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Lynchov syndrém je najcastejSou pricinou dedi¢nej formy kolorektalneho karcinému, ktory ma celosvetovo naj-
vacsiu incidenciu prave v slovenskej populacii muzov. Molekularne metody, ktoré sa v sticasnej klinickej praxi
na Slovensku vyuzivaju pri vySetrovani Lynchovho syndrému, maju viacero limitacii, preto nie vzdy su spravne
diagnostikovani vSetci pacienti. Viaceré studie naznacuiju, ze pre skrining Lynchovho syndromu maju velky po-
tencial sekvenacné technoldgie novej generacie. Pri testovani tato metdda preukazala vysoku senzitivitu i efek-
tivitu a odporuca sa jej zavedenie do klinickej praxe, pretoZe by mala zlepsit vysledky pacientov a poméct sys-
tému zdravotnej starostlivosti.
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Potential of next generation sequencing in screening of Lynch syndrome

Lynch syndrome is the most common cause of hereditary colorectal carcinoma and the population of males
in Slovakia have the highest incidence worldwide. Molecular methods used for examining of Lynch syndrome
in current clinical practice in Slovakia have several limitations. Therefore, some patients are not always correct-
ly diagnosed. Several studies suggest that next generation sequencing has significant potential for screening
of Lynch syndrome. This method showed high sensitivity and efficiency, and its implementation into clinical prac-

tice is recommended as it should improve outcomes of patients and optimize health care system.
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Lynchov syndrom

Lynchov syndrom (OMIM: #120435) (LS) je autozomalne
dominantné dedi¢né ochorenie spdsobené heterozygotnymi
zarodo¢nymi mutaciami v génoch mutL homolog 1 (MLHT1),
mutS homolog 2 (MSH2), mutS homolog 6 (MSH6) a PMS1
homolog 2 (PMS2), ktoré sa podielaju na DNA mismatch
opravach (MMR; mismatch repair). Okrem uvedenych muta-
cii vSak boli opisané mutacie v géne pre adhezivnu molekulu
epitelialnych buniek (EPCAM), ktoré spésobuju epigeneticky
silencing susediaceho MMR génu MSH2 (graf 1). MMR je
evolu¢ne konzervovany proces, ktory opravuje chyby sposo-
bené DNA polymerazou pocas replikacie genomu®. Mutécie
v génoch pre MMR spdsobuju poruchy mismatch opravného
systému, vysledkom ¢oho je akumulacia spontannych muta-
cii v DNA®, Genetické analyzy ukazali, Ze u pacientov s LS je
vysoka frekvencia inzeréno/dele¢nych mutacii, ktoré vznika-
ju v jednoduchych sekvenénych opakovaniach (mikrosateli-
toch). Obvykle sa tieto mutacie prejavuji ako zmeny v dizke
kratkych sekvencnych opakovani DNA, Co je fenomén znamy
tiez ako mikrosatelitova instabilita (MSI)®.

LS sa prejavuje ako predispozicia na rézne typy rakovi-
ny. Pacienti s tymto syndrdmom maju vyrazne zvysené rizi-
ko rozvoja kolorektalneho karcindmu, rakoviny endometria,
ale aj inych nadorovych ochoreni vratane rakoviny zaludka,
vajecénikov, tenkého creva, mocovych ciest a inych (graf 2)
8, Na oznacenie tohto syndrému sa od roku 1984 zacal po-
uzivat nazov hereditarny nepolyp6zny kolorektalny karcinom,
tento termin sa v§ak povaZuje za nespravny, ked'ze sucastou

LS mo6zu byt nadory z mimocrevnych oblasti®. LS je hlav-
nou pri¢inou dedi¢nej formy kolorektalneho karcinému, kto-
ry patri medzi najCastejSie priCiny umrtia. Populacné udaje
z roku 2012 ukazali, Ze tento typ karcindmu je tretim najcas-
tejSim rakovinovym ochorenim a prave slovenska populdcia
muZov ma najvacsiu incidenciu tohto ochorenia na svete®.,

Diagnostické postupy

Na identifikaciu rodin s rizikom LS sa vyuZzivaju amster-
damské kritéria a revidované bethesdské smernice, ktoré su
zalozZené na poznatkoch o rodinnej anamnéze a veku v Case
stanovenia diagndzy®. Pacienti, ktori spifiaju tieto kritérid, st
odporuceni na analyzu MSI v nadorovom tkanive prostred-
nictvom molekularnych metéd ako PCR a imunohistochémia
(IHC)®. Princip IHC spociva v znaceni MMR proteinov pomo-
cou protilatok. Ak je nadorové tkanivo malo zafarbené, zna-
mena to, Ze vo vzorke je nedostatok MMR proteinov a pouka-
zuje to na pritomnost mutécie v prislichajicom MMR géne.
Limitaciou IHC metddy su patologické mutacie, ktoré doka-
Zu znefunkcnit kddovany protein bez toho, aby ovplyvnili je-
ho antigenicitu. V takomto pripade vznikne faloSne pozitivny
vysledok a pre spravnu interpretaciu je potrebna analyza po-
mocou PCR(%. Na stanovenie stupria MSI pomocou PCR sa
vyuZziva analyza dvoch mononukleotidovych (BAT25, BAT26)
a troch dinukleotidovych (D2S123, D5S346, D17S250) sek-
vencnych opakovani. Ak vykazuju instabilitu dva alebo viac
z tychto markerov, nador sa klasifikuje ako MSI-H (High-
frequency MSI). Ak iba jeden z markerov vykazuje instabilitu,
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Graf 1. Frekvencia mutdcii, ktoré sp6sobuju deficienciu mismatch
opravného systému u pacientov s Lynchovym syndrémom®

W MSH2
BMLH1
MSH6
PMS2

W EPCAM

nador sa radi do skupiny MSI-L (Low-frequency MSI) a ak
Ziadny z markerov nepreukaze instabilitu, tumor sa povazu-
je za stabilny (MSS; microsatellite stable). Limitaciou tejto
metddy su nadory, v ktorych sa nenahromadil dostatok repli-
kacnych poruch na to, aby boli spolahlivo detegovatelné pro-
strednictvom PCR. V takych pripadoch je potrebna analyza
pomocou IHC. Priblizne 10-15 % sporadickych CRC vykazu-
je MSI, avsak pricinou tejto instability su vacsinou metylacie
v prométore génu MLH1. Preto je potrebna analyza metylacii
v prométorovej oblasti génu MLH1. Dal$im testom je analyza
mutacie p. V60OE v BRAF géne, pretoze 50 — 68 % sporadic-
kych tumorov, ktoré vykazuju MSI, obsahuje prave tito muta-
ciu®. Viaceré studie ukazali, Ze metddy IHC a PCR je vhodné
pouzivat suc¢asne, napriek tomu vSak existuju podmienky, pri
ktorych obidve metddy poskytuju falosne pozitivne vysledky,
ktoré treba overit d'al$imi testami(121314),

Sekvenovanie novej generacie

S rozvojom sekvenacénych technoldgii sa Coraz Castej-
Sie objavuju Studie, ktoré naznacuju, ze prave sekvenovanie
novej generacie (NGS; next-generation sequencing) ma vel-
ky potencidl pre skrining LS. Vhodnym prikladom je klinic-
ky diagnosticky test ColoSeq. Je to test pre dedi¢nu formu
kolorektalneho karcinédmu, ktory deteguje jednonukleotido-
vé zameny, inzeréné, dele¢né a duplikacné mutacie v génoch
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM, APC, MUTYH. Pri testo-
vani vzoriek DNA z periférnej krvi onkologickych pacientov
a z bunkovych linii rakoviny ¢reva tato metéda preukazala
100 % senzitivitu a podarilo sa detegovat vsetky typy mu-
tacii vratane missense, frameshift, splicing mutacii, in-frame
delécii, velkych delécii a duplikacii®. Niektori pacienti vyka-
Zuju symptomy nerozoznatelné od LS, a pritom su nositelmi
patogénnych mutdcii v génoch, ktoré nie st Specifické pre to-
to ochorenie. Prostrednictvom Standardnych testov, ktoré sa
v sUucasnosti vyuzivajy, by tieto varianty neboli identifikova-
né, avSéak NGS panely dokazu detegovat patogénne varianty
aj v génoch, ktoré nie su Specifické len pre LS9,

Graf 2. Porovnanie rizika vybranych typov rakoviny v beZnej popu-
lacii s rizikom u pacientov, ktorym bol diagnostikovany Lynchov
syndrém®
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Studia Gallego et al. sa pokusila ohodnotit efektivnost
NGS panelov a porovnat ich so $tandardnymi postupmi, kto-
ré sa vyuzivaju pri diagnéze dedicnych foriem kolorektalneho
karcindmu a polyp6znych syndromov. Ukazalo sa, Ze testo-
vanie pomocou NGS panelov, ktoré obsahuju gény asocio-
vané s kolorektdlnym karcinémom a LS, je cenovo efektivne
a odporuca sa ich pouzivanie ako prvy krok na diagnostiku
tychto ochoreni®, Predpoklada sa, Ze v blizkej budicnos-
ti génové panely zaloZzené na NGS technolégii zmenia pri-
stup skriningu LSU7. Aj tato metdéda ma vSak svoje limitacie.
Ako sa ukazalo v niektorych studidch, s ¢astejSim pouziva-
nim panelového testovania bude vzrastat mnozstvo identifi-
kovanych variantov neurcitého vyznamu(8'. Je dolezité, aby
boli tieto varianty spravne anotované, preto je velkou vyzvou
vyvoj spolahlivych néstrojov na ich klasifikaciu®@.

Zaver

Statistické udaje o incidencii kolorektalneho karcinému
poukazuju na potrebu vyskumu LS na Slovensku. Doposial
na Slovensku nebola urobend Ziadna populac¢na studia, kto-
rd by identifikovala podiel kolorektalnych karcinémov vzni-
kajucich nasledkom LS a neboli ani objasnené priciny vyso-
kej incidencie tohto ochorenia v slovenskej populacii. V tejto
studii sme poukazali na potencial NGS technolégie, ktora by
mohla byt efektivnou metddou na skrining LS pacientov, pri-
¢om Udaje ziskané tymto pristupom by bolo mozné vyuZit na
vytvorenie populacnych stidii a nasledné zodpovedanie uve-
denych otazok.
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