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Potenciál novej generácie sekvenovania pri skríningu Lynchovho 
syndrómu
Ondrej Pös, Mária Haršanyová, Tomáš Szemes
Vedecký park Univerzity Komenského, Bratislava

Lynchov syndróm je najčastejšou príčinou dedičnej formy kolorektálneho karcinómu, ktorý má celosvetovo naj-
väčšiu incidenciu práve v slovenskej populácii mužov. Molekulárne metódy, ktoré sa v súčasnej klinickej praxi 
na Slovensku využívajú pri vyšetrovaní Lynchovho syndrómu, majú viacero limitácií, preto nie vždy sú správne 
diagnostikovaní všetci pacienti. Viaceré štúdie naznačujú, že pre skríning Lynchovho syndrómu majú veľký po-
tenciál sekvenačné technológie novej generácie. Pri testovaní táto metóda preukázala vysokú senzitivitu i efek-
tivitu a odporúča sa jej zavedenie do klinickej praxe, pretože by mala zlepšiť výsledky pacientov a pomôcť 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 syndróm
Lynchov syndróm (OMIM: #120435) (LS) je autozomálne 

dominantné dedičné ochorenie spôsobené heterozygotnými 
zárodočnými mutáciami v génoch mutL homolog 1 (MLH1), 
mutS homolog 2 (MSH2), mutS homolog 6 (MSH6) a PMS1 
homolog 2 (PMS2), ktoré sa podieľajú na DNA mismatch 
opravách (MMR; mismatch repair). Okrem uvedených mutá-
cií však boli opísané mutácie v géne pre adhezívnu molekulu 
epiteliálnych buniek (EPCAM), ktoré spôsobujú epigenetický 
silencing susediaceho MMR génu MSH2 (graf 1)(1). MMR je 
evolučne konzervovaný proces, ktorý opravuje chyby spôso-
bené DNA polymerázou počas replikácie genómu(2). Mutácie 
v génoch pre MMR spôsobujú poruchy mismatch opravného 
systému, výsledkom čoho je akumulácia spontánnych mutá-
cií v DNA(3). Genetické analýzy ukázali, že u pacientov s LS je 
vysoká frekvencia inzerčno/delečných mutácií, ktoré vznika-
jú v jednoduchých sekvenčných opakovaniach (mikrosateli-
toch). Obvykle sa tieto mutácie prejavujú ako zmeny v dĺžke 
krátkych sekvenčných opakovaní DNA, čo je fenomén známy 
tiež ako mikrosatelitová instabilita (MSI)(4).

LS sa prejavuje ako predispozícia na rôzne typy rakovi-
ny. Pacienti s týmto syndrómom majú výrazne zvýšené rizi-
ko rozvoja kolorektálneho karcinómu, rakoviny endometria, 
ale aj iných nádorových ochorení vrátane rakoviny žalúdka, 
vaječníkov, tenkého čreva, močových ciest a  iných (graf 2)
(5,6). Na označenie tohto syndrómu sa od roku 1984 začal po-
užívať názov hereditárny nepolypózny kolorektálny karcinóm, 
tento termín sa však považuje za nesprávny, keďže súčasťou 

LS môžu byť nádory z mimočrevných oblastí(3). LS je hlav-
nou príčinou dedičnej formy kolorektálneho karcinómu, kto-
rý patrí medzi najčastejšie príčiny úmrtia. Populačné údaje 
z roku 2012 ukázali, že tento typ karcinómu je tretím najčas-
tejším rakovinovým ochorením a práve slovenská populácia 
mužov má najväčšiu incidenciu tohto ochorenia na svete(7).

Diagnostické postupy
Na identifikáciu rodín s rizikom LS sa využívajú amster-

damské kritériá a revidované bethesdské smernice, ktoré sú 
založené na poznatkoch o rodinnej anamnéze a veku v čase 
stanovenia diagnózy(8). Pacienti, ktorí spĺňajú tieto kritériá, sú 
odporučení na analýzu MSI v nádorovom tkanive prostred-
níctvom molekulárnych metód ako PCR a imunohistochémia 
(IHC)(9). Princíp IHC spočíva v značení MMR proteínov pomo-
cou protilátok. Ak je nádorové tkanivo málo zafarbené, zna-
mená to, že vo vzorke je nedostatok MMR proteínov a pouka-
zuje to na prítomnosť mutácie v prislúchajúcom MMR géne. 
Limitáciou IHC metódy sú patologické mutácie, ktoré doká-
žu znefunkčniť kódovaný proteín bez toho, aby ovplyvnili je-
ho antigenicitu. V takomto prípade vznikne falošne pozitívny 
výsledok a pre správnu interpretáciu je potrebná analýza po-
mocou PCR(10). Na stanovenie stupňa MSI pomocou PCR sa 
využíva analýza dvoch mononukleotidových (BAT25, BAT26) 
a troch dinukleotidových (D2S123, D5S346, D17S250) sek-
venčných opakovaní. Ak vykazujú instabilitu dva alebo viac 
z  týchto markerov, nádor sa klasifikuje ako MSI-H (High- 
frequency MSI). Ak iba jeden z markerov vykazuje instabilitu,  
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nádor sa radí do skupiny MSI-L (Low-frequency MSI) a ak 
žiadny z markerov nepreukáže instabilitu, tumor sa považu-
je za stabilný (MSS; microsatellite stable)(11). Limitáciou tejto 
metódy sú nádory, v ktorých sa nenahromadil dostatok repli-
kačných porúch na to, aby boli spoľahlivo detegovateľné pro-
stredníctvom PCR. V takých prípadoch je potrebná analýza 
pomocou IHC. Približne 10-15 % sporadických CRC vykazu-
je MSI, avšak príčinou tejto instability sú väčšinou metylácie 
v promótore génu MLH1. Preto je potrebná analýza metylácií 
v promótorovej oblasti génu MLH1. Ďalším testom je analýza 
mutácie p. V600E v BRAF géne, pretože 50 – 68 % sporadic-
kých tumorov, ktoré vykazujú MSI, obsahuje práve túto mutá-
ciu(9). Viaceré štúdie ukázali, že metódy IHC a PCR je vhodné 
používať súčasne, napriek tomu však existujú podmienky, pri 
ktorých obidve metódy poskytujú falošne pozitívne výsledky, 
ktoré treba overiť ďalšími testami(12,13,14).

Sekvenovanie novej generácie
S  rozvojom sekvenačných technológií sa čoraz častej-

šie objavujú štúdie, ktoré naznačujú, že práve sekvenovanie 
novej generácie (NGS; next-generation sequencing) má veľ-
ký potenciál pre skríning LS. Vhodným príkladom je klinic-
ký diagnostický test ColoSeq. Je to test pre dedičnú formu 
kolorektálneho karcinómu, ktorý deteguje jednonukleotido-
vé zámeny, inzerčné, delečné a duplikačné mutácie v génoch 
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM, APC, MUTYH. Pri testo-
vaní vzoriek DNA z periférnej krvi onkologických pacientov 
a z bunkových línií rakoviny čreva táto metóda preukázala 
100 % senzitivitu a podarilo sa detegovať všetky typy mu-
tácií vrátane missense, frameshift, splicing mutácií, in-frame 
delécií, veľkých delécií a duplikácií(15). Niektorí pacienti vyka-
zujú symptómy nerozoznateľné od LS, a pritom sú nositeľmi 
patogénnych mutácií v génoch, ktoré nie sú špecifické pre to-
to ochorenie. Prostredníctvom štandardných testov, ktoré sa 
v súčasnosti využívajú, by tieto varianty neboli identifikova-
né, avšak NGS panely dokážu detegovať patogénne varianty 
aj v génoch, ktoré nie sú špecifické len pre LS(16).

Štúdia Gallego  et  al. sa pokúsila ohodnotiť efektívnosť 
NGS panelov a porovnať ich so štandardnými postupmi, kto-
ré sa využívajú pri diagnóze dedičných foriem kolorektálneho 
karcinómu a polypóznych syndrómov. Ukázalo sa, že testo-
vanie pomocou NGS panelov, ktoré obsahujú gény asocio-
vané s kolorektálnym karcinómom a LS, je cenovo efektívne 
a odporúča sa ich používanie ako prvý krok na diagnostiku 
týchto ochorení(16). Predpokladá sa, že v blízkej budúcnos-
ti génové panely založené na NGS technológii zmenia prí-
stup skríningu LS(17). Aj táto metóda má však svoje limitácie. 
Ako sa ukázalo v niektorých štúdiách, s častejším používa-
ním panelového testovania bude vzrastať množstvo identifi-
kovaných variantov neurčitého významu(18,19). Je dôležité, aby 
boli tieto varianty správne anotované, preto je veľkou výzvou 
vývoj spoľahlivých nástrojov na ich klasifikáciu(2).

Záver
Štatistické údaje o  incidencii kolorektálneho karcinómu 

poukazujú na potrebu výskumu LS na Slovensku. Doposiaľ 
na Slovensku nebola urobená žiadna populačná štúdia, kto-
rá by identifikovala podiel kolorektálnych karcinómov vzni-
kajúcich následkom LS a neboli ani objasnené príčiny vyso-
kej incidencie tohto ochorenia v slovenskej populácii. V tejto 
štúdii sme poukázali na potenciál NGS technológie, ktorá by 
mohla byť efektívnou metódou na skríning LS pacientov, pri-
čom údaje získané týmto prístupom by bolo možné využiť na 
vytvorenie populačných štúdií a následné zodpovedanie uve-
dených otázok.
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Graf 1. Frekvencia mutácií, ktoré spôsobujú deficienciu mismatch 
opravného systému u pacientov s Lynchovým syndrómom(1)
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Graf 2. Porovnanie rizika vybraných typov rakoviny v bežnej popu-
lácii s rizikom u pacientov, ktorým bol diagnostikovaný Lynchov 
syndróm(6)
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