru genu MLH1.
Za zvlastnich okolnosti (zejména pfi ztraté
imunoexprese MSH6) je vsak vhodné testovat
i MSS karcinomy (blize viz text).

Spise teoretickou hodnotu ma fakt, ze MSI je pfitomna jiz asi
v poloviné pfipadi adenom(l u LS, zatimco ve sporadickych
adenomech neni prakticky nikdy, takze priikaz MSI v adenomu
je celkem specificky pro LS.

4. Komplexni diagnosticky management CRC

Ke zvyseni zachytu LS vyuzivdme v soucasné dobé diagnos-
ticky algoritmus, na jehoz pocatku stoji mikroskopické vysetieni
histologickych fez(i obarvenych hematoxylinem a eozinem, na
néz v pfipadé pritomnosti znakl ,MSI-H histologie” navazuje
sada metod imunohistochemickych a molekuldrné patologic-
kych, jejichz cilem je potvrdit pfitomnost MSI-H, vyloucit moz-
nost sporadického MSI-H karcinomu a urcit pravdépodobné
postiZzeny gen k detekci germinalni mutace.

Nadory, jejichz Semi PREDICT skére vzbuzuje podezieni na
MSI-H, vykazuji ztrdtu exprese nékterého (nebo nékterych)
z MMR protein(i, nemaji hypermethylovany promotor genu
MLH1 a nebyla u nich prokdzana substituce V600E genu BRAF,
jsou urceny k detekci germinalni mutace MMR genu uréeného
na zakladé imunohistochemického vysetieni. Cely algoritmus
je zndzornén na obr. 5. Zatimco imunohistochemické vysetreni
a analyza genu BRAF se bézné provadi v materidlu z parafino-
vych bloc¢kl tumoru (ackoli pro molekularné genetickou ana-
lyzu by byla vhodnéjsim materidlem cerstvd nadorova tkan,
jejiz ziskani je vsak z logistickych divodi kromé specifickych
situaci pomérné obtizné), analyza hypermethylace promotoru
MLH1 a stanoveni MSI vyzaduje srovnani s nenddorovou tkani.
Tato sice byva bézné dostupna v pfipadé chirurgickych resekatd
(vétsinou jsou k tomuto Ucelu pouzivany vzorky z chirurgickych
okraja resekatu), vétsinou vsak neni k dispozici pfi vysetfovani
endoskopickych biopsii. V téchto pfipadech je nutna domluva
se zainteresovanym gastroenterologem, aby zajistil kontrolni
tkan, at uz v podobé endoskopického vzorku z nenadorové sliz-
nice nebo nesrazlivé periferni krve. Pokud jde o finalni analyzu
MMR genl, zde je optimalnim materidlem nesrazliva periferni
krev, protoze priikaz mutace mimo nadorovou tkan potvrzuje
jeji germinalni povahu, pficemz z dlivodu technické naro¢nosti
analyzy téchto genU je vytéZnost z krve vyrazné vyssi nez z ne-
nadorové tkané fixované ve formolu.

Ackoli jsou mozné i odlisné pfistupy (napf. primarni plos-
né vysetfovani MSI u viech CRC), plnohodnotny postup by
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mél zahrnovat vsechny uvedené diagnostické modality. Dd-
vodem je jejich vzajemnd komplementéarnost. Kupfikladu sa-
motné vysetfeni MSI bez analyzy genu BRAF a stavu methy-
lace promotoru MLHT nedokaze odlisit sporadické CRC od
syndromovych, déale zna¢na ¢ast karcinomd s mutaci MSH6
nemusi vykazovat MSI-H, a kone¢né bez imunohistochemic-
kého vysetfeni nelze zuzit spektrum MMR gend, jejichz stav
ma byt analyzovan.

PREZENTACE LYNCHOVA SYNDROMU
MIMO KOLOREKTALNI KARCINOM

Ackoli germinalni mutace zpUsobujici LS mize byt teoretic-
ky zodpovédna za vznik maligniho tumoru ve kterékoli lokali-
zaci (viz vyse), zvlastni zietel zasluhuje endometridlni karcinom
a syndromologické varianty LS.

Endometridlni karcinom je totiz u Zen druhou nejc¢astéjsi ma-
lignitou asociovanou s LS, pficemz riziko vzniku je podle lite-
rarnich Gdajl 40 - 60 % (44,58,59). Odhaduje se, ze 1,8% vsech
nové zjisténych karcinom( endometria je soucasti LS, pficemz
Castéji nez u typickych pfipadu LS je u nich zastoupena mutace
MSH6 (24). S tim jde ruku v ruce nizsi penetrance LS, kterd maze
zakryt familiarni vazbu endometriadlniho karcinomu, prezentace
ve vyssim véku nez je pro LS typické, absence MSI-H a morfo-
logickych znaku svédcicich pro LS. Z toho dlvodu se jevi jako
nutnost provadéni imunohistochemického vysetfeni exprese
MMR proteinl u vSech diagnostikovanych endometrialnich kar-
cinom (60).

Ze syndromologickych variant byl samostatné popsan Tur-
cotdv syndrom 1. typu, ktery (ackoli pouziti internetového vy-
hledavace odhaluje v této oblasti znacny terminologicky chaos)
je v nasich podminkach definovan jako asociace CRC a nadoru
mozku, zejména astrocytarniho. Ackoli je tento syndrom za-
vazny z hlediska prognézy pacienta a mGze hrét i urcitou dia-
gnostickou roli, nelze jej vyznamem srovnavat s MTS, ktery se
vyznacuje piitomnosti sebacedznich koznich nadord, které jsou
snadno pfistupné vysetieni, a pfedstavuje jedinou variantu LS
s premorbidnim fenotypem (1).

ZAVER

LynchGv syndrom (LS) je familidrni karcinomovy syndrom zpQ-
sobeny germinalni mutaci nékterého z gen, jehoz proteinovy
produkt se Ucastni opravy chyb v DNA vzniklych pfi replikaci.
Vzhledem k tomu, Ze vyskyt LS v populaci se nyni odhaduje az na
5% a vede ke vzniku malignich nadord jiz v produktivnim véku, sili
v soucasné dobé tlak na zvyseni senzitivity jeho detekce. Protoze
klinicky pfistup k jeho zachytu se ukdzal jako nedostate¢né efek-
tivni, klade se dnes stale vétsi dliraz na morfologickou a moleku-
larné patologickou diagnostiku. Ta by méla predstavovat komplex
vysetfeni histologického, imunohistochemického a molekularné
biologického, byt vzajemné usporadani jednotlivych kompo-
nent tohoto komplexu muze byt rlizné v zavislosti na lokalnich
podminkéch. Podle nasich zkusenosti je nezbytné zavést jasny
algoritmus, aby se diagnostika LS stala rutinni zéleZitosti a jeji ma-
nagement se co nejvice zautomatizoval. Bohuzel se dosud nepo-
dafilo v nasich podminkéch vytvofit spolehlivé fungujici systém
zpétné vazby s klinickymi lékafi, ktefi by méli organizovat dalsi
pribéh vysetieni rodiny nemocného s LS. V nejblizsich letech je
tedy nezbytné zainteresovat do diagnostiky LS i klinické 1ékare,
bez jejichz aktivni Gcasti neni moznd ani kompletni diagnostika
pacienta ani dalsi vysetieni jeho rodinnych pfislusnikd.

SEZNAM ZKRATEK

BG - Bethesda guidelines

CRC - colorectal carcinoma, kolorektalni karcinom

EPCAM - epithelial cell adhesion molecule

FAP - familidrni adenomatoézni polypéza

HNPCC - hereditary non-polyposis colorectal cancer, hereditarni nepolypdz-
ni kolorektalni karcinom

LS - Lynchiv syndrom

MLH1 - mut L homolog 1

MMR - mismatch repair

MSH2 - mut S homolog 2

MSH6 - mut S homolog 6

MSI - microsatellite instability, nestabilita mikrosatelitd

MSI-H - microsatellite instability — high, vysoky stuperi nestability mikrosa-
telitl

MSS - microsatellite stable, stabilni mikrosatelity

MTS - Muir - Torreho syndrom

PMS2 - postmeiotic segregation increased 2

RBG - revidovand Bethesda guidelines
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