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Mikrosatelitna instabilita (MSI) predstavuje stav genomickej alteracie vyskytujicej sa v oblasti mikrosatelitov,
tvorenych zvycajne 1 — 6 nukleotidovymi opakovaniami. Je vSeobecne zname, Zze determinacia stupna MSI je
kritickym parametrom pre celozivotny skrining pacientov s Lynchovym syndrémom. Aktualne dostupné diag-
nostické pristupy v klinickej praxi, ktoré sluzia na detekciu MSI, v§ak vykazuju isté limitacie. Moderné techno-
I6gie sekvenovania novej generacie maju v kombinacii s analyzou tekutej biopsie velky potencial tieto obme-
dzenia prekonat. Viaceré studie preukazuju, Ze technoldgia masivne paralelného sekvenovania méze poskytnut
presnejsi, cenovo efektivnejsi a dostupnejsi pristup detekcie a skriningu MSI v nadoroch asociovanych s Lyn-
chovym syndrém.
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Detection of microsatellite instability in Lynch syndrome-associated tumours

Microsatellite instability (MSI) is a state of genomic alteration occurring in the region of microsatellites, usual-
ly formed by 1 - 6 nucleotide repeats, which accumulate indels of several base pair sizes. It is well known that
the determination of the degree of MSI is a critical parameter for lifelong screening of patients with Lynch syn-
drome. Currently available diagnostic approaches in clinical practice, which are used to detect MSI, have certain
limitations. Modern next-generation sequencing technologies, combined with liquid biopsy analysis, have great
potential to overcome these limitations. Several studies have shown that massively parallel sequencing technol-
ogy, coupled with appropriate bioinformatics tools, can provide a more accurate, cost-effective, and affordable

approach to detecting and screening MSI in Lynch syndrome-associated tumours.
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Lynchov syndrém je autozomalne dominantné dedic-
né ochorenie charakterizované defektmi v systéme opra-
vy chybne spéarovanych baz — MMR systéme (mismatch
repair system). lde o postreplikativny opravny systém zais-
tujuci integritu gendému prostrednictvom reparacie chybne
inkorporovanych nukleotidov, tvoreny predovsetkym Styrmi
hlavnymi génmi MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2. Je zname,
ze pacienti s diagnostikovanym Lynchovym syndrémom
su vystaveni zvySenému riziku rozvoja viacnasobnych syn-
chrénnych alebo metachrénnych kolonickych a/alebo ex-
trakolonickych malignit so véasnym ndstupom fenotypu.
U pacientov s Lynchovym syndromom sa tieto typy malig-
nit objavuju pomerne skoro, a to priemerne okolo 40. az
50. roku Zivota (tabulka 1). Medzi najcastejsSie typy nddorov
asociovanych s Lynchovym syndrémom patri kolorektalny
karcindm, a to pri oboch pohlaviach, a karcindm endomet-
ria u zien, ale aj rakovina Zaludka, ovarii, tenkého Creva, he-
patobiliarneho a urinarneho traktu, mozgu a CNS a tiez Siro-
ké spektrum dal$ich onkologickych ochoreni®.

Mikrosatelity a ich instabilita u pacientov
s Lynchovym syndrémom

Mikrosatelity alebo aj kratke tandemové repeticie (STR;
short tandem repeats) st vo vSeobecnosti definované ako
sekvenéné opakovania az do dizky 100 bazovych parov®. Su
tvorené opakujucimi sa sekvenciami pozostavajlicimi z mo-
tivov velkosti 1 — 6 nukleotidov, pricom pokryvaju zhruba
2,5 % ludského genému s poétom ~ 2,5 miliéna lokusov®.,
Su oznacované za genetické hotspoty s mierou mutability
10- az 100 000x vy$Sou v porovnani so zvyskom gendmu®.
Uddvana frekvencia mutdcii na generaciu je oproti jednonuk-
leotidovym polymorfizmom radovo vys$sia®. Predpoklada sa,
7e vari4cie dizky STR oblasti si podmienené prekiznutiu DNA
v procese replikacie, ¢o v kone¢nom doésledku vedie k inde-
lom velkosti jedného alebo viacerych mikrosatelitnych moti-
vov. Vzniknuté indely st v oblastiach mikrosatelitnych loku-
sov opravované najma funkénym MMR systémom®. Kedze
mikrosatelity predstavuju velmi nestabilné Casti genému, pri-
tomnost patologickych zarodo¢nych mutacii v MMR génoch
andasledna dysfunkcia MMR opravného systému u pacientov
s Lynchovym syndrémom mézu vyustit do mikrosatelitnej
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Tabulka 1. Riziko vzniku rakoviny v beznej populacii a u pacientov s mutaciami v génoch MLH1 a MSH2, spolu s priemernym

nastupom veku ochorenia.

Lynchov syndrém (heterozygot MLH1, MSH2)

Typ nadoru Riziko v beznej populacii R T A
Kolorektalny karciném 4-5% 52-82% 41 - 46 rokov
Endometrium 2,7 % 25-60% 48 - 62 rokov
Prostata 11,6 % ~30% NA
Zaltdok <1% 6-13% 58 rokov
Ovaria 13% L0 43 rokov
Hepatobiliarny trakt <1% 14-4% NA
Urinarny trakt 4% ~7% ~ 55 rokov
Tenké ¢revo 0,3 % 3-6% 49 rokov
Mozog/CNS 0,6 % 1-3% ~ 50 rokov
Pankreas 1% <5% NA

*NA — not available/déta nie su k dispozicii

instability (MSI, microsatellite instability) (obrazok 1), pricom
jej detekcia predstavuje v klinickej praxi dolezity prognostic-
ky a diagnosticky marker.

Aktualne skriningové pristupy detekcie MSI
v klinickej praxi

Detekcia MSI a skrining pacientov s Lynchovym syndré-
mom su zalozené na dvoch zakladnych pristupoch. Prvy,
vychadzajuci z imunohistochémie (IHC; immunohistoche-
mistry) proteinov zahrnutych v MMR systéme, a druhy, vyuzi-
vajuci PCR amplifikaciu vybraného poctu mikrosatelitovych
markerov (MSI-PCR) (tabulka 2). Detekcia MSI predstavuje
skriningovy test, ktory umoznuje z pomerne rozsiahlej vzorky
nadorov vybrat tie, ktoré mézu byt asociované s Lynchovym
syndrémom. Uvadza sa, ze MSI vykazuje ~ 90 % Lynchovych
asociovanych nadorov v porovnani s ~ 15 % sporadickych
kolorektdlnych karcinémov, spdsobenych najma hyperme-
tylaciou prométora génu MLH1?. Vhodnym markerom na
selekciu sporadickych nadorov je vySetrenie na pritomnost
danych metylacii MLH1 alebo analyza mutacie p. V600E
v géne BRAF®.

Metéda MSI-PCR kombinuje fluorescenénu multiplex PCR
a kapilarovu elektroforézu, ¢im umoznuje detegovat status
MSI porovnavanim fragmentaéného profilu amplifikovanych
markerov medzi zdravym a naddorovym tkanivom ziskanym
od toho istého pacienta. V priebehu dekad boli predstave-
né viaceré panely, siCasné testy Siroko vyuzivané v klinickej
diagnostike sa vSak spoliehaju predov§etkym na lokusy tvo-
rené mononukleotidovymi opakovaniami — homopolymérmi.
V sucCasnosti najpouzivanejSou esejou zaloZzenou na tomto
principe je metdda fragmentacnej analyzy MSI Analysis Sys-
tem verzia 1.2 (Promega), ktora vyuziva panel 5 kvazi-mono-
morfnych homopolymérnych markerov BAT-25, BAT-26, NR-
21, NR-24 a MONO-279),

Na druhej strane IHC sa odporuca ako prvotné skriningové
vySetrenie pri lieCbe pacientoy, u ktorych existuje podozrenie
na pritomnost mutéacii v MMR génoch, s ciefom identifikovat
pacientov, ktori su vhodni na dalSie molekularnogenetické
analyzy. IHC predstavuje rychlu a relativne jednoduchd ese;j,
ktora deteguje expresiu MMR proteinov MLH1, PMS2, MSH2
a MSH6 v tkanive odobratého z reprezentativnej ¢asti biop-
sie(9. VyraznejSou limitaciou IHC je nevyhnutna pritomnost
vysokokvalifikovaného personalu, a to pri odbere biopsie

Obrazok 1. Molekularny mechanizmus MSI. Pocas replikdcie
STR oblasti (C10) méZe dojst k reaneldcii DNA retazca mimo
pbvodného miesta s ndslednou inzerciou alebo deléciou jedného
alebo viacerych nukleotidov (G11). Heterodimér MSH2-MSH6,
ktory rozpoznadva chybne sparované bazy, spolu s heterodimérom
MLH1-PMS2 podporuje exciziu tejto ¢asti chybného vldkna, a to aj
za pomoci exonukledzy EXO1. Pri absencii aktivity MMR systému
zostdva tento usek neopraveny. V priebehu nasledujucej replika-
cie DNA sa vlakno obsahujice G11 stava templatom, pricom jeho
uspesnd replikdcia vedie k trvalej fixacii nukleotidu a ku generova-
niu novej alely C11. Komplex PCNA a DNA polymerdza 6 zabez-
pecuju syntézu nového vldkna. MSI — mikrosatelitna instabilita;
MSS - mikrosatelitna stabilita.
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Tabulka 2. Porovnanie IHC a MSI-PCR.

vysledok v rdmci4 - 6 h

+ identifikdcia MMR génov pre sekvenéné

IHC + lahko aplikovatelna metéda
+ realizovatelnd na vzorkach s < 20 %
neoplastickych buniek

+ cenova efektivita

. - separatna analyza 4 MMR proteinov (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6)
+ potreba Specialistu na interpretaciu vysledkov
analyzy « falo$na pozitivita: artificidlne straty expresie ako pricina preanalytickych faktorov
alebo v dosledku technickych limitacii
- zriedkava falo$na negativita: Ziadna zjavna strata expresie v dosledku missense
mutdcii v MMR génoch s intaktnou imunoreaktivitou v ~ 10 % pripadov

+ pritomnost $pecialistu

+ multiplex PCR
MSI-PCR )
+ lahka reprodukovatelnost experimentov

+ cenova efektivita

+ vysledok vramci<5h + Ziadna indikacia o MMR génoch
+ vzorky najmenej s 20 % neoplastickych buniek
+ zriedkava falo$na pozitivita: mikrosatelitné polymorfizmy

+ informativna iba pre limitovany typ nadorov

aj pri vyhodnocovani analyz. Bolo pozorované, ze medzi vy-
sledkami MSI a IHC analyzami existuje nesulad, pricom uva-
dzana citlivost IHC pri predpovedani MSI je ~ 92 %("12, Ne-
gativami IHC su takisto faloSne pozitivne vysledky, ktoré
vznikaju pri takych mutaciach v MMR génoch, ktoré vo vy-
sledku neovplyviuju translaciu, stabilitu a antigenicitu prote-
inu, ¢im dochadza k jeho intaktnému zafarbeniu®?. Porovna-
nie technickych a metodologickych aspektov MSI-PCR a IHC
aj ich limitacie sumarizuje tabulka 2.

MSI ako indikator prognézy odpovede
na imunoterapiu

Okrem iného detekcia MSI pomaha pri selekcii pacien-
tov na zaradenie na imunoterapiu. Preukazalo sa, Ze pri me-
tastatickom kolorektalnom karcindme je ~ 10 % pacientov
nespravne zaradenych do imunoterapeutickych studii v do6-
sledku falo$ne pozitivnych vysledkov IHC alebo MSI-PCR(3),
Na posudenie adekvatnosti lieCby pomocou inhibitorov imu-
nitného kontrolného bodu (ICl; immune checkpoint inhibi-
tors) sa odporuca kombinéacia pristupu IHC a MSI-PCR pri
metastatickom CRC aj pri inych druhoch nddorov spadaju-
cich do spektra Lynchovho syndromu¥. Preukazalo sa, Ze
nadory s vysokym stupiom MSI maju vo vSeobecnosti vy-
sokU pravdepodobnost reakcie na inhibiciu PD-1/PD-L1 dra-
hy (programmed cell death 1/programed cell death ligand 1),
ktora je povazovana za jeden z kontrolnych bodov imunitnej
odpovede. Protein PD-1, vysokoexprimovany aktivovanymi
T-bunkami, B-bunkami, dendritickymi bunkami a NK bunka-
mi, ktory po vazbe na PD-L1 receptor, nachadzajuci sa vo vel-
kom mnozstve na niektorych rakovinovych bunkach, pomaha
takymto bunkam uniknut pred imunitnym systémom hosti-
tela. Monoklonalne protilatky, akymi su inhibitory anti-PD-1
alebo anti-PD-L1 mézu takuto vazbu blokovat a zvySovat tak
imunitny odpoved proti bunkdm nadoru (obrazok 2). Na za-
klade predklinickych studii je tento typ lieCby uc¢inny v kombi-
nacii s radioterapiou, chemoterapiou, inhibitormi kindz a epi-
genetickymi lieGivami(9,

Vyuzitie masivne paralelného sekvenovania v MSI
diagnostike

Aktudlne sa dostdva do popredia nazor, ze pouzitie pa-
nelového sekvenovania ako prvotného skriningu MSI pred-
stavuje v klinickej praxi cenovo efektivny sposob diagnostiky
Lynchovho syndrému a inych nddorovych a polypdznych syn-

dréomov(®), pricom sekvenovanie nadoru ako prvotny krok pri
skriningu Lynchovho syndrému mozZe nahradit sticasne po-
uzivané pristupy(”). Velkou vyhodou NGS metdd oproti MSI-
PCR je predovS§etkym subor analyzovanych markerov, kto-
ry variruje az po niekolko tisic. Okrem vysSej citlivosti je to
v niektorych pripadoch absencia parovej vzorky kontrolného
nenadorového tkaniva, ktora je pre pristupy MSI-PCR nevy-
hnutna. Dokazy o adekvatnosti masivne paralelného sekve-
novania pri detekcii MSI poskytlo sekvenovanie Standardne
pouzivaného génového panela Bethesda/NCI. Ziskané vy-
sledky korelovali s metédou MSI-PCR analyzy, ¢o demon-
Struje, Ze pristupy zalozené na vysokoparalelnom sekvenova-
ni predstavuju vhodnu skriningova a diagnostickd metédou
na testovanie MSI(®. Detekcia MSI vychadzajlca z rozlic-
nych sekvenacnych platforiem dosahuje vysoku Specificitu
a senzitivitu, Co demonstruje, ze tento pristup méze v bliz-
kom Case plnohodnotne nahradit konven¢ne pouzivané skri-
ningové metody'. Vybrané stldie zaoberajlce sa detekciou
MSI v nadoroch kolorekta pomocou masivne paralelného

Obrazok 2. Mechanizmus ucinku anti-PD-1 a anti-PD-L1 lieCiv.
Ked' sa PD-L1 (ligand programovanej bunkovej smrti 1) na nddo-
rovej bunke naviaZe na receptor PD-1 (receptor programovanej
bunkovej smrti 1) na T-bunke, st apoptické mechanizmy T-buniek
inhibované a brania imunitnému systému pri napadnuti nadorovej
bunky. Blokovanie PD-L1 alebo PD-1 umoZriuje T-bunkam po na-
viazani antigénu napadnit nadorové bunky.

Tumor cell Tumor cell death

PD-L1 PR-L1

Anti-PD-L1
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Tabulka 3. Stidie zaoberajtce sa detekciou MSI pomocou masivne paralelného sekvenovania.

Stadia | Platforma | Typ nadoru | Vstup

Lee et al. (2021)% lllumina NextSeq 500 Kolorektalny karciném Tkanivo
Kim et al. (2019)% lllumina MiSeq Kolorektalny karciném Tkanivo
Nowak et al. (2017)% lllumina HiSeq 2500 Kolorektalny karciném Tkanivo
Hempelmann et al. (2015)* lllumina MiSeq Kolorektalny karciném Tkanivo

sekvenovania zobrazuje tabulka 3. Napriek Sirokému spek-
tru nastrojov na vyhodnocovanie MSI zo sekvenénych dat vy-
kazujucich v porovnani s MSI-PCR konkordanciu, ktora vari-
ruje od 92,3 % do 100 %2, neboli doposial’ predstavené
konsenzudlne kritérid na vyhodnocovanie MSI, ¢o do istej
miery limituje ich zavedenie do rutinnej klinickej praxe.

Potencial cirkulujicej nadorovej DNA v MSI
diagnostike

Potencial cirkulujicej nadorovej DNA (ctDNA, circulating
tumour DNA) je pripisovany vlastnostiam, ako je schopnost
sledovat progresiu nadorového ochorenia, moznost pred-
povedat recidivu nadoru a v neposlednom rade schopnost
odrazat stav nadorovej heterogenity®?. Zaroven medzi MSI
fenotypom v ctDNA a nadorovom tkanive existuje vysoka
miera korelacie. KedZe len mala ¢ast z fragmentov ctDNA
v cirkulacii pochddza z nddorovych buniek, detekcia MSI za-
lozend na baze tekutej biopsie si vyzaduje velmi citlivy pri-
stup. Presnost a citlivost menej invazivnych metdd zaloze-
nych na analyze volnych cirkulujicich nukleovych kyselin je
ovplyvnena faktormi, medzi ktoré patria napriklad technické
a bioinformatické vyzvy pre efektivne sekvenovanie, mapo-
vanie, volanie variantov a korekciu chyb v oblasti vysokorepe-
titivnych mikrosatelitnych lokusov, nizka frakcia ctDNA v cir-
kulacii, respektive chyby vznikajuce pri replikacii genomu®@.

Pristupy na hodnotenie stavu MSI prostrednictvom ana-
lyzy ctDNA dosahuji konkordanciu na drovni ~ 99 % pre
status MSI medzi vzorkami tkaniva a ctDNA(224_ Kritickym
parametrom eseji vychadzajucich z analyzy volnych cirku-
lujacich nukleovych kyselin je frakcia nadorovych buniek,
pretoze Gcinnost detekcie MSI vo vzorkach s vysokou kon-
taminaciou zdravych buniek vyznamne klesa®. V neposled-
nom rade je to heterogenita a dynamika nadoru, pri ktorej
inter- a intratumorova variabilita su kli¢ovym faktorom pri-
spievajucim k nesuladu medzi pacientmi/kohortami. N&-
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dorové bunky prechddzaji v odpovedi na stres sposobeny
prostredim a terapiou klonalnou evoltciou, ktora moéze menit
ich geneticku informaciu. Napriek tomu sa predpoklada, ze
tekuta biopsia ma v porovnani s tkanivom potencial niekol-
konasobne lepsieho zachytu tumorovej heterogenity®®. Naj-
novsie validacie preukazuju 100 % senzitivitu a Specificity,
ato aj v pripade 0,05 % obsahu ctDNA®. Napriek evidencii,
Ze pristupy zalozené na analyze ctDNA poskytuju pri detek-
cii MSI pomocou vysokoparalelného sekvenovania mikrosa-
telitnych lokusov dostato¢nu citlivost, st pre ich zavedenie
do klinickej praxe potrebné dalsie funkéné validacie.

Zaver

Sirokd dostupnost detekcie MSI pomocou vysokoparalel-
ného sekvenovania v klinickej praxi moze v kone¢nom do6-
sledku eliminovat spektrum komplikacii, ktoré su spojené
s aktualne zauzivanymi pristupmi. Zaroven, neustale inova-
cie vo vypoctovych algoritmoch umoznuju rozsiahly skrining
v desiatkach az stovkach vzoriek sicasne, so senzitivitou
na urovni konvencne pouzivanych skriningovych nastrojov.
Analyza telovych tekutin okrem iného vedie ku kvalitnejSie-
mu manazmentu pacientovho ochorenia, a to pri monitoro-
vani odpovede tumoru na protinadorovu terapiu aj pri sledo-
vani jeho pripadnej recidivy.
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