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Lynchov syndrom (LS) alebo hereditarny nonpolypézny kolorektalny karcindm (HNPCC) predstavuje autozomal-
ne dominantné ochorenie, pri ktorom dochadza k mutacii génov pre MMR proteiny zodpovednych za reparaciu
DNA pri replikacii. Pacienti s Lynchovym syndrémom maju vysoku pravdepodobnost rozvoja kolorektalneho kar-
cinému u oboch pohlavi, u Zien s pridanym rizikom vzniku karcinomu endometria. Diagnéza Lynchovho syndro-
mu je stanovena na zaklade identifikacie zarodo¢ného heterozygotného patogénneho variantu v MSH2, MLHT1,
MSH6, PMS2 alebo delécie génu pre EPCAM pri molekularnom genetickom testovani. Imunohistochemicka ana-
lyza MMR proteinov je vSeobecne akceptovanou metédou rutinného skriningu s relativne vysokou citlivostou
a Specifickostou. V nasom subore sme analyzovali expresiu MMR proteinov na tkanivach s karcinomom endo-
metria. Analyza preukdzala v 24 % pripadov stratu jedného alebo viacerych MMR proteinov. Imunohistochémia
je relativne lacn4, jednoducha a dostupna metéda primarnej selekcie potencialnych pripadov s Lynchovym syn-
dromom. Ak by sa rutinné testovanie expresie MMR proteinov kazdého bioptického tkaniva z maternice stalo
Standardom tak, ako je to pri kolorektalnom karcinéme, prispelo by to ku skor§iemu zachyteniu pacientok s Lyn-
chovym syndrémom.
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Using immunohistochemistry to examine MMR protein expression in endometrial tumours is a suitable method
for the primary selection of potential cases with Lynch syndrome

Lynch syndrome (LS), or hereditary non-polyposis colorectal cancer (HNPCC), is an autosomal dominant disease
in which mutations occur in genes for MMR proteins responsible for DNA repair during replication. Patients with
Lynch syndrome are likely to develop colorectal cancer in both sexes, with an added risk of endometrial cancer
in females. Diagnosis of Lynch syndrome is based on identifying a germline heterozygous pathogenic variant in
MSH2, MLH1, MSH6, PMS2, or deletion of the EPCAM gene in molecular genetic testing. Inmunohistochemical
analysis of MMR proteins is a widely accepted routine screening method with relatively high sensitivity and spec-
ificity. In our series, we analyzed the expression of MMR proteins on endometrial cancer tissues. The analysis
showed a loss of one or more MMR proteins was present in 24% of cases. Inmunohistochemistry is a relatively
inexpensive, simple and accessible method for the primary selection of potential cases with Lynch syndrome. If
routine MMR protein expression testing of every biopsy tissue from the uterus were to become standard, as it is
for colorectal cancer, it would contribute to earlier detection of patients with Lynch syndrome.
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Uvod

Lynchov syndrém, hereditarne ochorenie s autozomalne
dominantnym typom dedi¢nosti, vznika ako désledok zaro-
docnej mutéacie v DNA mismatch repair gendch (MMR)™. LS
sa spajas 30 — 75 % rizikom vzniku karcindmu hrubého Creva
u muzov, u Zeny je pravdepodobnost vzniku kolorektalneho
karcinému 25 - 50 %™. Poruchy zarodoc¢nej linie v MMR DNA
boli zistené u 1,8 % az 2,1 % pacientok s neselektovanym kar-
cinomom endometria a az 9 % pacientok s karcinémom en-
dometria mladsich ako 50 rokov®. Dal$ie maligne tumory
asociované s HNPCC s extrakolonickou lokalitou maju prav-

depodobnost vzniku menej ako 15 %®. LS sposobi ro¢ne pri-
blizne 4 000 kolorektalnych karcinémov a 1 800 karcindbmov
endometria (Centers for Disease Control and Prevention).

Karcindm endometria ako stucast Lynchovho
syndromu

Karcindm endometria je naj¢astejSim malignym nadorom
u Zien v zdpadnych Castiach sveta. Celosvetovo narasta in-
cidencia karcinomu endometria, najvyssi vyskyt je v Sever-
nej Amerike a zapadnej Eurépe®. Karcindm endometria sa
vyskytuje u starSich zien, priemerne okolo 70. roku zivota,
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u zien mladsich ako 40 rokov je tento karcindm zriedkavy.
Vyskyt premalignych a malignych poridch endometria sa zvy-
Suje v postmenopauzalnom obdobi. Morfologicky ide o roz-
norodu skupinu nadorov s odliSnou patogenézou, spravanim
a prognoézou. Na zaklade klinickopatologickych rysov boli tie-
to tumory triedené do dvoch skupin ako I. typ a Il. typ. Typic-
kym morfologickym predstavitelom I. typu karcindmov en-
dometria je endometrioidny karcindm, serézny karciném pri
II. type.

Pacientky, ktoré majui endometrialny karciném ako sucast
LS, st mladsie — median predstavuje 48. rok zivota®. Karci-
noém endometria byva asociovany s |. typom®, avsak relativ-
na frekvencia nonendometrioidnych subtypov, ako je serézny
a svetlobunkovy karcindém, maji vy$si vyskyt prave u pacien-
tok s LS®. U Zien s LS je pociatocna diagndza karcindmu en-
dometria minimalne taka pravdepodobna, ako je riziko vzni-
ku kolorektalneho karcindmu. Uvadza sa, Ze az u 26 % zien,
ktoré prezili kolorektalny karcinom ako stcast LS, sa rozvi-
nie karcinédm endometria do 10 rokov od pociatocnej diagno-
zy". Pacientky s mutaciou MSH6 alebo MSH2 maiju vyssie
riziko vzniku karcindmu endometria s celozivotnym rizikom
az 44 %,

Genetické zmeny pri Lynchovom syndrome

Genetickym podkladom pre vznik Lynchovho syndrému je
mutacia niektorého z MMR proteinov. Medzi gény, kédujuce
tieto proteiny patri MSH2, MSH6, MLH1 a PMS2® alebo za-
rodoc¢na delécia 3" konca EPCAM (Epithelial Cell Adhesion
Molecule), ktorej dosledkom je epigeneticky silencing MSH2
génu®. Styri z proteinov MMR tvoria dva funk&né kl'uée he-
terodiméry pozostavajuce z MSH2/MSH6 a MLH1/PMS2.
Mutacia MSH2 a MSH6 sa nachadza na chromozéme 2p16,
MLH1 na chromozéme 3p21, PMS2 na chromozdéme 7p22®.

Pocas replikacie DNA vznikaju chyby, ktoré s za normal-
nych okolnosti nasledne enzymom DNA polymerazou opra-
vované. Proteinové produkty spominanych génov si su-
¢astou autoreparacnych mechanizmov v bunke. Tieto gény
udrzuju stabilitu gendmu najma korekciou nespravne spa-
rovanych baz, ktoré sa generuju pocas replikdcie DNA. Za
fyziologickych okolnosti vznikaju z MMR génov multiprote-
inové komplexy, ktoré maju schopnost rozlisit a opravit re-
plikacné chyby — tzv. mismatch, ktoré vznikli pri narusenej
syntéze nového vldkna DNA. Poruchy MMR génov moZeme
pozorovat prave v mikrosatelitnych repetitivnych sekvenci-
ach DNA. Mikrosatelity su kratke repetitivne sekvencie mo-
no-, di-, tri- a tetranukleotidov volne distribuované v ludskom
gendéme a prave poruchy v génoch ,mismatch” reparacného
systému vedud k zmenam v pocte opakovani tychto sekven-
cii. Vysledkom chybnej opravy je zmena v pocte opakova-
ni mikrosatelitov, ked hovorime o mikrosatelitnej nestabilite
(MSI)9, MSI je ¢asto sprievodnym javom tumorov asocio-
vanych s LS.

Ak si zmutované dve alebo viac z piatich mikrosatelitnych
sekvencii v nddorovej DNA, dany tumor sa oznacuje ako MSI-
high (MSI-H). Ak bola zmutovana iba jedna z piatich mikro-
satelitnych sekvencii v nddorovej DNA, tak sa tumor oznacu-
je ako MSI low (MSI-L). Ak nie je zmutovana Ziadna z piatich
mikrosatelitnych sekvencii v nadorovej DNA, dany tumor sa
nazyva mikrosatelitno stabilny (MSS)('". Pacienti s LS su zvy-
¢ajne nositelmi zarodo¢nej mutacie v jednej alele génu MMR,

druha alela je nasledne inaktivovana mutaciou, stratou hete-
rozygozity alebo epigenetickym silencingom.

Diagnostika Lynchovho syndromu

Pre jednoduchsiu diagnostiku LS boli sformulované Am-
sterdamské kritérid, ktoré vSak nezahfnali vSetky potrebné
aspekty vzhladom na dokazanu extrakolonickd propagaciu
LS, ¢o viedlo k Gprave v roku 199802, Neskor boli vypracova-
né Bethesda kritéria zohl'adnujuce stav mikrosatelitnej insta-
bility v danom nadorovom tkanive®. Diagn6za LS je stano-
vena na zdaklade identifikacie zarodo¢ného heterozygotného
patogénneho variantu v MSH2, MLH1, MSH6, PMS2 alebo
delécie EPCAM pri molekularnom genetickom testovani'd.

Testovanie mikrosatelitnej instability je senzitivna vySetro-
vacia metdda, ktord je schopna s vysokou pravdepodobnos-
fou odhalit poruchu mismatch repair systému. Mikrosate-
litna instabilita sa deteguje prostrednictvom polymerazovej
retazovej reakcie (PCR), kde sa vysetri DNA z buniek zdra-
vého tkaniva a nadorového tkaniva pacienta, u ktorého je
suspektny LS. Pacienti, u ktorych bola v nadore zistend mik-
rosatelitna instabilita v najmenej dvoch mikrosatelitnych
sekvenciach, su klasifikovani ako MSI-H a su povaZzovani
za vysokorizikové osoby pre rozvoj Lynchovho syndrému(4.
Treba spoment, Ze mikrosatelitna instabilita (MSI) je hyper-
mutovatelny fenotyp, ktory obvykle vznika bud zdrodoc¢nou
mutaciou v zlozkach MMR u pacientov s LS, alebo ako so-
maticka hypermetylacia prométora MLH1 pri sporadickych
karcinomoch(9.

Imunohistochémia v primarnej selekcii potencialnych
pripadov s Lynchovym syndromom

Testovanie MSI a imunohistochémia (IHC) si komple-
mentarne vySetrenia. Strata expresie MMR proteinu IHC sa
preukazala ako vysoko zhodnd s testovanim mikrosatelit-
nej instability na baze DNA, priCom senzitivita je viac ako
90 % a $pecificita je 100 %'¥. NajCastejSie sa vySetruje stra-
ta expresie MLH1, MSH6, MSH2 a PMS2 mismatch repair
proteinov. Podla imunohistochemického hodnotenia sa pri
nepritomnej expresii MLH1 a PMS2 neda spolahlivo urcit
diagndza LS. Pri absencii MSH2 a MSH®6 proteinov alebo len
absencii MSH®6, pripadne PMS2 proteinu je vel'mi pravdepo-
dobné, Ze pacient ma Lynchov syndrém. Ak su, naopak, pri-
tomné proteiny vSetkych 4 génoy, t. j. MLH1, PMS2, MSH6
a MSH2, diagndza LS je vylucena. Nadory vykazujlce stra-
tu expresie MLH1 a PMS2 by mali byt d'alej skimané na mu-
tacny stav génu BRAF a zmeny promaétora génu MLH1 na vy-
lucenie sporadickych pripadov. Ak je v nddore dokazana MSI
a zaroven pritomnost mutacie v géne BRAF alebo metylacie
promotora MLH1, ide s vysokou pravdepodobnostou o spo-
radicky typ karcindmu,

Pri podozreni na Lynchov syndrom a dostupnosti nadoro-
vého tkaniva sa diagnostika zacina imunohistochemickym
vySetrenim MLH1, MSH6, MSH2 a PMS2 proteinov v nadoro-
vom tkanive a su¢asne sa vykonava analyza mikrosatelitnej
instability z DNA, ktora bola izolovana z nadorového tkani-
va pacienta.

Napriek znamej asocidcii nddorov endometria s LS nie su
vSetky pripady nadorov endometria doposial' Standardne ge-
neticky testované. Diagnostika LS je ekonomicky a ¢asovo
narocna, preto sa hl'adaju postupy na jej zjednodusenie. Sek-
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Obrazok 1. Imunohistochemické zobrazenie MMR proteinu v karcinéme endometria: A. MSH6 pozitivita; B. MSH2 pozitivita; C. MLH1

negativita; D. PMS2 negativita.
A BEE T

venovanie zarodocnych mutdcii sa povazuje za zlaty Stan-
dard v diagnostike LS, v sucasnosti vSak stale tato metdda
nie je vSeobecne dostupna tak, aby mohla byt vyuzita ako
primarny skriningovy nastroj(®. V kontraste s tym je imuno-
histochemické testovanie jednoduché, univerzalne a lacné,
s 83 % senzitivitou a 89 % Specificitou, a to bez ohl'adu na to,
o ktory gén MMR ide(®).

Metodika

S cielom overit vyskyt straty expresie MMR proteinov sme
hodnotili ndhodne vybrany biopticky material z rokov 2016 -
2019 z oddelenia patoldgie Fakultnej nemocnice Nitra. Biop-
ticky materidl pozostaval z tkaniv ziskanych kyretazou pre
neprimerané krvacanie s nalezom endometrioidnej intraepi-
telovej neoplazie (EIN) alebo hysterektomiou pre nadoro-
vé ochorenie maternice. Skimané vzorky pochadzali od 46
pacientok, ktorym bol diagnostikovany karcindm maternice
v roznom $tadiu vyvoja. Pripady zahfiali:
+ 14 pacientok s EIN
+ 8 pacientok s EIN s prechodom do adenokarcinému
+ 15 pacientok s diagnostikovanym endometrioidnym
adenokarcindmom G1
s diagnostikovanym endometrioidnym
adenokarcindmom G2

+ 9 pacientok

VSetky hodnotené tkaniva boli v Gvodnej fdze spracova-
né Standardnym postupom, ndsledne fixované 4 % formal-
dehydom pocas 24 hodin, zaliate do parafinu a narezané na
5 um hrubé rezy. Nasledne sme material pripravili na imu-
nohistochemicku analyzu. Imunohistochemické farbenie na
hodnoteny marker MSH6, MSH2, MLH1 a PMS2 prebiehalo

v aparature Imuno Autostainer (DAKO, Carpinteria, USA) pod-
I'a nasledovného protokolu: tkaniva boli preplachnuté puf-
rom dodanym vyrobcom aparatdry, revitalizované v zasadi-
tom pufri pocas 20 minut, primarna protilatka (MSH6, MSH2,
MLH1 a PMS2 monoklondlna protilatka) bola inkubovana 60
minut, po preplachnuti pufrom boli preparaty inkubované se-
kundarnou protilatkou (Histofine anti-mouse, anti-rabbit) po-
¢as 30 minut. Po opatovnom preplachnuti pufrom pouzijeme
na vizualizaciu systém diaminobenzidinu (DAKO, Carpinte-
ria, USA) a nakoniec boli tkaniva dofarbené hematoxylinom.

Imunohistochemicky pozitivne farbenie je definované ako
jednoznacnd nuklearna expresia v nadorovych bunkéach (ob-
razok 1).

Vysledky

Na zaklade uvedenych diagnostickych kritérii a imunohis-
tochemickej analyzy bola strata expresie niektorého MMR
proteinu pritomna u 23,91 % zo skimaného suboru pacien-
tok (graf 1). Dominovala najma strata expresie MLH1 (v 17 %
pripadov), expresia MSH2 a PMS2 nebola pritomnd v 13 %
pripadov. AZ na jednu vzorku vsSetky pripady exprimovali
MSH6 protein (graf 1). Viacndsobna strata expresie bola za-
chytena u 8 pacientok, ¢o tvori 17,39 % pacientok. Strata ex-
presie MMR proteinu nekorelovala s typom diagnézy.

Diskusia

V nasej analyze expresie MMR proteinov imunohistoche-
micky sa v 24 % pripadov vyskytovala strata jedného alebo
viacerych MMR proteinov. Strata expresie proteinu je defino-
vand ako Uplna absencia jadrového zafarbenia v nadorovych
bunkdch. V pripade absencie expresie PMS2 a MLH1 prote-
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Graf 1. Strata expresie jednotlivych MMR proteinov z celkového
poctu vzoriek a strata expresie z celkového poctu pripadov.
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inov test nevie s presnostou urcit, resp. vylucit diagnozy LS
a je potrebné vykonat geneticku analyzu. Prevazna vacsina
diagnéz LS je désledkom mutacie MLH1 alebo MSH2, pre-
toze oba tieto gény su esencialne pre tvorbu heteroduplex-
nych dimérov. Ak bola vysledkom imunohistochémie strata
expresie len u jedného markera, vzdy je potrebné vysetrit aj
metylacny status na vylucenie diagndzy LS.
Imunohistochémia je relativne lacna, jednoducha metoda
a ma lepsiu dostupnost a rychlejsi ¢as spracovania v porov-
nani s genetickou analyzou. Ak by bola tato metéda vyuziva-
na ako rutinné vysSetrenie tkaniva maternice, tak by sa mohol
zvy$it zachyt pacientok, ktoré maji mutdciu MMR génov, e$-
te pred rozvojom maligneho ochorenia. Pacientky s LS ma-
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