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»DNA mismatch repair* und

Mikrosatelliteninstabilitat: Testmethoden

Der Verlust von ,DNA mismatch repair‘MMR)-Proteinen fuhrt zu

einer Akkumulation von Mutationen im Genom, insbesondere in

repetitiven DNA-Sequenzen, den sogenannten Mikrosatelliten.’

Der Nachweis eines MMR-Defektes und/oder einer Mikrosatelliten-

instabilitat (MSI) dient der Identifikation von Patienten, welche von

einer Immuncheckpoint-Inhibitor-Therapie profitieren, und von

Personen mit dem erblichen Lynch-Tumor-Syndrom.

»DNA mismatch repair*

Wiéhrend der Teilung einer Zelle pas-
sieren bei der DNA-Replikation ca. 100000
Fehler durch Einbau falscher Nukleotide
(,,mismatch*) sowie Insertionen und De-
letionen.! Zellen weisen ein komplexes
System interagierender Proteine zur De-
tektion und Reparatur der fehlerhaft rep-
lizierten DNA auf. In menschlichen Zellen
sind an dem Prozess unter anderem die
MMR-Proteine Mutl. Homolog 1 (MLH1),
MutS Homolog 2 (MSH2), MutS Homolog
6 (MSH6) und ,postmeiotic segregation
increased 2“ (PMS2) beteiligt. Sie erken-
nen ,mismatches”, rekrutieren andere
DNA-Reparaturproteine sowie DNA-Poly-
merase und -Ligase zum Ort des DNA-
Defektes und wirken bei der DNA-Repara-
tur mit.

Ein Verlust eines ,,Mismatch repair-
(MMR)-Proteins kann in Tumorzellen
durch eine epigenetische Stilllegung von
MLHI und/oder eine Mutation in einem
der MMR-Gene entstehen. Ein Defekt in
einem der MMR-Proteine kann jedoch
auch durch eine pathogene DNA-Sequenz-
variante in der Keimbahn bedingt sein
und die Ursache fiir das Lynch-Syndrom
bzw. das hereditére nicht Polyposis-asso-
ziierte kolorektale Karzinom (,,hereditary
nonpolyposis colorectal cancer®, HNPCC)
darstellen.® Die am hiufigsten mit einem
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Lynch-Syndrom assoziierten Tumoren sind
das Kolon- und Endometriumkarzinom
(jeweils 2—4% der Fille) sowie Tumoren
des oberen Harntraktes und das Magen-
karzinom.*® Allerdings machen diese
Tumorentititen nur ca. 50% aller mit
Lynch-Syndrom assoziierten Neoplasien
aus.” & In 70-90% sind beim Lynch-Syn-
drom pathogene Sequenzvarianten in
MLH1 und MSH2 vorhanden, seltener in
MSH6, PMS2 oder ,epithelial cell adhesion
molecule® (EPCAM). Insgesamt sind jedoch
die nur in Tumorzellen auftretenden spo-
radischen MMR-Defekte, zumindest beim
Kolon- und Endometriumkarzinom, circa
8- bis 10-mal hé&ufiger als hereditire
MMR-Keimbahndefekte.

Hypermutation und
Mikrosatelliteninstabilitat

Die Folge eines MMR-Defektes ist die
Akkumulation von Mutationen im Genom,
wodurch es zur malignen Transformation
von Zellen kommen kann. Die Mutationen
sind {iber das gesamte Genom verteilt, al-
lerdings treten Mutationen besonders hiu-
fig in Mikrosatelliten auf. Diese sind 10-
bis 60-fache Wiederholungen von kurzen
Sequenzen aus 1-6 Nukleotiden (Abb. 1).
Mikrosatelliten sind im gesamten Genom
in Intron- und Exonregionen sowie 5‘- und
3‘-nichttranslatierten Regionen verteilt

Mononukleotid-Mikrosatellit:
Dinukleotid-Mikrosatellit:

CTGATATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGATCAAA
TATCGATATATATATATATATATATATATTCGGACT

Abb. 1: Schematische Beispiele fiir Mono- und Dinukleotid-Mikrosatellitensequenzen
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KEYPOINTS

® Die Proteine MLH1, MSH?2,
MSH6 und PMS2 sind an der
Reparatur (,mismatch repair®)
von fehlerhaften Basenpaarun-
gen, Insertionen und Deletionen
bei der DNA-Replikation wdh-
rend der Zellteilung beteiligt.

® FEin Verlust eines der ,,Mismatch
repair(MMR)-Proteine fiihrt zur
Akkumulation von Mutationen
im Genom, insbesondere in
repetitiven Sequenzen wie den
Mikrosatelliten, und begtinstigt
damit die maligne Transforma-
tion von Zellen.

® £in MMR-Defekt kann nur in
Tumorzellen (somatisch) vorlie-
gen oder seltener auf einer
pathogenen Keimbahn-DNA-
Sequenzvariante eines MMR-
Gens beruhen (Lynch-Syndrom).

® Tumoren mit einem MMR-Defekt
und konsekutiver Mikrosatelli-
teninstabilitét (MSI) sprechen
hdufig auf Immuncheckpoint-

Inhibitor-Therapie an.

und besonders anfillig fiir das Auftreten
von Mutationen wéihrend der DNA-Repli-
kation. Die Ansammlung von Mutationen
in Mikrosatelliten resultiert in Mikrosatel-
liten unterschiedlicher Lénge, einem Zu-
stand, der als Mikrosatelliteninstabilitét
(MSI) bezeichnet wird.

Warum sollen ein MMR-Defekt und/
oder eine dadurch verursachte MSI
bestimmt werden?

Der Nachweis eines MMR-Defektes
und/oder einer MSI erméglicht die Iden-
tifikation von Patienten mit Lynch-Syn-
drom und damit eine Fritherkennung von
Tumoren, insbesondere bei Verwandten,
welche auch die pathogene MMR-Genva-
riante in der Keimbahn aufweisen.® ® Fer-
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ner sind Tumoren mit einer MSI haufig
empfindlich gegeniiber Immuncheckpoint-
Inhibitor-Therapien.!? Dies ist bedingt
durch die hohe Mutationslast und die da-
mit gesteigerte Ausbildung von Neoanti-
genen, welche vom Immunsystem als
fremd erkannt werden. Zusitzlich ist es
moglich, bei einem Kolonkarzinom mit
MSI im Stadium II und der damit assozi-
ierten guten Prognose von einer adjuvan-
ten Chemotherapie Abstand zu nehmen.!!
Weiters kann der MSI-Status in ein Tumor-
grading einflieSen. Ein Tumor mit hoher

MSI kann wegen des oft klinisch giins-
tigen Verlaufes trotz histologisch niedriger
Differenzierung (G3) als ,,Low grade“-Tu-
mor klassifiziert werden.

Nachweis eines MMR-Defektes

Eine Screeningmethode zum Nachweis
eines MMR-Defektes ist die Bestimmung
der Expression von DNA-Reparaturprote-
inen in Tumorgewebe mittels Immunhis-
tologie. Die Ergebnisse der Immunhistolo-
gie sind in iiber 92% konkordant mit Er-

gebnissen einer molekularen Mikrosatel-
litenanalyse.!? 13 Meist wird die Expres-
sion der MMR-Proteine MLH1, MSH2,
MSH6 und PMS2 bestimmt. Bei der nor-
malen nukledren Expression aller vier
Proteine in Tumorzellen ist das Vorliegen
einer MSI wenig wahrscheinlich. Ein Ver-
lust der Expression von einem oder meh-
reren der MMR-Proteine ergibt den hoch-
gradigen Verdacht auf das Bestehen einer
MSI. Am hiufigsten wird ein kombinierter
Ausfall von MLH1 und PMS2 sowie selte-
ner MSH2 und MSHG6 beobachtet (Abb. 2).

Abb. 2: MMR-Protein-Immunhistologie eines Kolonkarzinoms mit normaler nukledrer Expression von MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 in Stroma- und
normalen Schleimhautepithelzellen. In den Karzinomzellen besteht ein Verlust der Expression von MLH1 und PMS2 («), MSH2 und MSH®6 sind hingegen
auch im Karzinom vorhanden
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Abb. 3: Elektropherogramm einer Analyse des BAT-25-Mikrosatelliten durch Auftrennung der BAT-25-PCR-Produkte mittels Kapillarelektrophorese. Ver-
gleich der DNA von Normalgewebe (oberes Bild) mit DNA von Tumorgewebe. Die ,,peaks” des Elektropherogramms stellen BAT-25-PCR-Amplifikationen
unterschiedlicher Lange dar. In der Tumor-DNA liegt im Vergleich zur Normal-DNA eine Verschiebung von ,,peaks® nach links, zu geringeren Fragment-

l&ngen, vor. Dieser Befund spricht fiir das Vorliegen einer MSl in den Tumorzellen

Dies ist durch eine die Proteinstabilitat
beeinflussende Komplexbildung der MMR-
Proteine bedingt. Die Proteine PMS2 und
MSHS6 sind ohne ihre Partner MLH1 bzw.
MSH2 instabil. Umgekehrt sind jedoch
isolierte PMS2- oder MSH6-Verluste mog-
lich, weil MLH1 und MSH2 auch ohne
Bindungspartner stabil sind. Ein kombi-
nierter Verlust von MLH1 und PMS2 ist
meist somatisch, also auf die Tumorzellen
beschrankt. Die Ursache ist iiberwiegend
eine Methylierung des MLHI-Gen-Promo-
tors, wodurch die Transkription von MLH1
abgeschaltet wird. Allerdings kann auch
eine Mutation (somatisch oder in der
Keimbahn) ein Grund fiir den MLH1/
PMS2-Ausfall sein. Ein kombinierter Ver-
lust von MSH2 und MSHS6 ist eher mit ei-
nem Lynch-Syndrom assoziiert als durch
eine somatische MSH2-Mutation bedingt.
Isolierte Verluste von MSH6 oder PMS2
treten ebenfalls meist im Rahmen eines
Lynch-Syndroms auf.

Die Vorteile der MMR-Immunhistologie
im Vergleich zu einer molekularen Mikro-
satellitentestung sind die Verfiigbarkeit in
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allen Instituten fiir Pathologie, die einfache
und rasche technische Durchfiihrung und
die geringen Kosten. Ferner kann mit der
Immunhistologie vereinzelt ein Verlust von
MSHBG6 detektiert werden, bei normaler mo-
lekularer MSI-Testung, weil das Reparatur-
protein MSH3 einen MSH6-Ausfall partiell
kompensieren kann. Ein Nachteil der Im-
munhistologie sind eventuell vereinzelt
falsch aberrant klassifizierte Fille, aus
technischen Griinden und/oder aufgrund
der Diagnosestellung mit sehr kleinen Bi-
opsien, welche angesichts heterogener Ex-
pression der MMR-Proteine in Tumorgewe-
be falsch negativ interpretiert werden kon-
nen. Ferner kann eine MMR-Immunbhisto-
logie vereinzelt einen MMR-Defekt nicht
anzeigen, wenn die Mutation die Stabilitat
des MMR-Proteins nicht signifikant ver-
mindert und das Protein daher noch mit-
tels Immunhistologie detektiert wird.

Nachweis einer MSI

Die Untersuchung von Mikrosatelliten
auf Mutation beziehungsweise Instabili-

tat erfolgt durch eine PCR-Amplifikation
von Mikrosatelliten. Der derzeit am brei-
testen etablierte Assay der Firma Prome-
ga analysiert fiinf verschiedene Mononu-
kleotid-Mikrosatelliten. Bei Bestehen ei-
ner Mikrosatelliteninstabilitdt weisen die
Mikrosatelliten durch falschen Einbau
und/oder Deletion von Nukleotiden ab-
norme Lingen auf. Die Lingenverteilung
der Mikrosatelliten von Tumor-DNA kann
mittels einer hochauflésenden Kapillar-
elektrophorese nachgewiesen und mit
den Mikrosatelliten von Normalgewebe-
DNA verglichen werden (Abb. 3). Die Me-
thode ist technisch aufwendiger, zeitin-
tensiver und teurer als eine immunbhisto-
chemische Analyse von MMR-Proteinen.

Eine wenig arbeitsintensive MSI-
Analyse ermoglicht jedoch die CE-in-
vitro-Diagnostika(IVD)-gelabelte Idylla™-
Plattform der Firma Biocartis. Die nur ca.
zwei Minuten in Anspruch nehmende
,2Hands-on“-Arbeit ist auf das Einbringen
eines histologischen Tumorgewebeschnit-
tes in eine Reaktionskartusche reduziert.
In der Kartusche erfolgen automatisiert
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DNA-Extraktion,  Mikrosatelliten-PCR
und Mikrosatellitensequenzanalyse mit-
tels Schmelzpunkt-PCR.

Eine molekulare MSI-Testung hat als
Vorteil eine hohe diagnostische Sensitivi-
tédt. Ferner kann auch bei seltenem Aus-
fall von MSH3 oder PMS1, welche in der
diagnostischen Routine meist nicht mit-
tels Immunhistologie analysiert werden,
eine MSI detektiert werden. Nachteile
bestehen im Fehlen einer Information
iiber die Natur des fiir die MSI verant-
wortlichen Proteins beziehungsweise
Gens sowie in im Vergleich zur Immun-
histologie hoheren Kosten und dem héhe-
ren Zeitaufwand, zumindest bei Verwen-
dung der konventionellen Kapillarelekt-
rophorese. Eine molekulare Mikrosatelli-
tenanalyse wird jedoch auch zunehmend
in groflere ,,Next generation sequencing*-
Panels integriert, wobei hier meist {iber
100 verschiedene Mikrosatelliten unter-
sucht werden.!#

Sporadische MSI oder
Lynch-Syndrom?

Bei MMR-Protein-Ausfall und MSI stellt
sich die Frage, ob die Ursache auf die Tu-
morzellen beschriankt ist oder eine Keim-
bahnverdnderung, respektive ein Lynch-
Syndrom, vorliegt. Bei Verlust der Expres-
sion von MLH1 kann eine MLHI-Promo-
tormethylierungsanalyse zumindest beim
Kolon- und Endometriumkarzinom die
Differenzierung unterstiitzen. Das Vorlie-
gen einer MLH-Promotormethylierung
spricht fiir eine nur im Tumor vorliegende
Stilllegung des MLHI-Gens und gegen ein
Lynch-Syndrom, bei welchem eine MLHI-
Promotormethylierung nur in ca. 1% der
Falle auftritt. Die Analyse der MLHI-Pro-
motormethylierung umfasst meist eine
Bisulfitbehandlung der Tumor-DNA. Bisul-
fit wandelt nicht methylierte Cytosinbasen
in Uracil beziehungsweise Thymin um,
wéhrend methyliertes Cytosin von der Bi-
sulfiteinwirkung geschiitzt ist. Dadurch
entstehen in Abhéngigkeit vom Methylie-
rungsstatus der DNA Sequenzénderungen,
welche mittels Sequenzierung, insbeson-
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dere Pyrosequenzierung oder methylie-
rungsspezifischer PCR, nachgewiesen
werden kénnen.!®

Ferner macht beim Kolonkarzinom das
Bestehen einer in circa 10% der Fille vor-
liegenden BRAF-Mutation ein Lynch-Syn-
drom wenig wahrscheinlich. Beim Endo-
metriumkarzinom ist der Ausschluss eines
Lynch-Syndroms durch eine BRAF-Analy-
se jedoch kaum mdoglich, weil BRAF-Mu-
tationen beim Endometriumkarzinom mit
circa 0,1% sehr selten sind.'®

Zusammenfassung

Die Immunhistologie ist eine Scree-
ningmethode zur Identifikation von MMR-
defekten Tumoren. Eine molekulare MSI-
Analyse kann fakultativ zur Verifizierung
eines MSI-Status angeschlossen werden.
Jedenfalls sollte bei MLH1- und PMS2-
Proteinverlust eine MLHI-Promotermethy-
lierungsanalyse ergédnzt werden und beim
Kolonkarzinom zusétzlich eine BRAF-Gen-
sequenzierung erfolgen. Damit kénnen
Tumoren als eher sporadisch MMR-defekt
oder als mit Lynch-Syndrom assoziiert
eingestuft werden. Bei Verdacht auf
Lynch-Syndrom sind als néchster Schritt
eine genetische Beratung und Untersu-
chung auf den ursédchlichen Gendefekt
durch Keimbahnsequenzierung unter Ein-
beziehung der genetischen Abkldrung von
Angehorigen zu empfehlen.

Es ist eine Zunahme der Untersuchun-
gen auf MMR-Defekte und MSI zu erwar-
ten, bedingt durch den vermehrten Ein-
satz von Immuntherapien sowie das ge-
steigerte Verstdndnis des Nutzens einer
Lynch-Syndrom-Abkldrung, insbesondere
bei Kolon- und Endometriumkarzino-
men.!” [ |
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