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Lynchov syndróm (LS) alebo hereditárny nonpolypózny kolorektálny karcinóm (HNPCC) predstavuje autozomál-
ne dominantné ochorenie, pri ktorom dochádza k mutácii génov pre MMR proteíny zodpovedných za reparáciu 
DNA pri replikácii. Pacienti s Lynchovým syndrómom majú vysokú pravdepodobnosť rozvoja kolorektálneho kar-
cinómu u oboch pohlaví, u žien s pridaným rizikom vzniku karcinómu endometria. Diagnóza Lynchovho syndró-
mu je stanovená na základe identifikácie zárodočného heterozygotného patogénneho variantu v MSH2, MLH1, 
MSH6, PMS2 alebo delécie génu pre EPCAM pri molekulárnom genetickom testovaní. Imunohistochemická ana-
lýza MMR proteínov je všeobecne akceptovanou metódou rutinného skríningu s relatívne vysokou citlivosťou 
a špecifickosťou. V našom súbore sme analyzovali expresiu MMR proteínov na tkanivách s karcinómom endo-
metria. Analýza preukázala v 24 % prípadov stratu jedného alebo viacerých MMR proteínov. Imunohistochémia 
je relatívne lacná, jednoduchá a dostupná metóda primárnej selekcie potenciálnych prípadov s Lynchovým syn-
drómom. Ak by sa rutinné testovanie expresie MMR proteínov každého bioptického tkaniva z maternice stalo 
štandardom tak, ako je to pri kolorektálnom karcinóme, prispelo by to ku skoršiemu zachyteniu pacientok s Lyn-
chovým syndrómom.
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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. Immunohistochemical 
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. Immunohistochemistry 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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Úvod
Lynchov syndróm, hereditárne ochorenie s autozomálne 

dominantným typom dedičnosti, vzniká ako dôsledok záro-
dočnej mutácie v DNA mismatch repair genóch (MMR)(1). LS 
sa spája s 30 – 75 % rizikom vzniku karcinómu hrubého čreva 
u mužov, u ženy je pravdepodobnosť vzniku kolorektálneho 
karcinómu 25 – 50 %(1). Poruchy zárodočnej línie v MMR DNA 
boli zistené u 1,8 % až 2,1 % pacientok s neselektovaným kar-
cinómom endometria a až 9 % pacientok s karcinómom en-
dometria mladších ako 50 rokov(2). Ďalšie malígne tumory 
asociované s HNPCC s extrakolonickou lokalitou majú prav-

depodobnosť vzniku menej ako 15 %(3). LS spôsobí ročne pri-
bližne 4 000 kolorektálnych karcinómov a 1 800 karcinómov 
endometria (Centers for Disease Control and Prevention).

Karcinóm endometria ako súčasť Lynchovho 
syndrómu

Karcinóm endometria je najčastejším malígnym nádorom 
u žien v západných častiach sveta. Celosvetovo narastá in-
cidencia karcinómu endometria, najvyšší výskyt je v Sever-
nej Amerike a západnej Európe(4). Karcinóm endometria sa 
vyskytuje u starších žien, priemerne okolo 70. roku života, 
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u žien mladších ako 40 rokov je tento karcinóm zriedkavý. 
Výskyt premalígnych a malígnych porúch endometria sa zvy-
šuje v postmenopauzálnom období. Morfologicky ide o rôz-
norodú skupinu nádorov s odlišnou patogenézou, správaním 
a prognózou. Na základe klinickopatologických rysov boli tie-
to tumory triedené do dvoch skupín ako I. typ a II. typ. Typic-
kým morfologickým predstaviteľom I. typu karcinómov en-
dometria je endometrioidný karcinóm, serózny karcinóm pri 
II. type.

Pacientky, ktoré majú endometriálny karcinóm ako súčasť 
LS, sú mladšie – medián predstavuje 48. rok života(5). Karci-
nóm endometria býva asociovaný s I. typom(6), avšak relatív-
na frekvencia nonendometrioidných subtypov, ako je serózny 
a svetlobunkový karcinóm, majú vyšší výskyt práve u pacien-
tok s LS(5). U žien s LS je počiatočná diagnóza karcinómu en-
dometria minimálne taká pravdepodobná, ako je riziko vzni-
ku kolorektálneho karcinómu. Uvádza sa, že až u 26 % žien, 
ktoré prežili kolorektálny karcinóm ako súčasť LS, sa rozvi-
nie karcinóm endometria do 10 rokov od počiatočnej diagnó-
zy(7). Pacientky s mutáciou MSH6 alebo MSH2 majú vyššie 
riziko vzniku karcinómu endometria s celoživotným rizikom 
až 44 %(7).

Genetické zmeny pri Lynchovom syndróme
Genetickým podkladom pre vznik Lynchovho syndrómu je 

mutácia niektorého z MMR proteínov. Medzi gény, kódujúce 
tieto proteíny patrí MSH2, MSH6, MLH1 a PMS2(8) alebo zá-
rodočná delécia 3´ konca EPCAM (Epithelial Cell Adhesion 
Molecule), ktorej dôsledkom je epigenetický silencing MSH2 
génu(9). Štyri z proteínov MMR tvoria dva funkčné kľúče he-
terodiméry pozostávajúce z  MSH2/MSH6 a  MLH1/PMS2. 
Mutácia MSH2 a MSH6 sa nachádza na chromozóme 2p16, 
MLH1 na chromozóme 3p21, PMS2 na chromozóme 7p22(8).

Počas replikácie DNA vznikajú chyby, ktoré sú za normál-
nych okolností následne enzýmom DNA polymerázou opra-
vované. Proteínové produkty spomínaných génov sú sú-
časťou autoreparačných mechanizmov v bunke. Tieto gény 
udržujú stabilitu genómu najmä korekciou nesprávne spá-
rovaných báz, ktoré sa generujú počas replikácie DNA. Za 
fyziologických okolností vznikajú z MMR génov multiprote-
ínové komplexy, ktoré majú schopnosť rozlíšiť a opraviť re-
plikačné chyby – tzv. mismatch, ktoré vznikli pri narušenej 
syntéze nového vlákna DNA. Poruchy MMR génov môžeme 
pozorovať práve v mikrosatelitných repetitívnych sekvenci-
ách DNA. Mikrosatelity sú krátke repetitívne sekvencie mo-
no-, di-, tri- a tetranukleotidov voľne distribuované v ľudskom 
genóme a práve poruchy v génoch „mismatch“ reparačného 
systému vedú k zmenám v počte opakovaní týchto sekven-
cií. Výsledkom chybnej opravy je zmena v počte opakova-
ní mikrosatelitov, keď hovoríme o mikrosatelitnej nestabilite 
(MSI)(10). MSI je často sprievodným javom tumorov asocio-
vaných s LS.

Ak sú zmutované dve alebo viac z piatich mikrosatelitných 
sekvencií v nádorovej DNA, daný tumor sa označuje ako MSI-
high (MSI-H). Ak bola zmutovaná iba jedna z piatich mikro-
satelitných sekvencií v nádorovej DNA, tak sa tumor označu-
je ako MSI low (MSI-L). Ak nie je zmutovaná žiadna z piatich 
mikrosatelitných sekvencií v nádorovej DNA, daný tumor sa 
nazýva mikrosatelitno stabilný (MSS)(11). Pacienti s LS sú zvy-
čajne nositeľmi zárodočnej mutácie v jednej alele génu MMR, 

druhá alela je následne inaktivovaná mutáciou, stratou hete-
rozygozity alebo epigenetickým silencingom.

Diagnostika Lynchovho syndrómu
Pre jednoduchšiu diagnostiku LS boli sformulované Am-

sterdamské kritériá, ktoré však nezahŕňali všetky potrebné 
aspekty vzhľadom na dokázanú extrakolonickú propagáciu 
LS, čo viedlo k úprave v roku 1998(12). Neskôr boli vypracova-
né Bethesda kritériá zohľadňujúce stav mikrosatelitnej insta-
bility v danom nádorovom tkanive(8). Diagnóza LS je stano-
vená na základe identifikácie zárodočného heterozygotného 
patogénneho variantu v MSH2, MLH1, MSH6, PMS2 alebo 
delécie EPCAM pri molekulárnom genetickom testovaní(13).

Testovanie mikrosatelitnej instability je senzitívna vyšetro-
vacia metóda, ktorá je schopná s vysokou pravdepodobnos-
ťou odhaliť poruchu mismatch repair systému. Mikrosate-
litná instabilita sa deteguje prostredníctvom polymerázovej 
reťazovej reakcie (PCR), kde sa vyšetrí DNA z buniek zdra-
vého tkaniva a  nádorového tkaniva pacienta, u  ktorého je 
suspektný LS. Pacienti, u ktorých bola v nádore zistená mik-
rosatelitná instabilita v  najmenej dvoch mikrosatelitných 
sekvenciách, sú klasifikovaní ako MSI-H a  sú považovaní 
za vysokorizikové osoby pre rozvoj Lynchovho syndrómu(14). 
Treba spomenúť, že mikrosatelitná instabilita (MSI) je hyper-
mutovateľný fenotyp, ktorý obvykle vzniká buď zárodočnou 
mutáciou v zložkách MMR u pacientov s LS, alebo ako so-
matická hypermetylácia promótora MLH1 pri sporadických 
karcinómoch(15).

Imunohistochémia v primárnej selekcii potenciálnych 
prípadov s Lynchovým syndrómom

Testovanie MSI a  imunohistochémia (IHC) sú komple-
mentárne vyšetrenia. Strata expresie MMR proteínu IHC sa 
preukázala ako vysoko zhodná s  testovaním mikrosatelit-
nej instability na báze DNA, pričom senzitivita je viac ako 
90 % a špecificita je 100 %(14). Najčastejšie sa vyšetruje stra-
ta expresie MLH1, MSH6, MSH2 a PMS2 mismatch repair 
proteínov. Podľa imunohistochemického hodnotenia sa pri 
neprítomnej expresii MLH1 a  PMS2 nedá spoľahlivo určiť 
diagnóza LS. Pri absencii MSH2 a MSH6 proteínov alebo len 
absencii MSH6, prípadne PMS2 proteínu je veľmi pravdepo-
dobné, že pacient má Lynchov syndróm. Ak sú, naopak, prí-
tomné proteíny všetkých 4 génov, t. j. MLH1, PMS2, MSH6 
a MSH2, diagnóza LS je vylúčená. Nádory vykazujúce stra-
tu expresie MLH1 a PMS2 by mali byť ďalej skúmané na mu-
tačný stav génu BRAF a zmeny promótora génu MLH1 na vy-
lúčenie sporadických prípadov. Ak je v nádore dokázaná MSI 
a zároveň prítomnosť mutácie v géne BRAF alebo metylácie 
promótora MLH1, ide s vysokou pravdepodobnosťou o spo-
radický typ karcinómu(11).

Pri podozrení na Lynchov syndróm a dostupnosti nádoro-
vého tkaniva sa diagnostika začína imunohistochemickým 
vyšetrením MLH1, MSH6, MSH2 a PMS2 proteínov v nádoro-
vom tkanive a súčasne sa vykonáva analýza mikrosatelitnej 
instability z DNA, ktorá bola izolovaná z nádorového tkani-
va pacienta.

Napriek známej asociácii nádorov endometria s LS nie sú 
všetky prípady nádorov endometria doposiaľ štandardne ge-
neticky testované. Diagnostika LS je ekonomicky a časovo 
náročná, preto sa hľadajú postupy na jej zjednodušenie. Sek-
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venovanie zárodočných mutácií sa považuje za zlatý štan-
dard v diagnostike LS, v súčasnosti však stále táto metóda 
nie je všeobecne dostupná tak, aby mohla byť využitá ako 
primárny skríningový nástroj(16). V kontraste s tým je imuno-
histochemické testovanie jednoduché, univerzálne a  lacné, 
s 83 % senzitivitou a 89 % špecificitou, a to bez ohľadu na to, 
o ktorý gén MMR ide(16).

Metodika
S cieľom overiť výskyt straty expresie MMR proteínov sme 

hodnotili náhodne vybraný bioptický materiál z rokov 2016 – 
2019 z oddelenia patológie Fakultnej nemocnice Nitra. Biop-
tický materiál pozostával z  tkanív získaných kyretážou pre 
neprimerané krvácanie s nálezom endometrioidnej intraepi-
telovej neoplázie (EIN) alebo hysterektómiou pre nádoro-
vé ochorenie maternice. Skúmané vzorky pochádzali od 46 
pacientok, ktorým bol diagnostikovaný karcinóm maternice 
v rôznom štádiu vývoja. Prípady zahŕňali:
•	 14 pacientok	 s EIN
•	 8 pacientok	 s EIN s prechodom do adenokarcinómu
•	 15 pacientok	 s diagnostikovaným endometrioidným  

	 adenokarcinómom G1
•	 9 pacientok	 s diagnostikovaným endometrioidným  

	 adenokarcinómom G2

Všetky hodnotené tkanivá boli v úvodnej fáze spracova-
né štandardným postupom, následne fixované 4 % formal-
dehydom počas 24 hodín, zaliate do parafínu a narezané na 
5 μm hrubé rezy. Následne sme materiál pripravili na imu-
nohistochemickú analýzu. Imunohistochemické farbenie na 
hodnotený marker MSH6, MSH2, MLH1 a PMS2 prebiehalo 

Obrázok 1. Imunohistochemické zobrazenie MMR proteínu v karcinóme endometria: A. MSH6 pozitivita; B. MSH2 pozitivita; C. MLH1 
negativita; D. PMS2 negativita.
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v aparatúre Imuno Autostainer (DAKO, Carpinteria, USA) pod-
ľa nasledovného protokolu: tkanivá boli prepláchnuté puf-
rom dodaným výrobcom aparatúry, revitalizované v zásadi-
tom pufri počas 20 minút, primárna protilátka (MSH6, MSH2, 
MLH1 a PMS2 monoklonálna protilátka) bola inkubovaná 60 
minút, po prepláchnutí pufrom boli preparáty inkubované se-
kundárnou protilátkou (Histofine anti-mouse, anti-rabbit) po-
čas 30 minút. Po opätovnom prepláchnutí pufrom použijeme 
na vizualizáciu systém diaminobenzidínu (DAKO, Carpinte-
ria, USA) a nakoniec boli tkanivá dofarbené hematoxylínom.

Imunohistochemicky pozitívne farbenie je definované ako 
jednoznačná nukleárna expresia v nádorových bunkách (ob-
rázok 1).

Výsledky
Na základe uvedených diagnostických kritérií a imunohis-

tochemickej analýzy bola strata expresie niektorého MMR 
proteínu prítomná u 23,91 % zo skúmaného súboru pacien-
tok (graf 1). Dominovala najmä strata expresie MLH1 (v 17 % 
prípadov), expresia MSH2 a PMS2 nebola prítomná v 13 % 
prípadov. Až na jednu vzorku všetky prípady exprimovali 
MSH6 proteín (graf 1). Viacnásobná strata expresie bola za-
chytená u 8 pacientok, čo tvorí 17,39 % pacientok. Strata ex-
presie MMR proteínu nekorelovala s typom diagnózy.

Diskusia
V našej analýze expresie MMR proteínov imunohistoche-

micky sa v 24 % prípadov vyskytovala strata jedného alebo 
viacerých MMR proteínov. Strata expresie proteínu je defino-
vaná ako úplná absencia jadrového zafarbenia v nádorových 
bunkách. V prípade absencie expresie PMS2 a MLH1 prote-
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ínov test nevie s presnosťou určiť, resp. vylúčiť diagnózy LS 
a je potrebné vykonať genetickú analýzu. Prevažná väčšina 
diagnóz LS je dôsledkom mutácie MLH1 alebo MSH2, pre-
tože oba tieto gény sú esenciálne pre tvorbu heteroduplex-
ných dimérov. Ak bola výsledkom imunohistochémie strata 
expresie len u jedného markera, vždy je potrebné vyšetriť aj 
metylačný status na vylúčenie diagnózy LS.

Imunohistochémia je relatívne lacná, jednoduchá metóda 
a má lepšiu dostupnosť a rýchlejší čas spracovania v porov-
naní s genetickou analýzou. Ak by bola táto metóda využíva-
ná ako rutinné vyšetrenie tkaniva maternice, tak by sa mohol 
zvýšiť záchyt pacientok, ktoré majú mutáciu MMR génov, eš-
te pred rozvojom malígneho ochorenia. Pacientky s LS ma-

Graf 1. Strata expresie jednotlivých MMR proteínov z celkového 
počtu vzoriek a strata expresie z celkového počtu prípadov.
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jú podobnú pravdepodobnosť rozvoja prvej malignity v endo-
metriu aj v hrubom čreve. Bolo by zaujímavým zistením, či sa 
u niektorých z našich sledovaných pacientok rozvinul aj ko-
lorektálny karcinóm.

Skorá identifikácia pacientov s LS je rozhodujúca pre kli-
nický manažment a prognózu vrátane skríningu najbližších 
členov rodiny. Viaceré štúdie preukázali, že imunoterapia mô-
že mať prínos v liečbe pacientov s MMR mutáciami bez ohľa-
du na základnú zárodočnú mutáciu.

Ak by sa rutinné testovanie na prítomnosť LS každého 
bioptického tkaniva z  maternice stalo zlatým štandardom 
tak, ako je to pri kolorektálnom karcinóme, prispelo by to 
ku skoršiemu zachyteniu pacientok s LS. Zároveň by bolo 
prínosné presné zisťovanie a  identifikácia genetických mu-
tácií na lepšie porozumenie celkovej problematiky Lynchov-
ho syndrómu.
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