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SOUHRN

Zavedeni systému depistaze Lynchova syndromu na pracovistich patologie v Plzni vedlo v letech 2013-2016 k diagndze 24 pfipadd, z toho 20 prezentujicich
se kolorektalnim karcinomem. V 8 z téchto 24 piipadud byly detekovany germinélni mutace MMR gend, které predtim nebyly v databazich evidovany jako
patogenni. V celkovém souhrnu byla sice cetnost Lynchova syndromu u pacientl s kolorektalnim karcinomem pouze 0,34 %, po zavedeni systému univerzal-
niho imunohistochemického vysetfovani exprese MMR (mismatch repair) proteinG ve viech kolorektalnich karcinomech diagnostikovanych v Siklové dstavu
patologie vsak ¢etnost pripadli Lynchova syndromu za rok na tomto pracovisti doséhla az 2,4 %. Nase vysledky svédci ve prospéch univerzalniho imunohisto-
chemického screeningu Lynchova syndromu v pfipadech kolorektalniho a endometrialniho karcinomu oproti vybérovym depistaznim metodam zalozenym
predevsim na klinickych, méné i morfologickych znacich. Vyssi efektivita univerzélniho screeningu nespociva pouze ve vyssi senzitivité imunohistochemického
vysetreni, ale i v mozné automatizaci procesu a tim zvyseni adherence k depistazi i patologli pfimo nezainteresovanych v managementu Lynchova syndromu.
Plosné zavedeni narodniho univerzalniho depistazniho systému vsak vyzaduje podporu ze strany statni spravy a zdravotnich pojistoven.
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Results of morphological screening for Lynch syndrome during the period 2013-2016

SUMMARY

The introduction of a screening system for Lynch syndrome in pathology laboratories in Plzen yielded 24 diagnoses of Lynch syndrome during the period of
2013-2016, 20 of them presenting with colorectal cancer. In 8 of those 24 cases germline mutations of MMR genes, previously not recognized as pathogenic
with certainty, were detected. Although the frequency of Lynch syndrome in patients with colorectal cancer was only 0.34 % in total, following introduction of
the universal immunohistochemical investigation of MMR (mismatch repair) proteins expression in all colorectal cancers examined in Sikl’s Institute of Patho-
logy the frequency per year in this department reached 2.4 %. The results favor universal immunohistochemical screening for Lynch syndrome in colorectal
and endometrial cancer cases over a selective approach based on a combination of clinical and morphological criteria. Increased effectiveness of the universal
approach is not brought about only by higher sensitivity of the immunohistochemical examination per se, but also by the possibility of automation of the pro-
cess leading to increased adherence even of pathologists not directly engaged in Lynch syndrome management. However, the introduction of a nation-wide
universal screening system requires support from the government and health insurance companies.
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Lynchlv syndrom (LS) je autozomdlné dominantné dédi¢ny
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ny prikazem germindlni inaktiva¢ni mutace nékterého z MMR
gen(, genu EPCAM nebo germinalni metylace promotoru genu
MLH1 (tab. 1)(1). Nej¢astéji postizenymi MMR geny pfi LS jsou
MLH1 a MSH2 (dohromady vice nez 80 %)(2), dale nasleduje
MSH6 (10 %). Vzacnéji mohou dysfunkci MMR protein(, a tim
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Tabulka €. 1. Soucasna definice Lynchova syndromu a pribuznych jednotek.

Pritomnost nékteré z germinalnich (epi)genetickych zmén:

Lynchidv syndrom

1.  germindalni mutace MMR gend MLH1, PMS2, MSH2 nebo MSH6
2. inaktivace MSH?2 pfi deleci konce 3” genu EPCAM

3. germindlni metylace promotoru genu MLHT

Hereditarni nepolypézni kolorektalni karcinom (HNPCC)

Familidrni CRC typu X

Klinicky termin pouzivany pro pacienty spliujici kritéria Amsterdam | nebo Il
Klinicky termin pro pacienty splnujici kritéria Amsterdam |, ale s nadory bez MMR-deficience
a bez germindlnich alteraci MMR gent a genu EPCAM

Pacienti s MMR-deficientnim nadorem, ale bez germinalnich alteraci MMR gentl a genu EPCAM,
v pfipadé MLH1-deficientnich nadorG i bez mutace genu BRAF a metylace promotoru MLH1

Mozné pficiny:
Lynch-like syndrom 1

Somaticka bialelickd mutace MMR genu

2.  Metodické pri¢iny nemoznosti detekovat germinalni mutaci MMR genu
3. Nespravna interpretace vysledkd imunohistochemického vysetieni MMR proteint
4.  Germinalni alterace jinych gent (napt. MUTYH)

Syndrom konstitu¢niho deficitu MMR genti (CMMRD)
Sporadicky deficit MLH1 v CRC

Volné podle (1).

padem i LS, zpUsobovat zdrode¢nd hypermetylace promotoru
genu MLHT vedouci k jeho epigenetické inaktivaci (3,4) nebo
zarodecné delece 3" konce genu EPCAM, které zase vedou k epi-
genetické inaktivaci MSH2 (5,6).

Nejcastéjsim karcinomem vznikajicim pfi LS je kolorektalni
karcinom (CRC), je v3ak zvy3ené riziko vzniku i dalsich malignit,
zejména karcinom( endometria, tenkého stieva, ovaria, ledvin-
né panvicky a mocovodu, nddord mozku a kiize. Na podkladé LS
vznika podle soucasnych dat asi 2,8 % CRC (1). Na rozdil od fami-
liarnich karcinomovych syndrom( s premorbidnim fenotypem
(napt. familidrni adenomatézni polypdzy, FAP) mize byt LS dia-
gnostikovan prakticky aZ pfi nalezu maligniho nadoru, pfipadné
pii genetickém vysetieni rodinnych pfislusnikd jiz diagnostiko-
vaného probanda. Vyjimkou z tohoto pravidla je fenotypicka va-
rianta LS projevujici se vznikem koZnich sebace6znich nadord,
oznacovana jako Muir-Torreho syndrom (MTS)(7).

Argument(l pro zavedeni co nejsenzitivnéjsiho systému de-
pistaze je nékolik.V prvé fadé je to cetnost germindlnich mutaci
MMR gent (a tedy LS) v populaci, kterd se podle odhadi po-
hybuje v rozmezi 1/370 - 1/400 (8,9). Dale je to vysoké riziko
vzniku malignich nador( u téchto pacientd, které v pfipadé CRC
u obou pohlavi a endometridlniho karcinomu u Zen s LS do-
sahuje v zavislosti na typu mutace az 80 % (10-14). K progresi
z adenomu do CRC navic udajné dochazi jiz béhem 2-3 let, na
rozdil od 8-10 let u sporadickych pfipadu (15,16). V neposledni
radé je dllezitym faktorem i vznik malignich nadorG v pomérné
nizkém véku, podle literarnich udaja je priimérny vék v dobé
diagnézy CRC 44-61 let, tedy az o 20 let méné nez u sporadic-
kého CRC, a samoziejmé i zvysené riziko vzniku synchronnich
a metachronnich malignich nador( (15,17).

Plvodné byl LS, tehdy dosud nazyvany hereditarni nepoly-
pozni kolorektdlni karcinom (HNPCC) diagnostikovan na pod-
kladé klinickych Amsterdamskych kritérii (18), respektive pro zo-
hlednéni pfipadné extrakolonické prezentace Amsterdamskych
kritérii 1l (19). K zéchytu pacientll suspektnich z molekularné
geneticky definovaného LS slouZi na klinické Urovni revidovana
Bethesda guidelines (RBG)(20), ktera v3ak také nezachyti viech-
ny pfipady LS (21), zejména v pfipadé postizeni MSH6 a PMS2
(22-26). Podle soucasnych odhadu az 25 % pacientl s LS neni
pii aplikaci téchto guidelines zachyceno. Z toho davodu se
v poslednich letech obraci pozornost k moznostem morfolo-
gické diagnostiky LS spocivajici ve vysetfeni nadoru statisticky
vyznamné asociovanych s LS, zejména CRC, metodami moderni

CESKO-SLOVENSKA PATOLOGIE 2 ' 2018

Pritomnost bialelické germinalni mutace nékterého z MMR gent

Somaticka inaktivace exprese MLH1 zpUsobend nejcastéji metylaci jeho promotoru

patologie, které byly detailné popsany v pfehledovych ¢lancich
v C¢eském pisemnictvi (27-29). Tyto morfologické metody Ize
vyuzit v depistazi bud vybérové, anebo univerzalné. V druhém
pfipadé je zachytnost signifikantné vyssi (30). | studie pomé-
ru nakladl a efektivity prokdzala nejen socidlné-zdravotni, ale
i ekonomickou vyhodnost univerzélniho sytému vysetfovani LS
(31).V letech 2013-2016 jsme se proto pokusili v Siklové tstavu
patologie (SUP) a Bioptické laboratofi s.r.o. (BL) postupné zavést
model univerzélni depistaze sméfujici k ploSnému vysetfovani
imunoexprese MMR proteint ve viech CRC a nasledné i v en-
dometridlnich adenokarcinomech, protoze bylo prokazano, ze
endometridlni prezentace u Zen s LS m{iZe dosahovat i 3-5 %
a Casto predchazi kolorektalni prezentaci (12,32,33).

MATERIAL A METODIKA

Algoritmus vybéru pacienti

Metodika vybéru pacientd pro genetické vysetreni se v pribé-
hu sledovaného obdobi s ohledem na vyvoj poznatkt a technolo-
gickych moznosti ménila, jak dokumentuji priibézné publikované
prehledové clanky (27-29). Az do poloviny roku 2014 byla vstupni
metodou na obou pracovistich analyza morfologie asociované
s nestabilitou mikrosatelitd (MSI), takzvand MSI-H morfologie,
vsech CRC prostrednictvim Semi PREDICT skére (27,34), pfi jejimz
pozitivnim vysledku byl indikovan komplex vysetieni somatické-
ho genomu sestdavajici z molekularné genetické analyzy MSI, hy-
permetylace promotoru genu MLHT a mutace V600E genu BRAF.
Byla-li takto v nddoru potvrzena MSI a zaroven nebyla vyloucena
moznost LS prikazem hypermetylace promotoru MLHT a/nebo
mutace BRAF, byl pacient, po blizsim urceni dysfunkéniho MMR
proteinu na zakladé imunohistochemického vysetreni, indikovan
k analyze germinalnich mutaci MMR gen( (27,28). Od poloviny
roku 2014 zacaly byt v SUP viechny CRC vy3etfovany imunohis-
tochemicky (v pfipadé resekatu se zjevnym nadorem byl automa-
ticky jeden fez pro imunohistochemické vysetfeni MMR proteint
zablockovan jiz pfi prikrojeni, v pfipadé endoskopickych vzorkd
bylo vysetieni indikovano az na zakladé histologického nalezu),
navic zacaly byt imunohistochemicky vysetfovany i vSechny en-
dometridlni karcinomy (na zakladé histologického nalezu). V téze
dobé vsak naopak musela byt, s vyjimkou konzultacnich biopsif,
prakticky ukoncena depistaz LS v BL z dlvodu finan¢niho zatizeni
klientd na podkladé indukované péce. Vysetfovany imunohisto-
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* Nema vyznam v
endometrialnim karcinomu

IHC deficience
MLH1 a/nebo PMS2

IHC deficience B : _
MSH2 a/nebo MSHB
+

BRAF V60OE ™ >
- Analyza
Hypermethylace MLH1 >
v periferni krvi
+
MSI-H

Analyza
gent MSH2, MSH6
a EPCAM
v periferni krvi

Obr. 1. Algoritmus diagnostiky Lynchova syndromu.

V SUP za¢ina diagnostika LS vy3etfenim viech CRC a endometridlnich karcinomd monoklonalnimi protilatkami proti jednotlivym MMR proteindm. V pfipadé
prikazu deficience MSH2 a/nebo MSH6 je kontaktovan klinik s pozadavkem na odesléni pacienta na oddéleni Iékaiské genetiky k zajisténi nesrazlivé periferni
krve spolu s Informovanym souhlasem pacienta k molekularné genetickému vysetieni zarode¢nych mutaci pfislusnych gent. Je-li prokazana deficience pro-
teind MLH1 a/nebo PMS2, nasleduje komplex vysetieni obsazeny v sedém obdélniku, jehoz cilem je vyloucit z dal$iho vysetiovani piipady sporadickych MSI-H
karcinom{, pfipadné MSS karcinomy s faleSnou negativitou IHC prikazu MMR protein(. Volitelné Ize misto téchto molekuldrné genetickych metod (nebo spolu
s nimi) k vylouceni sporadického MSI-H karcinomu vyuzit IHC vysetieni exprese proteinu mutované formy BRAF (bily obdélnik a prerusované Sipky). MSI-H
tumory bez mutace genu BRAF a hypermetylace promotoru MLHT jsou indikovany k molekularné genetickému vysetteni zédrodecnych mutaci pfislusnych genti
(opét je nutné ziskat vzorek periferni krve a Informovany souhlas). V pfipadé, Ze jsou vysledky imunohistochemického vysetieni nepochybné, s jasné pozitivni
vnitini kontrolou, je mozné molekularné geneticky test MSI vynechat, protoze za téchto okolnosti nepfinasi zasadni informaci. Pacienty s prokazanou mutaci
V600E genu BRAF nebo hypermetylaci MLH1 Ize s velkou pravdépodobnosti vyfadit z dalSiho diagnostického managementu, pokud tomu nebrani jiné okol-
nosti (napf. nizky vék, vyrazné familiarni postizeni, multiplicita nadord).

Neni-li mistni pracovisté patologie vybaveno laboratofi disponujici moznosti imunohistochemickych a molekularné genetickych vysetieni uvedenych vyse,
mél by patolog provést histologické vysetieni znakl ,MSI-H histologie” v kazdém CRC. V pfipadé suspektniho Semi PREDICT skére pak odeslat vzorek karci-
nomu (a optimalné i nenadorové tkané pro moznost komparace) na specializované pracovisté provadéjici vyse uvedend imunohistochemicka a molekularné

geneticka vysetieni. Alternativné muze byt indikaci k tomuto odeslani na specializované pracovisté zadost klinika v pfipadé klinické suspekce na LS.

Pozn.: v nadorech délohy se analyza BRAF neprovadi.

chemicky tak byly pouze vzorky zaslané do BL z jiného pracovi-
$té na zakladé pozitivniho Semi PREDICT skore. Po zhodnoceni
vysledkd imunohistochemického vysetteni bylo poté indikovano
vysetfeni somatického genomu nadorovych bunék jako vyse, pfi-
padné analyza germindlnich mutaci MMR genu (obr. 1)(29).

Histologické a imunohistochemické vysetieni

Vzorky tkané fixované v 10% formolu a zpracované klasickou
parafinovou technikou byly obarveny hematoxylinem a eozinem
pii tloustce fez( 4 um. Pro imunohistochemické vysetieni byly
fezy odparafinovany a rehydratovény v jednom kroku na pfistroji
BenchMark ULTRA (Ventana). Nasledné byla skla pokryta Tris-EDTA
pufrem (pH 8,6) a zahfata na 95°C po dobu 64 minut pro odmas-
kovani antigenu. Skla byla poté inkubovéna pfi 37°C po dobu 40
minut se 100 pl primarni protilatky proti MLH1 (MutL Protein Ho-
molog 1, M1, RTU, Ventana), MSH2 (MutS Protein Homolog 2, G219-
1129, RTU, Cell Marque), MSH6 (MutS Protein Homolog 6, 44, RTU,
Ventana) a PMS2 (Postmeiotic Segregation Increased 2, EPR3947,
RTU, Cell Marque). Poté byla skla omyta TBS (Tris-buffered saline)
pro odstranéni reagentu. Detekce byla zprostfedkovana alkalickou
fosfatazou s amplifikaci (ultraView Universal Alkaline Phosphatase
Red detection Kit, Ventana) nebo inkubaci s 200 ul DAB (3,3 - dia-
minobenzidine) substrate/chromogen po dobu 3 minut. Kvalita
barveni byla verifikovéna jak pouzitim adekvétni vnéjsi kontroly,
tak zejména vnitini kontrolou, kterou predstavuji nenddorové lym-
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focyty. Jako ztrata exprese byla oznacena absence barveni jader
nadorovych bunék pfi zachované barvitelnosti vnitini kontroly.

Analyza somatického genomu

Nejprve byly z blokl nakrajeny 20 um silné fezy do mikrozku-
mavky a po odparafinovani byla extrahovana DNA dle manué-
lu vyrobce (QIAsymphony DSP DNA kit). Na spektrofotometru
Nanodrop byla zmérena koncentrace a Cistota DNA a za pouziti
PCR s primery k vybranym ,housekeeping” gentim i jeji kvalita.

Pro vysetieni nestability mikrosatelitnich markerG (MSI) ve
tkani byla vyuZzita multiplexni PCR s néaslednou fragmentacni
analyzou péti monukleotidovych (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24,
MONO-27) a dvou pentanukleotidovych repetici (Penta C and
Penta D) kitem Promega MSI Analysis System.

Exon 15 genu BRAF se zaméfenim na detekci mutaci v ko-
donech V600 a K601 byl analyzovan metodou PCR a reverzni
hybridizace kitem BRAF 600/601 StripAssay (Viennalab), nebo
metodou real-time PCR kitem cobas 4800 BRAF V600 Mutation
Test (Roche).

Analyza metylace promotoru genu MLH1 byla provadéna pomo-
ci metody bisulfidické konverze a metylacné specifické PCR (35).

Analyza germinalnich mutaci

DNA a RNA z krve odebrané do EDTA zkumavky, respektive
PAX zkumavky (PAXgene blood RNA tubes VD) byla extrahova-
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na dle manualu vyrobce (QIAsymphony DSP DNA kit a PAXgene
blood RNA kit IVD).

Detekce mutaci celé kédujici oblasti genu MLH1 byla prove-
dena pomoci metody PCR (s primery amplifikujicimi vsech 19
exond, véetné exon-intronovych spojud) a pfimého sekvenovani.
Analyza strukturdlnich aberaci byla provedena pomoci MLPA-
-mP003 kitu.

Detekce pfipadné germinalni metylace promotoru genu
MLHT byla provedena pomoci MLPA-MEO11 kitu.

Detekce mutaci celé kédujici oblasti genu PMS2 byla provede-
na pomoci metody RT-PCR (mRNA byla pfepsédna na cDNA, a ta
pouzita jako templat pro PCR) a pfimého sekvenovani viech 15
exonl. Analyza strukturalnich aberaci byla provedena pomoci
MLPA-mP008 kitu.

Detekce mutaci celé kédujici oblasti genu MSH2 byla prove-
dena pomoci metody PCR (s primery amplifikujicimi viech 16
exon(, v€etné exon-intronovych spojl) a pfimého sekvenovani.
Analyza strukturdlnich aberaci byla provedena pomoci MLPA-
-mP003 kitu.

Detekce mutaci celé kddujici oblasti genu MSH6 byla prove-
dena pomoci metody PCR (s primery amplifikujicimi viech 10
exon(, véetné exon-intronovych spojl) a pfimého sekvenovani.
Analyza strukturdlnich aberaci byla provedena pomoci MLPA-
-mP072 kitu.

Hodnoceni vyznamu detekovanych genetickych zmén
Patogenni vyznam variant MMR gen( zjisténych molekular-
né genetickou analyzou byl stanoven srovnanim s databazemi
HGMD (Human Gene Mutation Database, http://www.hgmd.
cf.ac.uk/ac/index.php)(36), MMRGVD (Mismatch Repair Genes
Variant Database, http://www.med.mun.ca/mmrvariants)(37),
INSIGHT  (https://www.insight-group.org/variants/databases)
(38), dbSNP NCBI (Database of Single Nucleotide Polymor-

phisms, National Cancer for Biotechnology Information, https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) a IGSR (International Genome Sam-
ple Resource, http://www.internationalgenome.org) vychazejici
z dat ziskanych v rdmci projektu sekvenovéni , 1000 Genomes
Project” (39). V pfipadé nezndmé patogenicity byl také vyuzit
predikcni program Provean (Protein Variation Effect Analyzer,
http://provean.jcvi.org)(40).

VYSLEDKY

V roce 2013 bylo na pracovistich SUP a BL vy3etfeno celkem
1382 pacientd (unikatnich rodnych disel) s diagnézou C18-20
(z toho 1006 ptipadti v BL a 376 v SUP). Na zakladé Semi PREDICT
skére bylo u 84 pacientl (6,1 %) vysloveno podezieni na MSI
a byla provedena dalsi analyza, na jejimz zékladé bylo pro analyzu
germindlnich mutaci MMR genl vybrano 20 pfipadl. U 7 paci-
entu (0,5 %) byla prokdzana zarode¢na mutace nékterého z MMR
gend, u 6 pacientl byla vyloucena. Do konce roku 2016 se vsak ne-
zdafilo provést analyzu germinalnich mutaci u 7 pacientt (0,5 %)
suspektnich z diagnézy LS. Navic byl jednou diagnostikovan Lyn-
ch-like syndrom v materialu z endometridiniho karcinomu (soma-
ticka frameshift duplikace ¢.1597_1600dupCTTC v exonu 10 genu
MSH?2). Z pacient( s CRC diagnostikovanych v SUP se ve 4 (1,06 %)
ptipadech jednalo o LS, v 10 (2,66 %) o MSI-H sporadicky karcinom
av1(0,27 %) o nedovysetieny suspektni LS.

V roce 2014 bylo vysetfeno celkem 1568 pacientt s diagnézou
C18-20 (z toho 1181 v BL a 387 v SUP). Pro dali analyzu bylo na
zadkladé morfologie a IHC vysetieni uréeno 67 pacientd (4,3 %),
z toho 39 (10,1 %) diagnostikovanych v SUP. U 3 pacientd (0,2 %)
byl molekularné geneticky potvrzen LS, ve 36 pfipadech (2,3 %)
se jednalo o sporadicky MSI-H karcinom, u 2 pacientt (0,1 %) se
jednalo o Lynch-like syndrom v diisledku somatické jednobazové

Tabulka €. 2. Diagnostikované piipady Lynchova syndromu s kolorektalnim karcinomem.

Lokalizace
Cislo Germinalni mutace Vyznam mutace
tumoru

Cékum frameshift delece c.1210_1211delCT v exonu 12 genu MLH1 Patogenni
2 Zena 44 Colon sigmoideum duplikace c.1282dupC v exonu 8 genu MSH2 Patogenni
3 Mus 60 Colon ascendens jednobazova substituce c.366+1G>A prvni hrani¢ni baze intronu 2 v genu Pravdépotliobné
MSH2 patogenni
4 Zena 52 Cékum frameshift delece c.402delT v exonu 2 genu MSH6 Patogenni
5 Muz 70 Colon transversum in-frame delece dvanacti bazi c.170_181del v exonu 2 genu MLH1 Nejasna
6 Zena 42 Cékum frameshift duplikace c.741dupA v exonu 4 genu MSH6 Patogenni
7 Muz 39 Neuvedena delece exonl 9 az 16 v genu MSH2 Patogenni
8 Zena 65 Colon transversum hemizygotni delece exonl 12, 13 a 14 genu PMS2 Patogenni
9 Zena 72 Cékum frameshift duplikace c.1489dupC v exonu 13 genu MLH1 Patogenni
10 Muz 72 Neuvedena inframe delece ¢.1153_1155delAGG v exonu 4 genu MSH6 E;i\;(;éez(;?()bné
11 Muz 46 Cékum jednobazova substituce c.2086C>A v exonu 13 genu MSH2 Patogenni
12 Muz 68 Colon ascendens  frameshift delece c.2062_2063delGT v exonu 4 genu MSH6 Patogenni
13 Muz 73 Colon descendens  jednobazova nonsense substituce ¢.1572C>G v exonu 4 genu MSH6 Patogenni
14 Muz 26 Hepatélniflexura  jednobéazova nonsense substituce c.1939A>T v exonu 11 genu PMS2 Patogenni
15 Zena 40 Rektosigma jednobazova substituce c.2086C>A v exonu 13 genu MSH2 Patogenni
16 Muz 80 Hepatélniflexura  dvoubdazova substituce c.1852_1853delAAinsGC v exonu 16 genu MLH1 Patogenni
17 Zena 38 Neuvedena frameshift delece c.3573delT v exonu 7 genu MSH6 E;T;Ziz(:\?()bné
18 Zena 60 Cékum frameshift duplikace c.2252_2253dupAA v exonu 19 genu MLH1 Nejasna
19 Zena 56 Cékum jednobazové nonsense substituce c.1687C>T v exonu 11 genu PMS2 Patogenni
20 Zena 78 Colon transversum germindlni metylace promotoru genu MLH1 Patogenni
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Tabulka ¢. 3. Diagnostikované pripady Lynchova syndromu s extrakolonickou prezentaci.

mm Lokalizace tumoru | Germinalni mutace Vyznam mutace

Zena duodenum jednobdazova nonsense substituce c.856G>T v exonu 4 genu MSH6 PRI
patogenni
2 Zena 55 endometrium jednobazova nonsense substituce c.1691C>A v exonu 4 genu MSH6 zzz:z&::s‘ome
3 Zena 49 endometrium frameshift duplikace c.1862dupT v exonu 4 genu MSH6 pravdepo¢,jobne
patogenni
4 Zena 38 endometrium duplikace ¢.1500dupC v exonu 12 genu MSH2 patogenni

Tabulka ¢. 4. Frekvence LS u pacientti s CRC diagnostikovanym v SUP.

Nedovysetiené suspektni LS Celkovy potencialni pocet LS

4 (1,06 %) 1(0,27 %) 5(1,33 %)
0 0 0

2(0,61 %) 5 (1,54 %) 7 (2,05 %)
4(1,2%) 4(1,2%) 8(2,4 %)
10 (0,71 %) 10 (0,71 %) 20 (1,42 %)

substituce c.942+3A>T tfeti hrani¢ni base intronu 5 v genu MSH2,
a v dusledku somatické mutace ¢.1252delA v exonu 7 genu MSH?2.
4 pfipady (0,3 %) se suspektnim LS zGstavaji dosud nevysetieny.
Navic byl LS diagnostikovan u 2 pacientek s endometridlnim karci-
nomem a u 1 pacientky s adenokarcinomem duodena. Tyto 3 pfi-
pady LS s extrakolonickou prezentaci byly diagnostikovéany v SUP.
Naopak u zadného pacienta s CRC diagnostikovanym v SUP nebyl
prokazan LS.

V roce 2015 mélo diagnézu C18-20 celkem 1441 pacient(
(ztoho 1118 v BL a 323 v SUP). 32 (2,2 %) nadort bylo MMR-de-
ficientnich, z toho 20 (6,19 %) diagnostikovanych v SUP. Moleku-
larné geneticka analyza prokézala LS u 5 pacientt (0,35 %). Ve 20
pfipadech (1,4 %) se jednalo o sporadicky MSI-H karcinom, 7 paci-
entd (0,49 %) se suspektnim LS nebylo dosud geneticky vysetfeno.
Z toho u pacient( diagnostikovanych v SUP se ve 2 (0,61 %) pfipa-
dech jednalo o LS, ve 14 (4,33 %) o MSI-H sporadicky karcinomav 5
(1,54 %) o nedovysetieny suspektni LS.

V roce 2016 bylo celkem vysetfeno 1423 pacientl s diagnézou
C18-20 (v BL 1092 a v SUP 331). Jako MMR-deficientni bylo urce-
no 42 pripadd (3 %), z toho v SUP 34 (10,3 %). LS byl molekularné
geneticky prokazan u 5 pacientt (0,35 %), ve 27 ptipadech (1,9 %)
$lo o sporadicky MSI-H tumor. U 1 pacienta (0,1 %) byl diagnos-
tikovan Lynch-like syndrom se somatickou frameshift deleci
¢.1670_1677del AAGAACTG v exonu 15 genu MLH1. Dale byl LS
diagnostikovan u jedné pacientky s endometridlnim karcinomem.
Osm pacientt (0,56 %) velmi suspektnich z diagnézy LS viak dosud
nema provedenu analyzu germinalnich mutaci. Z pacientd s CRC
diagnostikovanych v SUP se ve 4 (1,2 %) ptipadech jednalo o LS, ve
24 (7,25 %) o MSI-H sporadicky karcinom a ve 4 (1,2 %) o nedovy-
Setfeny suspektni LS.

Celkem tedy bylo v letech 2013-2016 vysetfeno 5814 pacientl
s diagnézou C18-20 (4397 pacient(i v BL a 1417 v SUP). Suspekt-
ni MSI-H morfologie a/nebo IHC deficit MMR protein(i byl popsan
u 225 piipadd. LS byl molekuldrné geneticky potvrzen u 20 pa-
cientl (0,34 %) s CRC (tab. 2). Z toho v BL bylo diagnostikovano
10 piipad(i (0,22 %), v SUP také 10 pfipadd (0,71 %). Navic byl u 3
pacientek LS diagnostikovan na podkladé endometridlniho kar-
cinomu a u jedné pacientky prezentujici se adenokarcinomem
duodena (tab. 3). U 4 pacientt (0,07 %) byl diagnostikovan Lynch-
like syndrom. U 26 pacientl (0,45 %) se dosud nepodafilo provést
analyzu germinalnich mutaci. Celkem by tedy mohl byt LS teore-
ticky podkladem az 0,79 % pfipadd CRC. Pfi omezeni statistického
zhodnoceni na CRC vysetfované v SUP, které predstavuiji skupinu
s kontrolovanym vstupem a pomérné homogennim slozenim, do-
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sahuje potencidlni frekvence LS u pacient(l s CRC za celé sledované
obdobi az 1,42 %, v roce 2016 az 2,4 % (tab. 4).

Celkovy pomér M/Z byl 10/14, v pFipadé CRC asociovaného s LS
byl tento pomér 10/10, zatimco v3ichni 4 pacienti s extrakolonic-
kou prezentaci byly zeny. Vékové rozpéti bylo 26-80 let (primérny
vék: 55,9 roku, pfi omezeni na CRC 56,6 roku, v pfipadé extrakolo-
nickych malignit 52,5 roku). 5 pacientdim (21,7 %) bylo v dobé dia-
gnozy vice nez 70 let. Germindlni mutace (nebo epimutace) v genu
MLH1 byla zaznamendana v 6 pfipadech CRC (25 %), v genu PMS2 ve
3 pfipadech CRC (12,5 %), v genu MSH2 v 5 pfipadech CRCa 1 en-
dometridlniho karcinomu (celkem 25 %) a v genu MSH6 v 6 pfipa-
dech CRC, 1 duodenalniho adenokarcinomu a 1 endometrialniho
karcinomu (celkem 37,5 %).

DISKUZE

Béhem let 2013-2016 byl postupné vypracovan algoritmus
morfologické diagnostiky Lynchova syndromu a zaveden do ru-
tinni praxe. V sou¢asné dobeé jsou v SUP vy3etfovany véechny CRC
a endometridini karcinomy, v BL vzhledem ke zp(isobu financo-
vani zdravotnictvi pouze pfipady zaslané ke konzultaci cilené na
diagnostiku LS. V uvedeném intervalu bylo na nasich pracovistich
diagnostikovano 24 piipadi LS, z toho 20 s CRC. Cetnost LS ve
skupiné pacientl s CRC za celé sledované obdobi souhrnné ¢ini
0,34 %, z toho v BL 0,22 %, v SUP 0,71 %. Relativné nizky pocet pfi-
padl a zména metodiky v prabéhu roku 2014 znemoznuje validni
souhrnné statistické zhodnoceni. S urcitou rezervou Ize hodnotit
vysledky za roky 2015 a 2016, béhem kterych probihala na obou
pracovistich depistaz konstantnim, byt vzajemné odlisnym zpUso-
bem. V obou téchto letech byla frekvence LS u pacientli s CRC de-
tekovana metodou plosného imunohistochemického vysetiovani
dvakrat vyssi nez celkova frekvence v obou souborech. Frekvence
LS v souboru CRC diagnostikovanych v SUP dosahla az 1,54 %, pi
spole¢ném hodnoceni s dosud nedovysetfenymi pfipady suspekt-
niho LS az 2,4 %. Fakt, ze jsou vysledky stale nizsi nez podle literar-
nich Udajd, maze mit nékolik vysvétleni.

V prvé fadé maze mit vliv,,problém malych ¢isel’, protoze vzhle-
dem k ndhodné distribuci patogennich alel v populaci mohou byt
tyto v malych souborech nehomogenné rozdéleny. Tento faktor
se mohl (v asociaci s dalsimi vlivy) uplatnit zejména v anomalnim
roce 2014, kdy v SUP nebyl detekovan Zadny LS u pacienta s CRC,
prestoze v témze roce zde byly diagnostikovany 2 pfipady LS s en-
dometridlnim karcinomem a 1 s duodenalnim adenokarcinomem.
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Druhou moznosti je vliv zevnich faktor(, které by mohly zvySovat
vyskyt sporadickych CRC, ¢imz by doslo k relativnimu sniZeni cet-
nosti LS v populaci pacientl s CRC. V souvislosti se statistickymi
udaji o signifikantné vyssiincidenci CRC v Plzeriském kraji nelze vy-
loucit plisobeni neznamého exogenniho faktoru zvy3ujiciho vyskyt
sporadického CRC (http://www.svod.cz/analyse.php?modul=regi-
onprehled#, UZIS CR). | nizsi frekvence MMR-deficientnich nadord
ve skupiné CRC diagnostikovanych v SUP v roce 2015 a 2016
(6,19 % a 10,3 %) v porovnani s literarnimi Udaji by mohla svédcit
pro hypotézu o regiondlnim plsobeni exogenniho faktoru zvysuji-
ciho incidenci sporadického MSS-CRC (30,41,42). Na druhou stranu,
nizka frekvence MSI-H (respektive MMR-deficientnich) karcinoma
také mize byt vysvétlena falesnou pozitivitou exprese MMR pro-
teind. Tato diskordance mezi vysledkem hodnoceni exprese MMR
proteind na zakladé imunohistochemického vysetfeni a jejich
funkci mUZe byt déna jednak charakterem mutace umoznujici
syntézu proteinu zachovévajiciho antigenicitu, ale postradajiciho
funkci, jednak chybnym hodnocenim imunohistochemické reak-
ce. Druha moznost pfichazi v ivahu zejména v pfipadé komplexu
MLH1/PMS2. Je totiz znamo, Ze tyto proteiny jsou velmi citlivé na
autolyzu, a proto zejména ve vétsich resekatech je jejich antige-
nicita casto snizena v dlsledku pomalého a/nebo nedostate¢né-
ho praniku fixativa do tkdné. Z toho vyplyvajici adaptivni snizeni
narokd na intenzitu hodnocené imunohistochemické reakce pak
mUze mit za nasledek mylnou interpretaci slabého zbarveni v di-
sledku abnormalni struktury proteinu jako nasledek neadekvatni
fixace. Pro tuto moznost by mohl svédcit fakt, Ze v nasem souboru
prevazovaly pfipady LS asociované s germinalni mutaci MSH6 nad
ptipady zptsobenymi germindlni mutaci MLHT, které dle literatu-
ry predstavuji nejvétsi skupinu pacientd s LS. Ani v tomto ohledu
vSak soucasny nedostatecny stav poznatkU o vyskytu patogennich
variant MMR gen0 v ceské populaci neumozriuje vyloucit, ze ndmi
detekovany vysoky vyskyt germindlnich mutaci MSH6 neodrazi
skutecnou regionalni anomalii relativné geneticky homogenni
populace CR. Kone¢né nelze ani vyloucit, Ze literarni Udaje o cet-
nosti LS jsou nadhodnocené. Ne viechny literdrni zdroje udavajici
incidenci, prevalenci nebo ¢etnost LS v rdmci CRC maji totiz jasné
definovana kritéria diagnézy LS, tedy podle dnesni definice pri-
kaz germinalnich mutaci MMR gen(, germindlnich mutaci genu
EPCAM nebo germindlni metylace promotoru genu MLH1. Nékteré
zdroje tedy mohou zahrnovat i pfipady Lynch-like syndromu, pfi-
padné, byla-li pouzita pouze klinickd kritéria, i jiné familidrni syn-
dromy asociované s CRC.

Ackoli je problematika nizké frekvence LS v nasem souboru zaji-
mava a dulezitd a vyzaduje hlubsi analyzu vétsiho souboru v del-
$im casovém obdobi, aktualné se jako zasadnéjsi jevi vysoky pocet
nedovysetfenych pfipadll suspektnich z LS. Vzhledem k tomu, Ze
analyzu germindlnich mutaci miize dle platné legislativy indikovat
pouze lékarsky genetik, k némuz miize pacienta odeslat pouze jiny
klinicky 1ékaf, je evidentni, Ze mezioborova spoluprace s aktivni
Ucasti zainteresovanych klinickych Iékafl je v soucasnosti jednim
z nejkriti¢téjsich momentl v diagnostice LS, stejné jako v nasled-
ném genetickém vysetieni pfibuznych pacientu s LS a v organizaci
navazujicich screeningovych metod. Nékolik let snahy o zavedeni
plosného screeningového systému nds presvédcilo i o tom, Ze vyse
uvedené nebude mozné bez politické podpory a bez finan¢ni Gcas-
ti zdravotnich pojistoven.

Zajimavym vedlejsim vysledkem depistéze LS byla identifikace
8 variant MMR gen, které predtim v genetickych databazich ne-
byly evidovany jako patogenni. Jmenovité jde o jednobazovou
substituci ¢.366+1G>A prvni hrani¢ni baze intronu 2 v genu MSH2
(dosud hodnocena pouze jako pravdépodobné patogenni), in-fra-
me deleci dvanacti bazi ¢.170_181del v exonu 2 genu MLH1 (do-
sud hodnocena jako nejasna), inframe deleci ¢.1153_1155delAGG
v exonu 4 genu MSH6 (dosud hodnocena pouze jako pravdépo-
dobné patogenni), frameshift deleci ¢.3573delT v exonu 7 genu
MSH6 (dosud hodnocena pouze jako pravdépodobné patogenni),
frameshift duplikaci ¢.2252_2253dupAA v exonu 19 genu MLH1
(dosud hodnocena jako nejasnd), jednobazovou nonsense substi-
tuci ¢.856G>T v exonu 4 genu MSH6 (dosud hodnocena pouze jako
pravdépodobné patogenni), jednobazovou nonsense substituci
¢.1691C>A v exonu 4 genu MSH6 (dosud hodnocena pouze jako
pravdépodobné patogenni) a frameshift duplikaci c.1862dupT
v exonu 4 genu MSH6 (dosud hodnocena pouze jako pravdépo-
dobné patogenni)(tab. 2 a 3).

V neposledni fadé je zajimavym zjisténim, ze 5 pacientdim s LS
(21,7 %) bylo v dobé diagndzy vice nez 70 let, coz ve shodé s jinymi
studiemi zpochybriuje efektivitu téch systému depistaze, mezi je-
jichz vstupni kritéria patfi vék pacienta (30). Ackoli by se mohlo zd4t,
Ze v této vékové kategorii nema smysl rozlidovat mezi LS a spora-
dickym CRC, tak vzhledem ke skute¢nosti, ze LS jako autozomalné
dominantné dédi¢né onemocnéni je charakterizovan variabilni ex-
presivitou (tedy i riznym vékem vzniku maligniho nadoru) v ramci
rodiny, na osud dosud zdravych rodinnych pfislusnik maze mit
vyrazny dopad i diagnéza LS v netypickych vékovych kategoriich.

ZAVER

Nase zkusenosti jednoznacné potvrzuji prospésnost univerzalni-
ho imunohistochemického vy3etfovani MMR proteind viech CRC
a endometridlnich karcinomu v rdmci depistdze LS. Zvy3eni efekti-
vity zachytu pacient( s LS Ize v rdmci specializovanych center déle
dosahnout soustfedénim interpretace imunohistochemického
barveni a nasledné molekularné genetické analyzy na omezeny
pocet patologl obeznamenych s jejimi Gskalimi. V sou¢asné dobé
se perspektivné také jevi moznost imunohistochemické analyzy
exprese MMR proteinu ve viech endometrioidnich a svétlobunéc-
nych karcinomech ovaria, které mohou byt s LS dle literatury asoci-
ovany az ve 20 % pripadt (12,32,33,43). Spatné ovlivnitelnym prv-
kem depistazniho systému je Gcast klinickych lékait a lékaiskych
genetikll a vzéjemna koordinace nezbytné preventivni péce, ktera
v soucasné dobé neni dostate¢né podporovana aktualnim nasta-
venim systému zdravotnictvi v CR.
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