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Mikroszatellitak

® Egyszer( repetitiv DNS szekvenciak, 1-6 bazispar (pl. CA) akar 100x ismétlédve

® DNS duplikacio (replikacio) soran sérilékenyek (elcsuszas, inzercio, delécid)
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® Mismatch repair’ (MMR) feherjék a bazisillesztési hibakat kivagjak
* Az MMR genek mutacioja (epigenetika) — mikroszatellita instabilitas (MSI-High/Low )

* Kovetkezmény: daganatgatlé gének mutacisia. CARCINOMAGENEZIS
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,Mismatch repair’ - MMR fehérjek
9 DNS hibajavitd gén
® Nuklearis enzimek - Heterodimerek — DNS replikacios bazis hibak korrekcidja
® MSH2-MSHG6: szimpla DNS bazis korrekciok - MLH1-PMS2 - kesdbbi lépeés
® MSH2-MSH3: hosszabb 2-8 bazishibak korrigalasa
® MSH6-nak ill. PMS2-nek csak 1-1 partnere van (labilisabbak)

MLHIPMST

Mutacio: MMR fehérje hianya/funkcio kiesése
Promoter Mikroszatellita instabilitas - MSI

hipermetilacio



F

Semmelweis Eguetem (. SZNPatoted

f kﬂd"’\f
1

Colorectalis carcinoma

CIN - kromoszOma instabilitas

Sporadikus CIN
~83%

CIN
FAP <1%
CIN :

i _ MUTYH <1% .

Orokl6tt MSI Sporadikus MSI * 2/3 jobboldalon
Lynch CRC 12% :

SNEEE 2 ® MuUCINOSUS

k W, ® Necrosis
Y

* alacsonyan differencialt

MSI - mikroszatellita instabilitas AR
* lymphoid infiltracio

Lynch szindroma CRC : Orokl6dé nem-polipdzis tipusu
colorectalis carcinoma (HNPCC)



Colorectalis carcinoma - MSI tipus

m Sporadikus MSI CRC

* MLH1 promoter hipermetilacio
* MLH1 fehérje hianya, ill. funkcio kiesése (+BRAF V600E mutacio)
* |d6sebb korban, néi predominancia

Szirés — Genetikai gondozas - Kovetes

m Lynch szinromahoz tarsulo HNPCC:
* MMR gének (MLH1, MSH2, MSHG6, ill. PMS2) csirasejtes mutacioja -
konstitutiv (minden utddsejtben)
* Autoszomalis dominans 6roklédés (utédok 50% erintett)

* Fokozott hajlam (~70%): synchron, metachron CRC; endometrium
carcinoma (egyeb cc.)

* Korabbi életkorban, mint az MSS CRC, felgyorsult carcinogenzis (2 év
adenomatosus polyp - carcinoma)

* Rosszul reagal cytotoxikus szerekre (5-FU)
e Kedvezbbb prognozis, mint a MSS daganatok (stadium-flggetlien)
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Lynch-szindréma diagnozisa N

e Csaladtorténet

e Daganat tesztje (MMR-IHC, MSI) .
* Genetikai teszt (MMR gének) MIKOR?

AJANLAS : Amszerdam I-l1l, modositott Bethesda

Csaladi halmozodas:
m CRC es mas Lynch-carcinomak (synchron, metachron)
m Fiatalabb életkor (<50 ev CRC, <60 ev HNPCC jelleg)

m Keét, els6- masodagi rokon MSI carcinomaja kortol
flggetlendl

Elészires: IHC, vagy MSI
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Lynch szinrdbma — Genetikai szlrés

m MSI| teszt - PCR

e 5_féle mikroszatellita
(Bat 25, Bat 26, D2S123, D5S346, D17S5250) A f\ H/\ WU J\ ﬂ ﬁq
|-=.95_L

Bat 25

ZH0105376

* Legalabb 3-féle+: MSI-High e
e Kontroll paraffinos normal szovet v. V&r  normalis - MSS ~ CRC - MS|

= IMMUNHISZTOKEMIA (IHC)

e MLHL1, ill. MSH2 mutacio felel6s az MSI 90%-ért,
ilyen 2-es panel mutacio szir6 erzékenysége ~85%

* MSHG6 és PMS2-vel a 4-es panel érzékenysége ~94%
Shia és mtsai. J Mol Diagn 2008;10:293-300.

* Az MSHG6 és PMS2 2-es panel érzékenysége a 4- eshez

hasonlé >90%:; mert az MMR partner is destabilizalodik
Mojtahed és mtsai. Modern Pathology 2011; 24: 1004-1014.




MMR genetikai teszt
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CRC - HNPCC gyanu
Amsterdam/Bethesda

algoritmus
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IMMUNHISZTOKEMIA

MMR fehérje kimutatas

MSI analizis

Csirasejtes r 1~
mutacié MLH1 MSH2 ! MSH6 f PMS2 I
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R ey MMR mutécié analizis
e s = e HNPCC / Lynch szindréma
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MMR mutécié negativ

Sporadikus MSI CRC (BRAF mutacio)
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MMR IHC antitestek - modszertan

MLH1/ES05
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SzOvetrdgzités minésége dontd, a PMS2 a legkritikusabb
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u K Interpretation of Immunchistochemical Analysis of MisMatch Repair [MMR)
CC L 150 Protein Expression in Tissue Sections for Investigation of Suspected Lyneh ,

Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer (HNPCC) Syndrome
RECOMMENDATIONS I MWark Arends, Merdol thrahim, Lisa Happeield, an Fravling & Kesth Killee

UK NEQAS ajanlas (2008):
* 4-es antitest panel

* az MSH6/MSH2-t ill. PMS2/MLH1-t validalja

* Csak j6 rogzult részletben értékelhetd

* Endogén kontroll: normal ham, lymphocyta, stroma, izom

www.uknegas.orqg.uk

KONTROLL SZOVET:
* Apendix, normal colon (tonzilla)
- bazalistol-apikalisig csokkend intenzitas
- follikulusok csiracentruma erésen festédik
* Tonsilla kevés gradualisan fest6dé struktara (ham)

ERTEKELES
* Normalis :
Erés festédés a tumorsejt magokban - és a kontroll sejtekben
* Negativ:
A magfestédés hianya a daganatban — de a kontroll pozitiv
* Foltos/gyenge :
1-2 MMR gyenge/foltos magreakcidja — és a kontroll pozitiv
Cytoplazma pozitivitas - destabilizacio.

PATOLOGIAI RIPORT:

Megallapitas: - Abnormalis, vagy nem az MMR expresszio
- Ha igen - diagnosztikus Lynch/HNPCC-re
- MSI vizsgalat nem sziikséges
- Genetikai vizsgalata javasolt.

Mismatch repair (MMR) proteins

www.nordigc.org

NORDIQC korvizsgalatok

* Alkalikus pH-ju antigénfeltaras,

* Haromlépéses polimer jelzérendszer

* Automatizalt festés (Dako, Bond, Ventana)

MEGFELELO KLONOK :
e MLH1: ESO5 > G168-15
e MSH2: FE11, ill. 27-es > 25D12; G219-1129

* MSH6: nyul mEPR3945 ill. EP49 > egér 44-es
PU29

* PMS2: A16-4 > MOR4G

LEGGYAKORIBB HIBAK :

* Nem megfeleld rogzités
* Elégtelen antigénfeltaras

* Elégtelen antitest koncentracio
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Klarskov és mtsai. Interobserver variability in the evaluation of mismatch repair protein immunostaining a

Human Pathology 2010; 41:1387-1396 v
! - By 3 HIBALEHET OSEGEK

BT o VN, Tl v, .

A. MLH1 mutaciéo +: stroma > daganat

B. MSH1 mutacié -: alig van fest édeés
(egyébként MSH6+) technikai negativitas

C. MSH2 mutacio -: klonalis heterogitas
MSH6 mutéacié +, de technikai negativitas

D. MSH6 mutéci6 +: gyenge, heterogén,
de a tumor <stroma

E. MLH1 mutacio+: magmembran fest 6dés
alulrbgzilt er ésen feltart — alpozitiv

F. PMS2 vesztés: az MLH1 mutéacié (E) miatt



] Semmelweis Egyetem I. sz. ;Ff 3
E
;if

Klarskov és mtsai. Human Pathology 2010; 41:1387-1396 U —
MLH1 mutacié+ (n=30) INTERPRETALAS
MLH1 o, PMS2 o _
negativ 225 eset: IHC 4-es panel, mutaciéanalizis 83-ban
normalis n
EE 6 ertékel 6: 3 gasztro-patologus; 3 rezidens

7%

Y,

MSH2 mutéacio+ (n=38)
MSH2 MSH6 * MSH6 mutalt: 0/15 eset IHC+

’% % * Ellentétes (negativ-pozitiv ) értékelés csak 2-6%-ban
Aﬁ Aé ® A gyenge-negativ értékelés keveredése az MLH1, ill. MSH2
11% mutans esetekben magas (~50%), az MSH6 negyede

* Kihivas a technikailag suboptimalis metszetek értékelése.

® MLH1 mutalt: 2/30 eset (7%) IHC+

gyenge

* MSH2 mutalt: 4/38 eset (11%) IHC+

MSH6 mutacio+ (n=15)
MSH6 MSH2

e |
A ) /N 2\ Mlnose,gt,)lz_tosna& programok!
v v Interpretalasi konszenzus kurzusok!

® Hasonl6 konszenzus eredmények a 2 csoport kozott
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Klarskov és mtsai. Interobserver variability in the evaluation of mismatch repair protein immunostaining

Human Pathology 2010; 41:1387-1396

Ertékelési frakciok egyezése

0.8

0.0+ o
T T T T
0 10 20 30
Blokk életkora
Antibody Total consensus (%)
0-10years  >10years | p-value
MLH1 83/143(58) 31/79(39) | 0.007
PMS2 79/117 (68) 28/58(48) | 0.014
MSHz 119/141(84) 62/78(79) n.s.
MSHe 68/136(50) 27/76(36) | 0.042
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,Gyenge” értékelést kapott frakciok

0.30

0.25

0.20
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0.05

o

0 10 20 30 40
Blokk életkora

Antibody  Evaluations of weak staining (%)

0-10years >10years p-value

MLH1  74/867(9) 66/479(14) (19

PMS2 36/712(5) 28/348(8) o
MSH2 30/866(3) 19/477(4) ¢
MSHE 74/861(9) 49/476(10) ¢
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MMR Immunhisztokémia - Osszegzés o=

ELONYOK

® Széles korben hozzaferhetd

* Alkalmas (~90% érz./spec.) az MMR mutacio elészirésére
* El6nye, hogy a mutélt génre utal, célzott DNS analizis

* Az MSH6/MHS2, a PMS2/MLH1 génhibait validalja

* Minden Lynch-ajanlas javasolja - elsé elsdszirének

* Gyanus, de nem konkluziv esetben - MSI

JELLEMZ OK — HIBALEHET OSEGEK

* T6bbnyire non-sense mutacio - hibas/hianyzé MMR

* De, missense mutacio (MLHL1) - epitop — fals-negativitas

* Fligg szovet-el6készitéstdl, az ertékelés szubjektiv

* Hianyos/foltos festédeés - pl. hipoxia, vagy oxidativ stressz

* Endogén kontroll sejtekhez viszonyitas — Kotelezé

* Magas pH-ju feltaras, haromlépcs6és polimer, automata festes

» Technoldgia-Ertékelés standardizalasa — Kiilsé minéségbiztositas






