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A mikroszatellita-régiokrol altalaban

A mikroszatellita-régiok 1-6 bazisparnyi ismétlodo szekvenciak, melyek a teljes human
genomban megtalalhatok, gyakorta a kodolo szekvenciak kozelében, de eléfordulhatnak
intronikus szekvenciakban is. A mikroszatellita-régiok specificitasat altalaban azok kozponti
elemeiben ismétlédé nukleotidok szama hatarozza meg. A mikroszatellitak ismétlédo
szekvenciainak szama csokkenhet (delécio), illetve emelkedhet (inszercid) is, mely jelenséget
mikroszatellita-instabilitasnak (MSI) nevezziik. A mikroszatellita-instabilitas a genom
instabilitasanak indikatora, melyet alapvetéen a DNS hibajavito mechanizmusok genomikus,
vagy funkcionalis karosodasa okoz. A DNS-repair mechanizmusban érintett géneket mismatch
repair (MMR) géneknek nevezik, kozéjik tartoznak: MLH1, MSH2, MSH6 és PMS2. A
Lynch szindroma az emlitett MMR gének orokletes, dominans, funkcioveszté mutacioja.
Egyes esetekben mutans lehet az MSH2 gének kozelében elhelyezkedé6 EPCAM gén, mely
genetikailag ¢p MMR gének mellett is az MSH2 gén mitkodésének kiesését fogja eléidézni.
Az MSI a sporadikus daganatok kozott leggyakrabban a vastagbélrakokban (CRC) fordul el6,
itt 10-15%-ban mutathaté ki, de egyéb szolid tumorokban is, mint példaul endometrium-,
valamint a fels6 tapcsatornai rakokban is jelentéséggel bir . Az MSI-tumorokon belil a
mikroszatellita-régiok érintettsége szempontjabol két csoport kiilontl el: MSI-high (MSI-H,
késobbiekben MSI), amikor a mikroszatellita-régiok 30%-a vagy annal nagyobb aranya
instabil, és MSI-low (MSI-L), amikor ezen régiok kevesebb mint 30%-a instabil. A
mikroszatellita-régiok stabilitasa esetén a tumorokat mikroszatellita-stabilnak (MSS) tekintjiik.
A deficiens MMR (dMMR)/MSI kiilonb6z6 mechanizmusok eredménye lehet. Sporadikus
CRC esetében a AIMMR/MSI altalaban CpG hypermetilacio okozta epigenetikus elcsendesités
eredménye, ritkabban valamelyik MMR gén o6rokletes mutaciojanak, vagy a fentiekben mar
emlitett, MSH2 gén kozelében elhelyezkedd, EPCAM gén deléciojanak a kovetkezménye.
Diagnosztikus szempontbol szintén ki kell emelni azt, hogy a BRAF gén V600 mutacié ritkan
figyelhet6 meg csirasejtes mutacio okozta AMMR esetében, ugyanakkor MMR gén metilacioja
kapcsan az esetek 75%-ban jelen van. Ennek oka nem pontosan ismert. A BRAF mutacio
vizsgalata tehat alkalmas lehet MSI tumorok esetén a sporadikus vagy orokletes eredet
meghatarozasara.

Jelenleg az MSI statusz meghatarozasa a CRC-s betegek rutin molekularis patologiai
vizsgalatanak részét képezi, mint prognosztikus és prediktiv jellegii biomarker. Az MSI
daganatok fluorouracil monoterapiara kevésbé reagalnak, illetve bebizonyosodott, hogy nem
csak CRC esetén, hanem mas lokalizaciok tumoros folyamataiban is, az MSI tumorok jol
reagalnak immun-ellenérzépont gatlokkal torténd kezelésre.

A mikroszatellita-instabilitas vizsgalomédszerei



Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai modszerek nem kozvetlenil a mikroszatellita-régiok instabilitasat
vizsgaljak, hanem az ahhoz vezet genetikai mikodészavar eredményeképpen megjelené
aberrans vagy hianyz6 MLH1, MSH2, MSH6 és PMS2 fehérje expressziot mutatjak ki. Egy
vagy tobb fehérje expressziojanak hianya dMMR statuszt eredményez (d=deficiens). Az
MLH1 gén metilacioja vagy mutacioja, illetve az MSH2 gén mutacioja kovetkeztében mindig
parban esnek ki az MMR fehérjék (MLH1-PMS2, MSH2-MSH6). Extrém ritkan el6fordulhat
izolalt MSH6 vagy PMS2 fehérje kiesés, amikor az MSH6 vagy PMS2 génben van a mutacio.
Az MLH1-PMS2 kiesésen kiviil az 6sszes tobbi eset egyértelmtien Lynch szindromara utal.
Fontos megjegyezni, hogy az MMR fehérjék immunhisztokémiai vizsgalata nagyon érzékeny
a preanalitikara, rosszul fixalt tumorokban korlatozottan értékelheto.

PCR alapu vizsgalatok

Hagyomanyosan ez a modszer tekintheté a mikroszatellita rendszer kozvetlen, DNS alapu
vizsgalatanak, melynek soran fluoreszcens festékkel jelolt primereket alkalmaznak ot
mikroszatellita régio leirasara a tumorbol és a szomszédos ép szovetbol szarmazoé teriiletbdl
izolalt DNS parhuzamosan torténé vizsgalataval. A gének kivalasztasa a Bethesda konszenzus
soran tortént, maguk a gének a kovetkezok: BAT-25, BAT-26, D2S123, D5S346 és D17S250.
A PCR termékek fragment analizisét Kkapillaris elektroforézis segitségével végzik,
osszehasonlitjak a tumorbdl és normal szovetbdl izolalt DNS gorbéit és ezek eltéréseitol
fiiggoen allapitjak meg a fentiekben mar emlitett MSI-high, MSI-low, illetve MSS kategoriakat.
Ujabb diagnosztikai modszer az ldylla MSI Assay a fentiktdl eltérs, 6sszesen hét (ACVR2A,
BTBD7, DIDO1, MRE11, RYR3, SEC31A, SULF2) mikroszatellita régiot hasznal, és ezek
automata analizisét kovetéen adja meg a tumor MSI-H vagy MSS statuszat.

NGS alapu vizsgalatok

Az 1j generacios szekvenalas (NGS) szintén alkalmas egyidejiileg szamtalan mikroszatellita
régio DNS alapu vizsgalatara. Kiilonbozo, elsésorban kutatasi célokra hasznalt, tobb szaz
génes panelekben kiillonb6z6 mikroszatellita régiok szerepelnek, ahol a vizsgalt génszakasz
hosszabol  automatizalt algoritmusok  segitségével a  mikroszatellita instabilitas
meghatarozhato. Ujabban leirtak kisebb, 20-25 génes paneleket is, melyekkel a mikroszatellita
instabilitas pontosan meghatarozhato.

Lynch szindroma gyantija esetén genetikai konzultacio javasolt és mind a Sanger szekvenalas,
mind az NGS alapu technikak tisztazhatjak a fennall6 mutacio jellegét és helyét.

Gyakorlati megfontolasok
Az alabbi tablazatban, fentrél lefelé haladva lathatjuk azt az algoritmust, ami Lynch szindroma
gyanuja esetén javasolt.



A tablazat els6é harom sora mutatja a rutin molekularis vizsgalat soran alkalmazott
modszereket. A mindennapi gyakorlatban a metilacio vizsgalata kevésbé elterjedt. A mismatch
repair fehérjék expressziojanak kiesésekor, ha BRAF mutacio nem azonosithatd, a csaladi
anamnézis és a beteg kora fiiggvényében altalaban csirasejtes mutacio analizis torténik.

Vizsgalat Tovabbi lépést indoklo eltérés

MMR immunhisztokémia dMMR vagy egyértelmiien nem eldonthet6 a
fehérje expresszio Kiesése

PCR alapu MSI teszt MSI-H

BRAF V600E mutacié meghatarozas negativ

MLH1 promoter hypermetilacio negativ

Genetikai vizsgalat, szekvencia analizis
Lynch szindréma Kizarasara



