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Mikrosatelliten-Instabilitat

Grundlagen und neue klinische Anwendungen

eines etablierten Biomarkers

DNA-Reparaturmechanismen gewdhrleisten die Integritdt des zelluldren Genoms. Ein Ausfall der soge-
nannten DNA-Mismatchreparatur (MMR) ist ein wesentlicher Mechanismus der Tumorentstehung, vor al-
lem bei kolorektalen Karzinomen und Endometriumkarzinomen. Eine gestorte MMR manifestiert sich als
Mikrosatelliten-Instabilitat (MSI) im Tumorzellgenom. Wéhrend bisher die MSI-Testung von Tumoren vor
allem zum Screening auf Lynch-Syndrom durchgefiihrt wurde, steht derzeit die Vorhersage eines Thera-
pieansprechens auf Inmuncheckpoint-Inhibitoren im Vordergrund der klinischen Anwendung.
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Als Mikrosatelliten werden kurze repetitive Basenab-
folgen im Genom bezeichnet. Die sich wiederholen-
den Nukleotidmotive bestehen aus einer einzelnen
Base (Mononukleotid-Mikrosatelliten) oder aus einer
einfachen Abfolge von mehreren (bis zu 10) Basen.
Basenfehlpaarungen und kleine nicht gepaarte
DNA-Schleifen, die bei der DNA-Replikation entste-
hen, werden durch den zelluldren MMR-Mechanis-
mus korrigiert (1). Bei Ausfall der MMR entstehen
neben zahlreichen somatischen Mutationen im Tu-
morzellgenom auch Léngenverédnderungen der Mi-
krosatelliten, die als Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)
bezeichnet werden. Der nachfolgende Beitrag be-
schreibt die Grundlagen und die aktuellen Anwen-
dungen der MSI-Testung in der klinischen Tumordia-
gnostik.

Grundlagen

Die Hauptakteure der MMR sind fiinf Proteine, die
heterodimere Komplexe bilden: MSH2, MSH3,
MSH6, MLH1 und PMS2 (1). Das MSH2/MSHé-He-
terodimer bindet bevorzugt an einzelne fehlgepaarte
Basen und kleine DNA-Schleifen (loops) von 1 bis
2 Basen. Loops aus 2 bis 10 Basen werden eher vom

Microsatellite instability

Impaired DNA mismatch repair (MMR) leads to high mutational load and microsatellite in-
stability (MSI) in tumor cell genomes. MMR function can be assessed by MMR protein im-
munohistochemistry and microsatellite length analysis using polymerase chain reaction with
fragment length analysis. In the past, both loss of MMR protein expression and microsatellite
instability were primarily used as a diagnostic marker for Lynch syndrome. A more recent
application is the selection of patients for immune checkpoint inhibitor therapy. This article
reviews key aspects related to clinical MMR testing.
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MSH2/MSH3-Dimer erkannt. Nach Bindung an ein
fehlerhaftes DNA-Molekdl  lagert  sich  das
MLH1/PMS2-Dimer an das MSH2/MSHé6- bzw.
MSH2/MSH3-Dimer an, so dass der funktionale Pro-
teinkomplex fur die DNA-Reparatur entsteht. Zu ei-
nem Ausfall der MMR-Funktion kommt es bei Fehlen
des MSH2-, MSH6-, MLH1- oder PMS2-Proteins.
Wahrend ein Expressionsverlust von MSH2, MSH6
und PMS2 in der Regel durch biallelische Mutationen
des jeweiligen MMR-Gens verursacht wird, ist der
MLH1-Verlust haufiger auf eine epigenetische Inakti-
vierung des MLH1-Gens zurlickzufihren (2).
Tumorzellen mit mangelhafter (defizienter) MMR
(dMMR) sind durch eine hohe Mutationslast gekenn-
zeichnet und werden als hypermutiert bezeichnet (3).
Kolorektale Karzinome (KRK) mit dMMR haben bis zu
100-mal mehr somatische Mutationen im Genom als
Tumoren mit intakter MMR (4). Weiterhin unterschei-
den sich MMR-defiziente und MMR-intakte Karzi-
nome beziiglich der mutierten Gene (Mutationssig-
natur), sodass von unterschiedlichen molekularen
Mechanismen der Tumorentstehung und Progres-
sion ausgegangen werden kann. Abzugrenzen von
der Hypermutation bei dMMR ist die Hypermutation
infolge von somatischen Mutationen in replikativen
DNA-Polymerasen (POLE) (4). POLE-Mutationen
flhren jedoch nicht zu einer MSI.

MMR-/MSI-Testverfahren

in der klinischen Diagnostik

Ein Funktionsausfall der MMR fihrt zu Langenveran-
derungen der Mikrosatelliten im Zellgenom. Mikro-
satelliten mit L&ngenverédnderungen werden als in-
stabil bezeichnet. Die Ldnge eines Mikrosatelliten
kann durch selektive Amplifikation mittels Polyme-
rase-Kettenreaktion (PCR) mit nachfolgender Langen-
analyse des PCR-Produkts (meistens mittels Kapillar-
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Abbildung 1: Mikrosatellitenanalyse.
Darstellung der wesentlichen Arbeitsschritte einer Testung
mit dem NCI-Referenzpanel (Bethesda-Panel).
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elektrophorese) ermittelt werden (Abbildung 1). In
der klinischen Diagnostik werden zur MMR-/MSI-
Testung eines Tumors in der Regel mindestens funf
Mikrosatelliten untersucht. Das NCI-Referenzpanel
(Bethesda-Panel) umfasst zwei Mononukleotid-Mi-
krosatelliten (BAT-25, BAT-26) und drei Dinukleotid-
Mikrosatelliten (D25123, D5S346, D7S5250). Eine
hochgradige Mikrosatelliten-Instabilitat (MSI-H) liegt
vor, wenn mehr als 30% der untersuchten Mikrosatel-
liten eine Instabilitdt aufweisen. Meistens liegt eine
Verkirzung (Deletion) um 4 bis 12 Basen vor. Mini-
male Langenvariationen (1-3 Basen) kénnen die Be-
urteilung erschweren (5). Bei Endometriumkarzino-
men fallt die Langenvariation haufig geringer aus als
bei KRK (6).

Andere Panel zur MSI-Analyse verwenden ausschliess-
lich  (quasi-)monomorphe Mononukleotid-Marker
(BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24, MONO-27; Promega
MSI Analysis System 1.2) und/oder eine gréssere An-
zahl von Markern (7 Loci; Idylla™ MSI Assay). Mono-
nukleotid-Marker zeigen eine gréssere Empfindlich-
keit als Dinukleotid-Marker fir Léngenverdnderun-
gen bei Vorliegen einer dMMR. Da monomorphe
Mikrosatelliten keine Langenvariabilitat zwischen In-
dividuen einer Population zeigen, kann bei ihrer Ver-
wendung auf die vergleichende Untersuchung von
Tumor- und Normalgewebe eines Patienten verzich-
tet werden.

Ein alternativer Ansatz zur Testung auf dMMR ist der
mittels Immunhistochemie nachgewiesene Expres-
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sionsverlust von MMR-Proteinen in Tumorzellkernen.
Hierbei werden je nach molekularem Entstehungs-
mechanismus einer MSI verschiedene Ausfallmuster
beobachtet. So zeigen die meisten KRK mit MSI-H
einen kombinierten Expressionsverlust von MLH1/
PMS2 oder MSH2/MSHb6, selten einen Ausfall von
MSH6 oder PMS2 allein. Bei KRK besteht eine hohe
Konkordanz (98%) zwischen MMR- und MSI-Test-
ergebnis (7). Fir Endometriumkarzinome wurde eine
geringere Konkordanzrate (94%) dokumentiert (8).
Daten fur andere Tumortypen fehlen bis jetzt. Diskor-
dante Testergebnisse konnen teilweise durch intratu-
morale Heterogenitat und technische Aspekte der
verwendeten Testverfahren erklart werden (8).

Die MSI-Testung kann an Gewebeproben und zytolo-
gischem Probenmaterial durchgeflhrt werden. Je
nach verwendeten Mikrosatelliten-Markern sind ne-
ben Tumorzellen auch Normalzellen zum direkten
Vergleich zu untersuchen. Vor der DNA-Gewinnung
ist ein ausreichender Tumorzellgehalt des Probenma-
terials sicherzustellen oder eine gezielte Tumorzell-
anreicherung durchzufihren (z.B. durch Mikrodissek-
tion).

Am héaufigsten findet sich eine dIMMR/MSI-H bei Kar-
zinomen des Endometriums (30%), des Kolons (20%)
und des Magens (20%) (9-11). Eine dMMR/MSI-H
wird jedoch auch bei vielen anderen histologischen
Tumortypen beobachtet, bei den meisten Tumor-
typen jedoch nur mit sehr geringer Frequenz.

Klinische Anwendungen

der MMR-/MSI-Testung

Im klinischen Kontext wird der Ausfall der MMR in Tu-
morzellen als diagnostischer, prognostischer und
pradiktiver Biomarker verwendet.

Molekulare Tumorklassifikation und Prognose

Bei mehreren histologischen Tumortypen (v.a. bei
Adenokarzinomen des Osophagus, des Magens, des
Kolons und des Endometriums) definiert der Ausfall
der MMR eine molekulare Subgruppe von Tumoren
mit charakteristischen pathologischen und klinischen
Merkmalen (12-15). So sind KRK mit dMMR/MSH-H
durch eine proximale Lokalisation im Kolon, mu-
zindse Differenzierung und zahlreiche tumorinfiltrie-
rende Lymphozyten charakterisiert (16). Endometrium-
karzinome mit dMMR/MSI-H zeigen haufiger als
mikrosatellitenstabile Karzinome die folgenden patho-
logischen Merkmale: Lokalisation im unteren Uterus-
segment, endometroider Typ, muzindse Differenzie-
rung sowie zahlreiche tumorinfiltrierende und peritu-
morale Lymphozyten (17).

Lokal fortgeschrittene KRK haben eine bessere Pro-
gnose und ein signifikant geringeres Rezidivrisiko
nach Resektion, wenn eine dMMR/MSI-H in den Kar-
zinomzellen vorliegt (18, 19). Daher empfehlen ver-
schiedene Guidelines (AWMF, ESMO, NCNN) bei
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KRK mit dMMR/MSI-H im Stadium Il, auf eine adju-
vante Chemotherapie nach kurativer Resektion zu
verzichten. Allerdings verschlechtert das Vorliegen
einer BRAF-V600E-Mutation die glinstige Prognose
der KRK mit dMMR (19). Wahrend rund 15% aller KRK
eine  dMMR/MSI-H  zeigen, findet sich eine
dMMR/MSI-H nur in etwa 5% der KRK im Stadium IV
und ist in diesem Erkrankungsstadium mit einer
schlechteren Prognose assoziiert (20).

Die prognostische Bedeutung der dMMR bei Ma-
genkarzinom wurde in Rahmen der MAGIC-Studie
untersucht (21). Wahrend das Vorliegen einer dMMR
bei Patienten, bei denen nur eine Resektion durchge-
fihrt wurde, mit einem besseren Uberleben assozi-
jert war, hatten Patienten, bei denen die Resektion
mit einer perioperativen Chemotherapie kombiniert
wurde, eine deutlich schlechtere Prognose bei Vorlie-
gen einer dMMR.

Die prognostische Signifikanz des MSI-Status bei En-
dometriumkarzinom ist nicht abschliessend geklart.
In einer aktuellen Studie zeigten Karzinome mit erb-
lich bedingter dMMR/MSI-H eine giinstigere Pro-
gnose, wahrend sporadische Karzinome mit MSI-H
schlechter als mikrosatellitenstabile Tumoren verlie-
fen (22).

Es wird angenommen, dass die bessere Prognose
von Tumoren mit dIMMR/MSI-H auf einer starken ge-
gen die Tumorzellen gerichteten Immunantwort be-
ruht (23). Unabhangig vom histologischen Typ haben
Tumoren mit AMMR/MSH-H bis zu 100-mal mehr Mu-
tationen als mikrosatellitenstabile Tumoren und ex-
primieren Neoantigene, die eine antitumorale Immu-
nantwort verstarken kénnen.

Screening auf Lynch-Syndrom

Das autosomal-dominant vererbte Lynch-Syndrom
ist das haufigste erbliche Tumordispositionssyndrom
und manifestiert sich vor allem durch ein KRK (Le-
benszeitrisiko 30-70%) oder ein Endometriumkarzi-
nom (Lebenszeitrisiko 30-60%) (24). Der Phanotyp
des Lynch-Syndroms umfasst auch Karzinome von
Ovar, Magen, Pankreas, Harntrakt und Dinndarm so-
wie Talgdrisentumoren der Haut mit je einem Le-
benszeitrisiko von bis zu 20%. Das Lebenszeitrisiko
der verschiedenen Tumortypen wird durch das be-
troffene Gen und die Art der ursachlichen Mutation
beeinflusst. Insgesamt sind 1 bis 3% aller KRK und
rund 1% aller Endometriumkarzinome mit einem
Lynch-Syndrom assoziiert.

Das Lynch-Syndrom wird durch inaktivierende Keim-
bahnmutationen in einem der MMR-Gene (meistens
MLH1 und MSH2, selten MSH6 und PMS2) oder eine
Deletion des EPCAM-Gens verursacht. Bei der Tu-
morentstehung wird durch somatische Mutation
auch das zweite Allel inaktiviert, sodass ein Funk-
tionsverlust des mutierten MMR-Proteins und als
Folge eine MSI-H im Tumorzellgenom entstehen.
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Abbildung 2: Universelles Tumorscreening auf Lynch-Syndrom.
Testalgorithmen zur Identifikation von Patienten fiir genetische Beratung

und Keimbahntestung.

Daher kénnen immunhistochemische Expressions-
analyse und molekulare MSI-Testung der Tumorzel-
len als Screeningverfahren fur Lynch-Syndrom einge-
setzt werden (Abbildung 2).

Ein universelles Tumorscreening (d.h. unabhangig
von Erkrankungsalter, histologischen Tumormerkma-
len, Familienanamnese, klinisch-pathologischen Pra-
diktionsmodellen) auf Lynch-Syndrom wird von ver-
schiedenen Fachgesellschaften (u.a. NCCN, ESMO)
bei Erstdiagnose eines KRK oder eines Endometri-
umkarzinoms empfohlen, da sowohl die Amsterdam-
[-Kriterien als auch die revidierten Bethesda-Krite-
rien nur geringe Spezifitdt und Sensitivitat fur die
Identifikation von Patienten mit Lynch-Syndrom ha-
ben. Das Screening verfolgt das Ziel, Patienten fir
genetische Beratung und Keimbahntestung zu
identifizieren (Abbildung 2). Bei KRK liegen Sensiti-
vitat und Spezifitdt eines MMR-Proteinausfalls fir
das Vorliegen eines Lynch-Syndroms bei 94% und
88% (25). Sensitivitat und Spezifitdt des MSI-Status
liegen bei 85% und 90% (26). Im direkten Vergleich
zeigen beide am Tumorgewebe durchgefihrten
Screeninguntersuchungen eine deutlich bessere
Performance als die Amsterdam-II- und die revierten
Bethesda-Kriterien (26).

Abzugrenzen von Lynch-assoziierten KRK sind spora-
dische Karzinome mit MSH-H infolge MLH1-Expres-
sionsverlust durch Methylierung des MLH1-Genpro-
moters. Dieser erworbene MLH1-Verlust ist haufig
(40-80%) mit einer somatischen BRAF-V600E-Muta-
tion assoziiert und kann durch eine BRAF-Mutations-
analyse und/oder die direkte Untersuchung der
MLH1-Promotermethylierung identifiziert werden.
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Ansprechen auf 5-Fluoruracil-basierte
Chemotherapien

Der Antimetabolit 5-Fluoruracil (5-FU) wird allein
oder in Kombination mit anderen Wirkstoffen zur
chemotherapeutischen Behandlung bei verschiede-
nen Tumorerkrankungen eingesetzt (u.a. in den
FOLFOX- und FOLFIRI-Schemata). Mehrere praklini-
sche und klinische Studien deuten darauf hin, dass
der MSI-Status ein pradiktiver Biomarker fir Chemo-
sensitivitat (5-FU-Resistenz und Irinotecan-Sensiti-
vitat) bei KRK ist. In kirzlich veroffentlichten Meta-
analysen konnte jedoch keine eindeutige Assoziation
zwischen einem Ansprechen auf 5-FU und dem MSI-
Status nachgewiesen werden (27, 28).

Ansprechen auf Immuncheckpoint-Inhibitoren
Derzeit werden antagonistische Antikdrper gegen
drei Zielmolekile (PD-1, PD-L1, CTLA-4) zur thera-
peutischen Immuncheckpoint-Inhibition bei onkolo-
gischen Erkrankungen eingesetzt (29). Bei rund 20%
der Patienten mit einem fortgeschrittenen Tumor-
leiden ist mit einem Therapieansprechen auf Immun-
checkpoint-Inhibitoren zu rechnen. Zuverlassige Bio-
marker fir die Vorhersage eines Therapieanspre-
chens fehlen jedoch bisher (30).

Eine Assoziation zwischen dMMR/MSI-H und An-
sprechen auf Immuncheckpoint-Inhibition ist derzeit
am besten fur das KRK belegt (31-33). Bei Vorliegen
einer AMMR/MSI-H induzierte eine Pembrolizumab-
Monotherapie bei 40% der Patienten mit metastasier-
tem KRK' (Stadium V) ein objektives Ansprechen,
wéhrend es bei keinem Patienten mit mikrosatelliten-
stabilem Karzinom zu einem Ansprechen kam (31). Mit
Nivolumab, einem weiteren PD-1-Inhibitor, wurde bei
therapierefraktdrem metastasiertem KRK mit dMMR/
MSI-H eine objektive Ansprechrate (ORR) von 31%
beobachtet (33). Die ORR konnte durch Kombination
von Nivolumab mit Ipilimumab, einem CTLA-4 Inhibi-
tor, auf 55% gesteigert werden (32). Eine Assoziation
zwischen dAMMR/MSI-H und Ansprechen auf Immun-
checkpoint-Inhibition wurde unter anderem auch fir
Karzinome der Prostata, des Magens und des gastro-
dsophagealen Ubergangs beobachtet (11, 34).

Im Zusammenhang mit durch die Swissmedic zuge-
lassenen Anwendungen von Immuncheckpoint-Inhi-
bitoren ist der Nachweis einer dMMR/MSI-H zurzeit
nur in Hinblick auf eine Nivolumab-Monotherapie fir
die Behandlung von Patienten mit metastasiertem
KRK von Bedeutung.

Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Testung von Tumoren auf dMMR/MSI-H wurde
bisher vor allem als Screeningverfahren auf Lynch-
Syndrom durchgefihrt. Seit der Einfiihrung von Im-
muncheckpunkt-Inhibitoren in die onkologische The-
rapie kommt dMMR und MSI-H auch die Bedeutung
von préadiktiven Biomarkemn zu.

Zurzeit werden Immunférbungen fir MMR-Proteine
und direkte Mikrosatellitenanalyse zum Nachweis ei-
ner dAMMR/MSI-H eingesetzt. Technologische Wei-
terentwicklungen der Hochdurchsatz-Sequenzierung
(NGS) werden zukinftig eine Kombination von MSI-
Testung und anderen molekularpathologischen Tu-
moruntersuchungen wie Mutationsprofilierung und
Analyse der Tumormutationslast ermdglichen. Fir
die klinische Anwendung einer NGS-basierten MSI-
Testung ist zuvor noch eine Standardisierung der Me-
thode bezlglich Auswahl und Anzahl der untersuch-
ten Mikrosatelliten sowie der Auswertekriterien und
-algorithmen erforderlich. |
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