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Povzetek

Mikrosatelitna nestabilnost (angl. kratica MSI) je fenomen, za katerega so zna-
Cilne majhne delecije ali insercije v kratkih ponavljajogih se zaporedijih v tumor-
ski DNA v primerjavi z normalno DNA istega &loveka. Priblizno 10% vseh
kolorgklainih karcinomov Je mlkrosatelitno nestabilnih, medtem ko e MSI
znacilnost kar ve¢ kot 90% tumorjev bolnikov s sindromom Lynch. Bolniki z
MS! tumorji imajo bolj§o prognozo, vendar zdravljenje s kemoterapijo s fluo-
rouracilom pri njih ni uspe$no. MSI status tumorjev pomeni tudi prvo selekci-
jsko stopnjo pri presejanju sindroma Lynch. Za dolo&itev MS! smo razvili nov
multipleksni sistem za pomnoZevanje mikrosatelithe DNA s petimi kvazi-
monomorfnimi markerji. Nadaljnja strategija za presejanje sindroma Lynch, ki
temelji izkljucno na molekularnogenetskih spoznanjih (metilaciji promotorja
gena MLH1 in mutacijska analiza nekaterih genov DNA popravljalnega meha-
nizmay, je stopnjo dolo¢itve podedovanih mutacij povedala s priblizno 65% na
87% in nam omogotila identificirati nove bolnike s sindromom Lynch. Sin-
drom Lynch je najpogostej$a avtosomno dominantno dedovana predispozici-
ja za kolorektalni karcinom. Nosilci mutacije imajo 70-80% doZivijenjsko
tvega-nost, da razvijejo sindrom Lynch, zato je potrebno, da v druzinah, kjer je
ta sindrom prisoten, ugotovimo, kdo od druzinskih &lanov nosi mutacijo.
Genetsko svetovanje in genetsko testiranje riziénih sorodnikov, spremljanje in
preventiva s kolonoskopijo in kemoprevencijo omogod&ajo, da bolezen zasled-
imo v zgodniji 8e ozdravijivi obliki, kar je povezano z zmanjéanjem strogkov
zdravljenja in najpomembnej$e s povedanjem preZivetja bolnikov.

Predstavitev

Mikrosatelitna nestabilnost (angl. kratica MSI za Microsatellite Instability) je
fenomen, katerega znacilnost so delecije ali insercije znotraj tandemskih po-
novitev v tumorski DNA v primerjavi z normalno DNA istega posameznika.
Mikrosatelitno nestabilnost so najprej opazili pri kolorektalnem karcinomu,
Kjer je bilo priblizno 10% tumorjev mikorosatelitno nestabilnih. Z ozirom na
mikrosatelitno stanje lahko tumorje razvrstimo v tri skupine: visike mikrosa-
telitno nestabilni (MSI-H) tumoriji so nestabilni na vsaj 40% testiranin marker-
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jin; nizko nestabilni (MSI-L) tumorji izrazajo mikrosatelitno nestabilnost na
manj kot 40% testiranih markerjin; mikrosatelitno stabilni (MSS) tumorji niso
nestabilni na nobenem markerju. MSI tumorji predstavljajo tudi posebno
skupino tumorjev, ki ima specifi¢ne klini¢no-patolosgke znacilnosti, bolniki s to
vrsto tumorjev pa imajo ugodnej$o prognozo.

80-90% vseh mikrosatelitno nestabilnih kolorektalnih tumorjev je sporadi¢nih,
ostali pa pripadajo bolnikom z dednim nepolipoznim kolorektalnim karcino-
mom, imenovanim tudi sindrom Lynch.

Sindrom Lynch je najpogostej$a avtosomno dominantno dedovana predi-
spozicija za nastanek kolorektalnega karcinoma. Najobicajnej$i nacin diag-
nosticiranja te bolezni je na osnovi druzinske anamneze po amsterdamskih
kriterijih I in I1. V druZini s sindromom Lynch so vsaj trije bolniki s kolorektalnim
karcinomom ali z drugim karcinomom, povezanim s sindromom Lynch (mater-
nice, zelodca, ovarija, hepatobiliarnega in urinarnega trakta, mozganov ali
koze) v dveh zaporednih generacijah in vsaj en bolnik je mlajsi od 50 let.
Tumoriji bolnikov s sindromom Lynch imajo visoko stopnjo mikrosatelitne
nestabilnosti, bolniki pa imajo podedovano mutacijo v enem od genov, ki
kodirajo proteine sistema za popravljanje napak pri podvojevanju DNA (ang.
kratica MMR za Mismatch Repair). Pri analizi mutacij v genih MMR so ugo-
tovili, da pri velikem $tevilu bolnikov iz druzin, ki so ustrezale amsterdamskim
kriterijem, niso odkrili podedovane mutacije, po drugi strani pa so bile mutaci-
je odkrite pri bolnikih iz druzin, ki niso izpolnjevale amsterdamskih kriterijev.
Zato je bilo potrebno razviti novo metodologijo za odkrivanje druzin s sindro-
mom Lynch. Tukaj opisujemo na$o strategijo za presejanje sindroma Lynch, ki
temelji izklju¢no na molekularnogenetskih spoznanijih in je stopnjo doloCitve
podedovanih mutacij povecala s priblizno 65% na 87%.

Molekularnogenetski pristop za odkrivanje visoko
mikrosatelitno nestabilnih tumorjev in sindroma Lynch

Molekularnogenetska strategija temelji na dolo¢anju mikrosatelitne nestabil-
nosti v novoodkritih primarnih kolorektalnih karcinomih. Dolo&itev tumorjev, ki
so visoko mikrosatelitno nestabilni, je pomembna iz dveh vidikov: 1) omogoca
odkrivanje posebne skupine sporadicnih MSI-H tumorjev. Bolniki s to vrsto
tumorjev imajo boljSo prognozo in pri njih je uspesnejSa drugacna kemoter-
apija, 2) predstavlja prvo stopnjo pri molekularni identifikaciji bolnikov s sin-
dromom Lynch. Narejeno je bilo Ze veliko $tudij, da bi dolocili najprimernejsi in
najobcutljive$i set markerjev za odkrivanje visoko mikrosatelitho nestabilnih
tumorjev, ki so vkljuCevale tako dinukleotidne kot tudi mononukleotidne
mikrosatelitne markerje. |zdelali smo metodologijo, ki temelji na hkratni analizi
petih kvazimonomorfnih mononukleotidnih markerjev in pri kateri ni potrebno
analizirati normalnega tkiva bolnikov. Testirali smo jo na 595 novoodkritih
kolorektalnih karcinomih. 43 (7.2%) karcinomov je bilo visoko mikrosatelitno
nestabilnih. Glavni molekularni vzrok mikrosatelitne nestabilnosti sporadi¢nih
kolorektalnih karcinomov je hipermetilacija promotorja gena MLH1, karci-
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nomov bolnikov s sindromom Lynch pa mutacije v genih MMR. Vsem MSI-H
tumorjem smo zato najprej dolocili stanje metilacije promotorja gena MLH1.
8/43 (18.6%) tumorjev ni imelo hipermetilacije, zato smo jih nadalje analizirali
na prisotnost mutacij v genih MMR. V 7/8 (87.5%) tumorjih smo odkrili mutaci-
join s tem prisotnost sindroma Lynch.

Smiselnost molekularnogenetskega dolo¢anja sindroma
Lynch

Izbira molekularnogenetskega pristopa za odkrivanje druzin s sindromom

Lynch je pomembna iz ve¢ raziogov:

1) V 8tevilnih deZelah ni mogo¢ dostop do registrov dednih oblik raka.

2) Tudi, Ce registri obstajajo, so Stevilne mutacije v genih MMR nasli v druZi-
nah, ki niso izpolnjevale amsterdamskih kriterijev.

3) Ne glede na to, ali druZina izpolnjuje amsterdamske kriterije, konéno diag-
nozo sindroma Lynch lahko postavimo $ele z odkritiem mutacije.

Potreba po populacijskem presejanju mikrosatelitno nestabilnih kolorektalnih
karcinomov in sindroma Lynch postaja vse pomembnejS$a zaradi uspehov v
preventivi po kolonoskopskih pregledih in obetov v kemopreventivi. V 15-let-
nem projektu, kKjer so pri rizicnih posameznikih in nosilcih mutacije izvajali ko-
lonoskopijo na vsake 3 leta, so ve€ kot za polovico zmanjsali rizicnost za kolo-
rektalni karcinom in zmanj$ali umrljivost za priblizno 65%. Ker imajo nosilci
mutacije 70-80% dozZivljenjsko tveganje za kolorektalni karcinom, je smiselno
dologiti drufinske &lane s prisotno mutacijc. Stevilne noveje $tudije so
pokazale, da je odloCitev za genetsko testiranje precej pogosta, ¢e genstsko
svetovanje temelji na osebnem in pozornem posvetu. Po molekularno-
genetskem presejanju je mogoce spremljati druzine s sindromom Lynch s pre-
ventivhimi pregledi in posegi za prepreCevanje razvoja bolezni.

Zakljucek

Priblizno 10% sporadicnih kolorektalnih karcinomov in ve¢ kot 90% kolorek-
talnih karcinomov bolnikov s sindromom Lynch je mikrosatelitno nestabilnih.
Zaradi dovolj dobrega poznavanja molekularnih mehanizmov in razvoja
obcutljivih in dovolj hitrih metodologij lahko zakiju¢imo, da je postalo smisel-
no populacijsko presejanje mikrosatelitno nestabilnega kolorektalnega karci-
noma in sindroma Lynch na molekularno genetski .osnovi. Bolniki z MSI-H
tumorji imajo boljSo prognozo, ne glede na status tumorja ob diagnozi v pri-
merjavi z bolniki z MSS tumorii in pri njih so uspesdnejsi drugacéni nacini kemo-
terapije. Pokazali smo, da bolnike s sindromom Lynch lahko uspe3no doloci-
mo na osnovi analize MSI, metilacijskega statusa promotorja gena MLH1 in
nadaljne mutacijske analize genov MMR. Genetsko svetovanje in genetsko
testiranje rizi¢nih sorodnikov, spremljanje in preventiva s kolonoskopijo in
kemoprevencijo omogoc¢ajo, da bolezen zasledimo v zgodnji $e ozdravljivi
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obliki, kar je povezano z zmanj$anjem strodkov zdravljenja in najpomemb-
nejée s povecanjem prezivetja bolnikov.
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