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Diagnostika pacientov s Lynchovym syndromom
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Ciel: Cielom prace bolo opisat moznosti genetického testovania slovenskych pacientov na Onkologickom ustave sv. Alzbety.

Material a metédy: Pacienti s diagnostikovanym kolorektalnym karcinémom boli testovani pomocou MSI analyzy a vo vybranych pri-
padoch sa pristupilo aj k testovaniu zarodo¢nych mutacii v MMR génoch.

Vysledky: U 771 pacientov s kolorektalnym karcin6mom bola vykonana MSI analyza, pricom MSI pozitivny status boli zisteny v 104 pri-
padoch, 266 pacientov bolo testovanych na pritomnost zarodo¢nej mutacie v MMR génoch (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), pricom v 31 pri-
padoch bola zistena zarodo¢na mutacia.

Zaver: Genetické testovanie pri Lynchovom syndréme pomaha pacientom a lekarom pri vybere vhodnej liecby a takisto zachytit medzi
pribuznymi jedincov s mutaciou, ktorym je nasledne ponukany Specialny preventivny manazment.

Kltcové slova: nadory hrubého ¢reva, dedi¢nost, hereditarny nepolyp6zny karciném hrubého ¢reva (Lynchov syndrém), DNA, mutécie,
»mismatch” repara¢né gény (MMR)

Diagnostics of patients of Lynch Syndrome

Aim: This paper describes the possibilities of genetic testing in Slovak patients with suspected Lynch syndrome at our workplace.
Material and methods: The DNA of patients diagnosed with colorectal cancer was assessed for MSI, and in selected cases for the pre-
sence of MMR germline mutations.

Results: A total of 771 patients with colorectal tumors were tested for MSI status and the MSI positive status (MSI-H or MSI-L) was iden-
tified in 104 of them. Subsequently, 266 patients were tested for germline mutations in MMR genes (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), and
a germline mutation was identified in 31 of them.

Conclusion: Genetic screening of patients with Lynch syndrome leads to improvements in health outcomes among MMR gene mutation
carriers and members of their family. Clinicians now have a simple and accessible means of determining if an individual is a carrier of
Lynch syndrome-associated genetic mutations.
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Uvod

Viyskyt nddorov hrubého creva a konecni-
ka (kolorekta) celosvetovo narastd a v krajinach
strednej Eurdpy predstavuje najcastejSiu ma-
lignitu. Kolorektalne karcindmy sa vyskytuju
v dvoch formach: sporadické a dedi¢ne pod-
mienené, pricom vacsinu kolorektalnych kar-
cinémov tvoria sporadické formy. Asi 5 - 10 %
zo vsetkych pripadov nddorov hrubého creva
a konecnika patrf k dedi¢nym typom nadorov.
Najcastejsou formou je tzv. Lynchov syndrom
(LS), ktory je spbsobeny zarodocnymi mutdcia-
mi v génoch zodpovednych za opravu chyb-
ne spéarovanych baz (,mismatch” reparacnych
génoch — MMR génoch). Zachyt pacientov so
suspektnym Lynchovym syndrémom je velmi
dolezity z hfadiska samotnej diagnostiky, liecby
a manazmentu pacienta.

Karcindmy hrubého creva (CRC) patria me-
dzi najcastejsie nadorové ochorenia vo vyspe-
lych krajindch a Slovensko v tomto smere netvorf
Ziadnu vynimku. V nasej krajine predstavuje CRC
najcastejsie nadorové ochorenie s vyskytom viac
ako 3400 novych pripadov ro¢ne a incidenciou
58,7/100 000 obyvatelov (1). Typickym znakom
CRC je vysokd morbidita a mortalita a z toho
dévodu sa kladie velky déraz na rozvoj icinnej
prevencie. Hoci sa kolonoskopia ukazuje ako
pomerne U¢innd metdda na skrining polypov
v hrubom Creve, ,ochota” ludi uvedomit si moz-
nost vzniku CRC a nasledne podstupit uvedenu
vysetrovaciu metédu je velmi nizka. Tato sku-
to¢nost nastoluje otdzku, ako zlepsit prevenciu
CRC. Jednou z moznosti je snaha identifikovat
vysokorizikové skupiny fudi, medzi ktoré patria
osoby s dedi¢nymi formami CRC.
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Okrem sporadickej formy ¢ast spektra CRC
reprezentuju dedi¢né formy (5 — 10 % zo vset-
kych CRC nddorov), z ktorych su najzndmejsie
a najlepsie opisané familidrna adenomatdzna
polypdza (FAP) a hereditarny nepolypdzny kar-
ciném kolorekta (HNPCC, Lynchov syndrom).
FAP sa klinicky prejavuje vznikom stoviek az tisi-
cok polypov v hrubom ¢reve a diagnostikuje sa
okolo 27. roku Zivota. Ochorenie je indukované
zarodo¢nymi mutdciami v APC géne (adeno-
matous polyposis coli). Pri LS sa ako premaligne
stadium takisto vyskytuju polypy, ale v men-
som pocte (Casto iba jeden). Priemerny vek,
kedy sa manifestuje ochorenie, je 45 rokov (2)
a zérodoc¢né mutécie su lokalizované v génoch
,mismatch” opravy DNA (angl. Mismatch DNA
Repair, MMR). Prevalencia LS je medzi 1:2 000
az 1:660 a z uvedenych dévodov sa zaraduje



medzi takzvané zriedkavé choroby (ORPHA:
144) (23).

Hereditarny nepolypdzny karciném kolo-
rekta ako prvy opisal v jednej rodine Aldred
Warthin v roku 1895 (publikoval v roku 1913)
a tento pripad nasledne zrevidoval v roku 1971
Henry Lynch (Lynchov syndrém), ktory urcil jeho
dedi¢ny charakter (3). Pre ochorenie je charak-
teristické postihnutie viacerych generdcii na-
dormi hrubého ¢reva alebo aj extrakolonickymi
nadormi, medzi ktoré patria: nddory maternice,
vajecnikov, zaludka, tenkého Creva, hepatobi-
lidarneho traktu, mozgu a mocovej sustavy (4),
daldim charakteristickym znakom je nizsi vek
nastupu ochorenia. U niektorych pacientov boli
zistené synchronne (sucasny vyskyt viacerych
nadorov) a metachrénne nadory (opakovany
vyskyt nadorov na réznych miestach s casovym
odstupom).

Histopatologicka charakteristika
LS nadorov

Kolorektalne karcinémy pri LS vznikaju
zadendmov, ktoré su Castejsie sesilné, s vilbznou
architektonikou a vysokym stupriom dysplazie.
Tieto adendmy sa vyznacuju zvysenou infiltra-
ciou lymfocytmi a znizenou apoptickou aktivi-
tou v porovnani so sporadickymi adenémami.
Transformécia z adendmu do invazivneho CRC
pri LS je rychla (priblizne 2 — 3 roky). Prognéza
CRC pri LS je lepSia v porovnani so sporadicky-
mi karcindbmami a je vysvetlovana vyraznejsou
hostitelskou odpovedou (5).

Histologicky su LS-asociované nadory cha-
rakterizované castejsou nadprodukciou hlienu,
pritomnostou buniek pecatného prstena, infil-
traciou lymfocytmi a reakciou pripominajlcou
Crohnovu chorobu.

Az 70 % néadorov je v pravej (proximalnej)
¢asti hrubého ¢reva, pricom sporadické nédory
sa vyvijaju predovsetkym v lavej (distalnej) casti
hrubého ¢&reva (6).

Molekularno-geneticka
charakteristika LS nadorov

Lynchov syndrém (hereditdrny nepolypdz-
ny karcindom kolorekta — HNPCC) patri medzi
autozomalne dominantné dedi¢né ochorenie,
pri¢om pacienti s mutdciou maju predispoziciu
na vznik kolorektdlneho karcinému (CRC) alebo
dalsich extrakolonickych nddorov (adenokarci-
némy endometria, zalidka, karcinémy vajec¢ni-
kov, mocového traktu, tenkého ¢reva, nddory
mozgu a koze).

Lynchov syndrom je spdsobeny zarodocny-
mi mutdciami v génoch ,mismatch” reparac-
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Tabulka 1. Medzindrodné klinické kritérid na testovanie pacientov so suspektnym Lynchovym syndromom

Nazov

Kritéria

Amsterdamské
kritéria I (ACI)

Najmenej traja pribuzni s kolorektdlnym karcindmom, pricom vsetky tieto kritéria
musia byt splnené:

B jeden z nich je prvostupriovy pribuzny ostatnych dvoch

B sy postihnuté najmenej dve po sebe idUce generacie

B minimaélne jedna postihnutd osoba ma menej ako 50 rokov

B musi byt vylucend FAP

Amsterdamské
kritéria Il (AC1I)

Najmenej traja pribuzni s LS-asociovanym nadorom (¢revo, endometrium, tenké crevo,
mocovod, oblicky).
Musia byt spinené vietky Amsterdamské kritérid I.

Bethesda
kritéria (BG)

B Pacienti s nddormi z rodiny, ktoré spliia Amsterdamské kritéria

B Pacienti s dvomi LS - asociovanymi nddormi, zahriujice synchrénne aj
metachrénne kolorektalne tumory alebo asociované extrakolonické nadory
(v endometriu, vaje¢nikoch, zaludku, hepatobilidrnom systéme, tenkom Creve alebo
karcindm oblickovej panvicky z prechodného epitelu, resp. mocovodu)

B Pacienti s kolorektdlnym nddorom, ktorf maju prvostupriového pribuzného
s kolorektalnym nadorom a/alebo s LS-asociovanym extrakolonickym nadorom
a/alebo s kolorektalnym adenémom; jeden z nédorov je diagnostikovany vo veku
< 45 rokov a adeném diagnostikovany vo veku < 40 rokov

B Pacienti s kolorektdlnym alebo endometridinym karcinémom diagnostikovanym
vo veku < 45 rokov

B Pacienti s pravostrannym kolorektalnym karcindmom s nediferencovanym
histopatologickym vzorom (solidny/kribriformny), ktory je diagnostikovany vo veku
< 45 rokov

B Pacienti s kolorektdlnym karcinémom s prstencovitymi bunkami, ktory je

diagnostikovany vo veku < 45 rokov (> 50 % prstencovitych buniek)

Pacienti s kolorektalnymi adendmami, ktoré su diagnostikované vo veku < 40 rokov

Revidované
Bethesda
kritéria (RBG)

Pacient ma menej ako 50 rokov

Pacient md viaceré synchrénne alebo metachrénne LS-asociované tumory

Pacient ma menej ako 60 rokov a ma kolorektélny karcindm s mikroskopickymi

charakteristikami nadorov s mikrosatelitovou nestabilitou (MSI)

B Pacient md jedného alebo viacerych prvostupnovych pribuznych vo veku < 50 rokov
s LS-asociovanymi tumormi

B Pacient ma dvoch alebo viac prvostupnovych alebo druhostupnovych pribuznych,

ktori mali LS- asociovany tumor v akomkolvek veku

ného systému (MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2,
MLH3, MSH3), ktory sa zdcasthuje na oprave
chybne zaradenych bdz, tzv. ,mismatchov”.

Vyznam a uloha genetickej
ambulancie

V pripade, ak lekdr prvého kontaktu alebo
lekar Specialista (napr. gastroenteroldg, chirurg,
gynekoldg, atd.) zaznamena v ambulancii pa-
cienta s viacndsobnym vyskytom nadorovych
ochoreni v rodine, alebo viacndsobnym vysky-
tom nadorov u pacienta a tieto ochorenia su
diagnostikované v nizkom veku (pod 50 rokov),
je vhodné uvedeného pacienta odporucit ku
klinickému genetikovi na genetickd konzultaciu.
Klinicky genetik v ambulancii zhodnoti osob-
nu a rodinnl anamnézu a stanovi predbeznu
genetickd diagnozu. Dolezity fakt je, Ze podla
aktudlnych poznatkov nie je v pripade kazdého
nadorového ochorenia zndmy gén, ktory sa spa-
ja s jeho predispoziciou. V pripade LS st zndme
gény asociované s uvedenym syndrémom (7).

Snaha <o najlepsie identifikovat HNPCC
suspektné rodiny viedla k vypracovaniu kritérif
(tabulka 1), ktoré umoznuju zlepsit diagnostiku
Lynchovho syndréomu. Vasen et al. (8) vypracova-
li prvé kritérig, tzv. Amsterdamskeé kritéria |, ktoré

boli nésledne modifikované na Amsterdamské
kritérid Il, pretoZe pbévodné nezohladhovali vy-
skyt extrakolonickych tumorov v LS rodinach (9).
V roku 1997 boli formulované Bethesda kritéria
(10), ktoré zrevidovali v roku 2004 (11).

Ak pacient splita medzindrodné indikac¢né
kritéria (tabufka 1), klinicky genetik Ziada mole-
kuldrne vysetrenie DNA prislusnych génov. Po
ukoncenfanalyzy DNA je pacient opat pozvany
na konzultaciu ku klinickému genetikovi, ktory
mu interpretuje vysledok analyzy.

V rodinach, v ktorych sa identifikuje zaro-
doc¢nd mutacia u jedného clena rodiny (spra-
vidla uz postihnutého nddorovym ochorenim),
je mozny cieleny dokaz tej istej mutdcie aj u os-
tatnych, vacsinou asymptomatickych pribuz-
nych. Asymptomaticki jedinci, u ktorych sa zisti
zarodo¢na mutdcia, su nasledne zaradeni do
preventivneho programu vcasného zachytu
potencidlneho nadoru, ktory absolvuju v odpo-
ru¢enych ¢asovych intervaloch na prislusnych
zdravotnickych pracoviskach. Nositelia pato-
logickych mutécii v uvedenych génoch maju
zvysené riziko vzniku karcindmu kolorekta (muzi
036 -80 %, Zeny 0 18 — 76 %), a aj dalsich aso-
ciovanych nadorov ako napr. nddor endometria,
vaje¢nikov, Zaludka, hepatobilidrneho traktu,
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Obrdzok 1. Priklad mikrosatelitovej instability. A: MSS nador (nddor vyznacujuci sa mikrosatelitovou
stabilitou), B: MSI-H nador (nddor vyznacujuci sa mikrosatelitovou nestabilitou, nestabilné alely su

vyznacené Cervenou $ipkou)
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Obrdzok 2. Priklad sekvenacného elektroforetogramu s mutaciou v géne MSH2: c.2131C>T, p.Arg711%.
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tenkého creva, karcindmu oblickovej panvicky,
mozgu a koze. Znamy fakt je, ze nie vsetdci je-
dinci s mutaciou musia aj ochoriet na nadorové
ochorenie (ide o tzv. penetranciu génov zod-
povednych za nddorové ochorenie, ktord je pri
LS priblizne 80 %). Na druhej strane, ¢lenovia
rodiny, ktori nie su nositefmi mutacie, sa nemusia
zUcastriovat na takychto Specidlnych vysetre-
niach a ich riziko vzniku naddorového ochore-
nia sa rovna riziku vzniku daného nadorového
ochorenia v beznej populacii. Ulohou klinického
genetika je aj v spolupraci s odbornymi lekar-
mi, ktorf sa staraju o pacientov s predispoziciou
k nadorovym ochoreniam, navrhnut program
preventivnych prehliadok.

Imunohistochemicka a molekularno-
geneticka diagnostika pri
Lynchovom syndréme

Na zdklade sucasnej urovne poznatkov sa
pri podozreni na LS a dostupnosti nadorového
tkaniva analyza zac¢ina imunohistochemickym
(IHQ) vy3etrenim proteinov MLH1, MSH2, MSH6
a PMS2 v nddorovom tkanive a/alebo analyzou
mikrosatelitovej instability (MSI) z DNA izolovanej
z nddorového tkaniva pacienta.

Imunohistochemicka analyza (IHC) MMR
proteinov sa vykondva na oddeleniach patoldé-

gie. Vacsina mutacii MMR je spojena so stratou
expresie MMR génov v jadrach nadorovych bu-
niek. KedZe MMR proteiny tvoria heterodiméry,
strata expresie hlavného (obligatneho) génu
(MLHT alebo MSH2) je sprevéddzana sekundarnou
degradéaciou proteinu v komplexe (PMS2 alebo
MSH6). Imunohistochemické vysetrenie po-
mocou protildtok proti MMR proteinom (MLH1,
MSH2, MSH6 a PMS2) umoziuje identifikaciu
defektného proteinu, pricom vysledky IHC
analyzy moézu byt vyuzité v mutacnej analyze
relevantného génu. Strata imunohistochemickej
expresie MLH1 a PMS2 v nddorovych bunkéach
poukazuje na kolorektalny karciném s mikrosa-
telitovou nestabilitou (MSI) (Lynchov syndrém
alebo sporadicku formu kolorektalneho nadoru
s MSI) (12).

Proteiny ,mismatch” repara¢ného systému
(MMR) vo forme multiproteinovych komplexov
rozpoznavaju a opravuju chyby (tzv. ,mismatche”)
vznikajuce pri replikacii DNA. Porucha v MMR
systéme spdsobf tzv. mutédtorovy efekt, v kto-
rého doésledku dochéddza k zvysovaniu mutacif
v inych génoch celého genému, ¢o nasledne
vedie ku karcinogenéze. Neschopnost buniek
odstranovat genetické zmeny, ktoré vznikli po
replikacii DNA sa da pozorovat najma v tzv. mi-
krosatelitovych repetitivnych sekvencidch DNA.

Poruchy v génoch ,mismatch” repara¢ného sys-
tému vedl kzmendm v pocte opakovani tychto
sekvencii (100- az 1 000-krat), ¢o sa oznacuje ako
mikrosatelitova nestabilita (MSI) (13). MSl je ¢asto
sprievodnym javom LS asociovanych tumorov
a prave z tohto dévodu sa DNA vysetrovanie
LS suspektnych jedincov zacina vysetrenim MSI
(obrazok 1). Viac ako 90 % LS asociovanych na-
dorov sa vyznacuje MSI pozitivitou, kym iba 15 %
sporadickych CRC mé tento znak (14, 15). Medzi
MSI pozitivne nadory sa zaraduju MSI-H a MSI-L
nadory. MSI-high (MSI-H) statusom sa oznacuje
nadorové tkanivo, ktoré ma instabilné aspon
2z 5 vydetrovanych markerov, pricom v pripade
MSI-low (MSI-L) pozitivity je nestabilny iba jeden
z vysetrovanych markerov.

Vhodnym markerom na selekciu sporadic-
kych MSI nadorov, ktoré sa vyznacuju stratou
expresie MLH1 a PMS2 génoy, je vySetrenie pri-
tomnosti mutacie pV60OE v géne BRAF alebo
metylacie promotora MLHT génu v nddorovom
tkanive.V pripade nddoru s dokdzanou MSI ne-
stabilitou a pritomnostou mutacie v géne BRAF
alebo metylacie promotora MLHT ide s vysokou
pravdepodobnostou o sporadicky typ kolorek-
tdlneho karcinému (11).

Ak vysetrenie IHC poukazuje na stratu ex-
presie niektorého z uvedenych génov a/alebo je
pozitivny test na MSI (MSI-H aj MSI-L), pristupuje
sa k testovaniu zarodocnych mutacii v génoch
MLHT, MSH2, MSH6, PMS2. V sicasnosti sa na
detekciu zadrodocnych mutdcif pouZiva predo-
vietkym priame sekvenovanie DNA (obrazok 2)
ametdda MLPA (Multiplex Ligation-dependent
probe amplification) vhodné na detekciu dlhych
delécii a duplikécii. Skisenosti s detekciou za-
rodo¢nych mutécii v slovenskych LS suspekt-
nych rodinach boli bohato demonstrované vo
viacerych pracach slovenskych autorov (6, 16,
17,18, 19, 20).

Subor pacientov

Diagnostiku Lynchovho syndrému bola na
nasom pracovisku zavedena v roku 2010. Prvymi
vysetreniami boli stanovenie mikrosatelitovej in-
stability a dokaz zarodo¢nych mutécii v génoch
MLHT a MSH2, v ktorych sa mutécie vyskytuju
najcastejsie. Postupne bola diagnostika rozsirena
o testovanie zarodo¢nych mutdcii v géne MSH6
a PMS2, somatickej mutécie pV600E v géne BRAF
a metylaciu prométora génu MLHI. Aktudlne
ponukané spektrum testov pri LS zodpoveda
najnovsim eurépskym trendom.

Od roku 2010 do konca roka 2016 boli ana-
lyzy tykajuce sa LS vykonané v heterogénnom
sUbore pacientov:



Pacienti s dostupnym nadorovym
materialom

Na nase pracovisko bolo zaslanych 771 pa-
cientov (358 muzov a 413 zZien) s kolorektalnym
karcinémom (bez vekového obmedzenia) s po-
Ziadavkou na uskutocnenie MSI analyzy. Pacienti
boli na vysetrenie zaslani zambulancii klinickych
genetikov ako aj onkolégov. MSI analyza bola vy-
konana s ciefom vyselektovat skupinu pacientov
so suspektnym Lynchovym syndrémom.

Z uvedeného suboru ¢ast MSI pozitivnych
pacientov bola testovana na pritomnost zaro-
do¢nych mutécii v génoch MMR v zavislosti od
vysledku IHC analyzy (na zaklade straty expresie
niektorého génu sa pristupilo k sekvenovaniu
konkrétneho génu). Detaily su rozobraté v ka-
pitole vysledky a diskusia.

Pacienti s nedostupnym
nadorovym materialom

Dvestoosem pacientov, u ktorych nebolo
mozné z roznych ddvodov zabezpecit nddorovy
materidl, boli zaslani z ambulancie klinickych
genetikov na zdklade genetickej konzultacie,
kde bolo zhodnotené, Ze spliali AGI/Il alebo
BG/RBG kritériad. Vzhladom na nedostupnost
nadorového tkaniva nebolo mozné vykonat MSI
a IHC analyzu a bolo nutné testovat priamo za-
rodoc¢né mutécie vo vietkych MMR génoch (na
zaklade Udajov z databazy InSight database boli
najprv testované gény MLHI a MSH2, v ktorych
sa nachadza vac¢sina mutdcif, ndsledne gény
MSH6 a PMS2).

Metody

MSI analyza

MSI status v nddorovom tkanive bol tes-
tovany pomocou fluorescen¢nej multiplexnej
PCR komer¢nym setom MSI Analysis System 1.2
(Promega). Pri MSI analyze sa testuju mikrosa-
telitové markery BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24
a MONO-27. Ide o $pecifické Casti DNA, ktoré sa
porovnavaju medzi nenddorovym a nadorovym
tkanivom. N&dor je klasifikovany ako MSI-H (high)
v pripade, Ze je nestabilita pozorovana aspor
v 2 z 5 vysetrenych markerov. Nador je klasifiko-
vany ako MSI-L (low) v pripade, Ze je nestabilny
jeden z 5 vysetrenych markerov. Nador, ktory sa
nevyznacuje nestabilitou v Ziadnom markeri, je
oznacovany ako MSS (mikrosatellite stable).

Testovanie somatickej mutacie p.V600E

v géne BRAF a metylacie prométora MLH1
Doékaz mutacie pV600E v géne BRAF a stano-

venie metylacie promdtora MLH1 sme testovali

U pacientov s MSI-H statusom a stratou expresie
MLHT a PMS2.V pripade nddoru vyznacujiceho
sa pritomnostou mutdcie v géne BRAF a/alebo
pritomnostou metylacie MLH1 promotora ide
o sporadicky CRC, a nie o nador asociovany
s Lynchovym syndrémom. Detekciu somatic-
kych mutécii v géne BRAF a metylaciu MLHT pro-
madtora analyzujeme z nddorovej DNA. Mutécie
v géne BRAF testujeme pomocou PCR analy-
zy a naslednej SNaPshot analyzy (SNaPshot®
Multiplex Ready Reaction Mix, Thermo Fisher
Scientific). Na stanovenie metylacie MLH1 pro-
motora bol pouzity komercny set MLPA (SALSA
MLPA MEO11 Mismatch Repair genes probemix,
MRGHolland).

Priame sekvenovanie DNA
a interpretacia ziskanych udajov
Mutécie v MMR génoch (vetky exény a pri-
[ahlé intrény génov MLHT, MSH2, MSH6, PMS2)
boli testované z DNA izolovanej z periférnej krvi
pomocou priameho sekvenovania DNA pouzi-
tim genetického analyzatora ABi 3130, resp. ABi
3500 (Applied Biosystem, USA). Ak sa identifikuje
v DNA ur¢ity variant, jeho efekt je zhodnoteny
na zaklade réznych dostupnych databaz (napr.
http:/insight-group.org/variants, https./www.
ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/, https://www.ensembl.
org/), pripadne na zaklade dostupnej literatury.
Ak sa uvedeny variant v databaze a literatdre
nenachadza, pristupujeme k pouzitiu bioinfor-
matickych nastrojov ako napr. PolyPhen, SIFT,
ktoré na zdklade pocitacovych algoritmov urcia
predpokladany efekt daného identifikovaného
variantu v DNA. V pripade, Ze je efekt variantu
nejednoznacny, je mozné odporucit, aby klinicky
genetik navrhol pacientovi a jeho pribuznym
segregacnu analyzu daného variantu v rodine.

Vysledky

MSI analyza

MSI analyzou bolo od roku 2010 do roku
2016 vysetrenych 771 pacientov s karcindmom
kolorekta. V danom subore sme MSI-H status
zistili u 81 pacientov (10,5 %), MSI-L status u 23
pacientov (3 %). MSS statusom sa vyznacovalo
667 pacientov (86,5 %), (tabulka 2). Celkovy pocet
pozitivnych pacientov (MSI-H a MSI-L) bol 104
(13,5 %). Zo suboru 104 MSI pozitivnych pacien-
tov bolo 58 pacientov nasledne analyzovanych
na mutéacie v MMR génoch. Nddory uvedenych
pacientov sa vvznacovali aj stratou expresie nie-
ktorého MMR génu a nebola u nich dokdzana
mutdcia v géne BRAF a metylacia v promotore
MLH1. Pacienti s nddorom vyznacujucim sa MSS
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Tabulka 2. Porovnanie poctu analyzovanych
MSI vzoriek v rokoch 2010 - 2016

Pocet vzoriek Roky 2010 - 2016

Pocet pacientov spolu 771

Pacienti s MSI-H statusom 81 (10,5 %)
Pacienti s MSI-L statusom 23 (3 %)
Pacienti s pozitivnym MSI 104 (13,5 %)
statusom (MSI-H a MSI-L)

Pacienti s MSS statusom 667 (86,5 %)

Tabulka 3. Pocet pacientov vysetrenych na
pritomnost mutacie v MMR génoch od roku
2010 - 2016

Pocet pacientov Roky 2010 - 2016

Pocet pacientov spolu 266
Mutécia v géne MLHI1 16 (6,0 %)
Mutdcia v géne MSH2 9 (3,4 %)
Mutécia v géne MSH6 6 (2,2 %)
Mutdcia v géne PMS2 0(0 %)
Nezistené mutécie 234 (88 %)

statusom a IHC analyzou bez zmeny expresie
niektorého génu neboli analyzovani na pritom-
nost/nepritomnost zarodoc¢nych mutacil.

Analyza metylacie prométora MLH1
Metylacia MLH1 promdétora bola stanovena
u 40 pacientov s nadorom kolorekta, ktoré sa
vyznacovali MSI-H statusom a stratou expresie
MLHT génu. V danom subore sme metylaciu
zistili u 17 pacientov (42,5%), 23 kolorektalnych
n&dorov pacientov (57,5 %) bolo bez metylacie.

Analyza mutacii v MMR génoch

Do skupiny pacientov, u ktorych sa testovali
zarodo¢né mutacie pomocou priameho sek-
venovania DNA v MMR génoch, boli zaradent:

1. pacienti s nddorom, ktory sa vyznacoval
MSI pozitivitou a boli vyselektovani zo suboru
771 pacientov zaslanych na MSI analyzu (celkovo
58 pacientov),

2. pacienti, ktorf mali nedostupny nador (cel-
kovo 208 pacientov), ale splihali medzindrodné
kritérid pre pacientov so suspektnym LS. Z toho
vyplyva, Ze celkovy pocet pacientov analyzova-
nych na mutéacie v MMR génoch bol 266.

Mutécie v géne MLHT boli zistené u 16 pa-
cientov (6,0 %). Devét jedincov malo mutéciu
v géne MSH2 (3,4 %). MSH6 gén bol mutovany
iba u 6 pacientov (2,2 %). Doteraz sme neidenti-
fikovali mutdciu v géne PMS2 (tabulka 3).

Pacienti s nddorom vyznacujucim sa MSS
statusom a negativnym vysledkom IHC (bez
zmeny expresie niektorého génu) neboli ana-
lyzovani na pritomnost/nepritomnost zaro-
doc¢nych mutdcil.
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Tabulka 4. Spektrum zistenych patologickych mutacii spolu s osobnou anamnézou, kritériami
a MSI a IHC statusom v rodinach testovanych na OUSA od roku 2010 - 2016

C.Pac. OA Kritéria MSI IHC MMR Mutacia
1 CRC@4771) BG nedostupny nedostupny MLH1:
material material .210_213delAGAA
2 CRC ACH nedostupny strata MH1/ MLHT:
(26r1) material PMS2/ c1772_1775delATAG
3 CRC(50T) ACH nedostupny nedostupny MSH2:
material material €.1360_1367delATAGAAGInSTTCT
4 CRC@457r) ACH nedostupny nedostupny MLHT1:
material material €.531_532GG>CT
5 CRC(557T) RBG MSI-H nedostupny MLHT1:
material c.350C>T
6 CRC48r) ACI nedostupny nedostupny MLH1:
material material del ex5-6
7 zdravy (sestra  BG nedostupny nedostupny MSH2:
CRG357r) material material c.2211-1G>C
8 CRC(36T) ACI MSI-H nedostupny MLH1:
material €.531_532GG>CT
9 CRC(35r1) ACI nedostupny nedostupny MLH1:
material material C.1459C>T
10 Nejasna OA Nejasnd nedostupny nedostupny MSH6:
aRA OAaRA materidl material €.3261insC
11 CaMa (65 1) BG nedostupny nedostupny MLH1:
material material c.1149delG
12 EnCa(32r) AC| MSI-H strata MH1/ MLHT1:
CRC(@43a49r) PMS2/ C.2136G>A
MSH2/MSH6
13 EnCa (501) AGI MSI-H nedostupny MSH2:
material del ex1-7
14 CRC@467r) BG MSI-H bez straty MLHT1:
€.2265G>C
15 Nejasna OA Nejasnd nedostupny nedostupny MSH2:
aRA OAaRA materidl material C.2042A>C
16 EnCa BG MSI-H strata MH1/ MLH1:
(49r) PMS2/ €.1210_1211delCT,
17 CRC ACI nedostupny nedostupny MSH2:
(44r) material material c.261delT
18 CRC AC| MSI-H strata PMS2 MLHT1:
(45r) C.2041G>A
19 CRC BG nejednoznacny nejednoznacny MSH2:
(27r1) material material del 1-3
20 CRC AGII MSI-H strata MH1/ MLH1:
63r) PMS2/ c.199T>G
21 CRC ACII nedostupny strata MSH6:
(377r) material MSH6 C.3437A>G
22 Nejasna OA Nejasnd nedostupny nedostupny MSH2:
aRA OAaRA materidl material dup 5-6 MSH2
23 EnCa BG deg.DNA strata MSH6:
(38r) MSH6/PMS2 €.2065G>C,
24 CRC BG MSI-H strata MH1/ MLH1: c.35_46del12
(34r) PMS2/
25 CRC BG MSS strata MSH6 c.516dupA
(29r) MSH6
26 CRC@43r) AGI MSI-H strata MH1/ MLHT: c.1644C>A,
semindm PMS2/
43r)
27 CRC (797) ACH MSI-H strata MSH2 del ex3-5
MSH2/MSH6
28 CRC(357r) BG MSI-H strata MSH2: del ex1-16
MSH2/MSH6
29 CRC (57 ) RBG MSI-H strata MSH6 MSH®6: c.3261delC
30 EnCa (36r) ACI MSI-H strata MH1/ MLHT1: c.307-2A>C
PMS2/
31 CRC(54r) RBG MSI-L nedostupny MSH6: ¢.3263dup
material

Analyza spektra zistenych mutacii

Spektrum zistenych patologickych muta-
cif spolu s diagnostickymi kritériami, MSI a IHC
statusom je zaznamenané v tabulke 4. Urcenie
patologického efektu danej mutécie bolo vy-
konané podla spomenutych pristupov, pricom
v tabulke su uvedené iba mutdcie s patologic-
kym efektom.

Diskusia

Cielom predloZenej prace bolo opisat sku-
senosti s diagnostikou Lynchovho syndromu na
nasom pracovisku a zhodnotit sibor pacientov
zaslanych na nase pracovisko v priebehu rokov
2010 - 2016 na zaklade klinickych kritérii, MSI sta-
tusu, resp. vysledkov IHC analyzy pri geneticky
potvrdenom Lynchovom syndréme a spektra
zistenych mutacif.

Identifikaciu LS suspektnych pacientov je
vhodné zacinat uz priamo na oddeleniach pa-
tolégie pomocou IHC analyzy MMR proteinov,
kedZe préave tu je mozné urobit efektivny z&-
chyt vsetkych LS suspektnych kolorektalnych
tumorov. Kazdy kolorektalny tumor by mal byt
vysetreny aj pomocou MSI analyzy (26, 27, 28).
Uvedeny postup sme zvolili aj na nasom pra-
covisku. Povazujeme za vhodné vykondvat aj
IHC analyzu pri vsetkych CRCa tumoroch, kedze
vyznam IHC analyzy je v priamej identifikacif
génu, ktory mé byt testovany.

Informécie v literature poukazuju na fakt, ze
pacienti, ktorych nddory mali MSS status, mézu
mat stratu expresie génu MSH6, ¢o je mozné
ur¢it pomocou IHC analyzy (23). Ide o tzv. LS
,atypické rodiny”. V naSom testovanom stbore
je mozné takyto nador pozorovat pri pacien-
tovi ¢. 25. Nador pacienta sa vyznacoval MSS
stavom, avsak IHC analyza poukdazala na stratu
expresie MSH6 génu. Nasledne bola u pacienta
identifikovand zarodo¢nd mutécia v géne MSH6
(tzv. ,atypickd LS rodina” — diskutované neskor).
Vzhladom na uvedenu skuto¢nost povazujeme
za prinosné testovat vsetky CRC nadory na MSI
status a aj pomocou IHC analyzy. Uvedenym
sposobom je mozné zachytit vacsi subor LS
suspektnych CRC nadorov.

Zo suboru 771 pacientov sa MSI pozitivnym
statusom (MSI-L aj MSI-H status) vyznacovalo
104 (13,5 %) pacientov. Uvedené data zodpo-
vedaju informéaciam v odbornej literature, ktoré
uvadzajy, Ze priblizne 10 — 15 % kolorektalnych
nadorov ma MSI pozitivny status (12, 22, 25).

Testovanie IHC a MSI statusu u vsetkych
pacientov s kolorektdlnym naddorom umozniuje
danych pacientov lepsie stratifikovat. Pacientom
s kolorektalnym nadorom vyznacujucim sa stra-



tou expresie niektorého MMR génu a MSI pozi-
tivnym statusom je vhodné ponuknut konzul-
taciu v ambulancii klinického genetika, pretoze
moze ist o Lynchov syndrém. Na druhej strane
u pacientov bez straty expresie MMR génov
a s MSS naddorom s vysokou pravdepodobnos-
tou nejde o Lynchov syndrém, ale o sporadicky
typ CRC (v pripade silnej rodinnej anamnézy
moZe ist o iny hereditdrny nadorovy syndrém,
¢oje na posudeni klinického genetika). Z nasho
testovaného stboru 771 nddorov pacientov na
MSIanalyzu sa 104 vyznacovalo MSI pozitivnym
statusom. 58 pacientov zo 104 navstivilo ambu-
lanciu klinického genetika s cielom naslednej
analyzy MMR génov.

Testovanie vsetkych pacientov s kolorektdl-
nym nadorom priamo po operdcii predstavuje
efektivnejsi zachyt pacientov so suspektnym
Lynchovym syndrémom ako zachyt pacientov
v ambulancii klinického genetika, kde sa dosta-
ne iba ¢ast suspektnych pacientov. Uvedeny
trend testovania mozno sledovat vo svete a je na
mieste, aby bol zavedeny aj na celom Slovensku,
nielen na naSom pracovisku (26, 27, 28).

Vzhladom na fakt, Ze nie vsetci pacienti s na-
dormi vyznacujucimi sa MSI-H stavom, su LS
suspektni, je vhodné vyselektovat sporadické
n&dory na zaklade pozitivneho (sporadicky na-
dor) alebo negativheho metyla¢ného statusu
MLHT prométora (pravdepodobne LS). V nasom
testovanom subore sa az 42,5 % nadorov vyzna-
¢ovalo metyldciou MLH1 promotora. Uvedeni
pacienti neboli ndsledne analyzovani na pri-
tomnost zarodo¢nych mutécii, ¢o je financne
velmi efektivne. Pozitivny metylacny status
MLH1 promotora predstavuje efektivny test,
ako u pacientov s MSI-H statusom a stratou ex-
presie génu MLH1 odlisit sporadické CRC od CRC
asociovanych s Lynchovym syndrémom (12).

Spominané analyzy, ako su MSI, IHC, mety-
lacia MLH1 promotora, slizia ako prvotné testy
na zachytenie LS suspektnych pacientov. Avsak
samotné potvrdenie LS diagndzy je mozné az
v pripade, Ze sa identifikuje zarodo¢nd mutécia
v niektorom z MMR génov. V sibore 266 LS sus-
pektnych pacientov (1. pacienti s nddorom, ktorf
sa vyznacovali MSI pozitivitou a boli vyselekto-
vani zo suboru 771 pacientov zaslanych na MSI
analyzu (celkovo 58 pacientov) a 2. pacienti, ktorf
mali nedostupny nador (celkovo 208 pacientov),
sme vysetrovali zarodo¢né mutécie v génoch
MLHI1, MSH2, MSH6, PMS2. Mutéciu v niektorom
Z MMR (MLHT, MSH2, MSH6) génov sme dokdaza-
li u 31 jedincov (11,6 %). Mutéacie v géne PMS2
sme v subore nadich testovanych pacientov ne-
zistili. Nami zaznamenané data zodpovedaju

informéacidm v odbornych databazach (www.
insight-group.org) a literature (28, 29, 30). Vo
velkej studii, ktord zahrnovala viac ako 4 500
pacientov, mali zachyt mutécii na trovni 12 %, ¢o
koreluje s frekvenciou mutécii v naSom subore
(29). Najvolnejsie RBG (pacient mé jedného alebo
viacerych prvostupriovych pribuznych vo veku
< 50 rokov s LS-asociovanymi tumormi alebo
pacient mé dvoch alebo viac prvostupriovych
alebo druhostupriovych pribuznych, ktori mali
LS- asociovany tumor v akomkolvek veku) umoz-
nuju do testovania na LS zaradit aj pacientoy,
ktorych nador méze byt sporadicky. V nasom
sUbore bolo az 208 pacientov, ktorf mali nedo-
stupny tumor a nebolo mozné vykonat MSI, IHC
analyzu a zistit uz v prvom kroku, ¢iide o nador,
ktory je alebo nie je asociovany s LS syndrémom.

V uvedenom subore 31 pacientov s potvr-
denou kauzalnou mutaciou splfialo striktnejsie
kritérid (AG| alebo ACHI) pre Lynchov syndrom
15 pacientov a 13 pacientov spifialo volnejie BG
alebo RBG kritérid. Vek nastupu prvého nadoro-
vého ochorenia v uvedenom subore pacientov
bol od 26 rokov po 79 rokov. Priemerny vek na-
stupu bol 44,2 roku, ¢o zodpovedad udajom v od-
bornej literatire, kde je priemerny vek nastupu
v 45. roku Zivota pacientov (2). U 22 pacientov
bol diagnostikovany kolorektalny karciném,
5 pacientok malo diagnostikovany karcindm en-
dometria a u jednej pacientky bol diagnostiko-
vany karciném prsnika. V pripade troch rodin sa
ndm nepodarilo ziskat jednoznac¢né informéacie
0 0sobnej a rodinnej anamnéze.

V stbore 31 pacientov so zistenou zérodo¢nou
mutéciou sme pre nedostupnost nadorového
tkaniva nemohli urcit MSI a IHC status v 15 pripa-
doch. U 16 pacientov vy3etrenych na MSI status
sme u 14 pacientov dokézali MSI-H, u jedného
MSI-L a taktieZ jeden sa vyznacoval MSS statu-
som. Zaujimavost je, Ze pacienti, ktorych nadory
mali MSI-L a MSS status, mali zistend zérodocnu
mutéciu v géne MSH6, o takisto koreluje s odbor-
nou literaturou (23). Odborna literatdra uvadza, ze
osobitnou kategdériou medzi LS rodinami su tzv.
,atypické rodiny”, ktoré nespifiaji Amsterdamské
kritérid. Tieto rodiny sa vyznacuju ,potlacenym” fe-
notypom s vyrazne nizsou penetranciou a relativ-
ne vyssim vekom vzniku karcinémov v porovnani
s, typickymi” HNPCC rodinami. Kym pre ,typické”
HNPCC rodiny je vécsinou charakteristickd mutacia
v géne MLHT alebo MSH2 a MSI, ,atypické” rodiny
moézu mat mutaciu v géne MSH6 a ich tumory
sa nemusia vyznacovat MSI (22). Z uvedeného
vyplyva, ze v diagnostickej praxi ma vyznam pri
pacientoch s kolorektalnym karcindmom testovat
nielen MSI status, ale aj IHC stav.
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Spektrum zistenych zarodo¢nych mutdcif
bolo takéto: 16 pacientov malo mutaciu v géne
MLH]1, 9 pacientov malo mutéciu v géne MSH2
a u 6 sme zistili mutaciu v géne MSH6. V uvede-
nom subore testovanych pacientov sme pozoro-
vali z hladiska efektu mutdcie na sekvenciu DNA:
substitucie (14 pacientov), delécie (7 pacientov),
inzercie/duplikacie (3 pacienti), inzer¢no-dele¢-
né mutdcie (1 pacient) a aj mutéacie postihujuce
niekolko exdénov (6 pacientov).

Ak sa v rodinach zistila u pacienta/probanda
kauzdlna mutdcia, ostatnym pribuznym bola
ponuknutd moznost genetickej analyzy zame-
ranej na ddkaz danej mutécie. Prinosom urce-
nia kauzalnej mutacie zodpovednej za vznik LS
je moznost vyselektovat z asymptomatickych
pribuznych skupinu jedincov s mutéciou (pre-
dispoziciou na nddorové ochorenie), ktorym
je ponuknuty $pecidlny preventivny program
zamerany na v€asnu diagnostiku nddorového
ochorenia.

Urcenie patologickej mutécie v subore slo-
venskych LS rodin ndm umozriuje zhodnotit
frekvencie mutacii v jednotlivych génoch a po-
sudit cely subor pacientov s identifikovanymi
mutdciami z hladiska nddorového spektra, veku
pacienta v ¢ase diagndzy a spektra zdrodocnych
mutdcil. Vietky spominané informdacie ndm po-
nukaju uceleny pohlad na subor doteraz vysetre-
nych slovenskych rodin s LS syndromom a viziu,
ako by sa mala diagnostika tohto ochorenia na
Slovensku realizovat.

Zaver

Molekuldrno-genetickd DNA diagnostika
Lynchovho syndréomu sa v poslednych dvoch
desatrociach zlepsila (diagnostika sa urychlila
a zaviedli sa nové diagnostické postupy), z¢oho
ma benefit nielen samotny pacient, ale predo-
vietkym jeho asymptomaticki pribuzni so zde-
denou mutéciou. Asymptomatickym pribuznym
s mutaciou su ponuknuté specidlne preventivne
programy zamerané na vcasny zachyt nadoro-
vého ochorenia. Okrem testovania IHC, MS|,
kauzalnych mutacii v MMR génoch (MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2) je mozné u pacientov so zdvaznou
rodinnou anamnézou zvazit aj testovanie panelu
génov, ktoré su asociované s réznymi onkologic-
kymi hereditarnymi syndrémami.
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