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1. ANBEFALINGER

« Alle tilfeelde af KRC bgr undersgges for defekter i mismatch repair systemet

» Ved tab af ekspression af MLH1 og PMS2 eller MSI-H suppleres med undersggelse for BRAF
mutation og/eller methylering af MLH1-promotoren

»  Ved ikke-sporadisk dMMR bgr tilbydes henvisning til genetisk radgivning

2. BAGGRUND

Ca. 10-15% af kolorektalcancere (KRC) er karakteriseret ved et defekt mismatch repair (dAMMR) system
og dermed manglende evne til at reparere visse typer af fejl i DNA. Dette resulterer i cancere med mange
mutationer og mikrosatellit instabilitet.

Pavisning af defekter i MMR-systemet har betydning for identifikation af steerkt arvelig cancer, Lynch
syndrom (1).

Derudover har dAMMR positiv prognostisk vaerdi i st. I-11l KRC (2,3). Mht. MMR status” rolle i forhold til
vurdering af risikofaktorer og behandlingsindikationer henvises til retningslinjerne for onkologisk
behandling.

3. METODE

IMMUNHISTOKEMI

Defekter i MMR systemet kan pavises ved immunhistokemisk undersggelse af ekspressionen af de 4
mismatch repair proteiner. Manglende ekspression eller svag ekspression sammenlignet med lymfocytter
og stromale celler i tumorcellernes naerhed registreres som tab (4, billedet er ogsa her fra). Ved tab af
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Flowdiagram og fortolkning af immunhistokemisk ekspressionsmgnster:

Tab eller svag# ekspression af

Normal MMR MSH?2 og/eller MSH6 Tab eller svagt# ekspression af MLH1 og PMS2
eller PMS2
l BRAF mut BRAF wt
Med stor Med stor
sandsynlighed MSS sandsynlighed MSI
og ikke-Lynch og Lynch ¥
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MSS: Mikrosatellit stabil, MSI: Mikrosatellit
instabil

# Svag ekspression sammenlignet med interne
kontrol celler

§ Eventuelt suppleres med methyleringsanalyse
afhangig af lokal aftale

¥ Anbefales henvisning til genetisk udredning
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AFVIGENDE EKSPRESSION AF MMR PROTEINER

Ved afvigende ekspression forstas her immunhistokemisk reaktionsmgnster som ikke kan klassificeres som

A) Entydig komplet manglende eller relativt svag ekspression af et eller flere MMR proteiner i samtlige
tumorceller med bevaret ekspression i normale stromale celler/lymfocytter.

B) Entydig normal ekspression af samtlige MMR proteiner. Herunder ogsa intensitetsvarierende/svag

ekspression med tilsvarende intensitet i intratumorale stromale celler og lymfocytter.

| det efterfalgende gennemgas de hyppigst forekommende eksempler pa afvigende ekspression, baseret pa

et review fra 2021(6), hvorfra illustrationerne stammer.

SUBKLONAL MANGLENDE EKSPRESSION

Undertiden kan man i samme tumor observere en komponent med entydigt normal ekspression og en
komponent med entydigt manglende ekspression i tumorcellerne og normal ekspression i den interne

kontrol (intratumorale stromaceller/lymfocytter).
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KOMPLET TAB AF MLH1/PMS2 + SUBKLONALT TAB AF MSH6 + NORMAL EKSPRESSION AF MSH2

(herunder undersggelse af MMR systemet) foretages pa en metastase, idet man ikke pa primartumor kan

Fortolkning: Subklonalt tab af MMR protein, som fglge af en somatisk mutation. Henvisning til genetisk
afgare, hvilken komponent som er metastaseret.

radgivning er ikke indiceret. Ved metastatisk sygdom bgr evt. molekylarpatologisk undersggelse




Fortolkning: Tab af MLH1/PMS2 kan veere somatisk eller herediteert betinget, og udredes i henhold hertil.
MHS6 defekten tolkes som lokal somatisk defekt, og indicerer ikke i sig selv henvisning til genetisk
radgivning.

KOMPLET TAB AF MLH1/PMS2 OG MSH6

Fortolkning: Betydningen af komplet tab af MLH1, PMS2 og MSH6 er uvis. Man bgr undersgge for
BRAF variant /methyleringsstatus som vanligt ved MLH1/PMS2 tab, men uanset udfaldet af disse
supplerende analyser bar patienten for en sikkerheds skyld anbefales henvisning til genetisk udredning,
indtil der foreligger mere evidens pa omradet, idet vi ikke med sikkerhed kender betydningen af MSH6-
tabet.



TAB AF MSH6 + SUBKLONAL EKSPRESSION AF MSH2 + NORMAL EKSPRESSION AF MLH1/PMS2

Fortolkning: Mulig mutation af MSH2 eller MSH®6. Der er indikation for henvisning til genetisk
radgivning.



CYTOPLASMATISK EKSPRESSION AF MSH2 + TAB AF MSH6

Fortolkning: Abnorm ekspression af MSH2. Der er indikation for henvisning til genetisk radgivning.

PUNKTFORMET MLH1 FARVNING | KERNER SAMT TAB AF PMS2




Fortolkning: Handteres som klassisk tab af MLH1/PMS2.

Handtering af vanskelige cases

Vanskelig IHC
afleesning

Subklonalt tab

Gentag pa anden
blok/ resektat /
metastase eller
suppler med PCR-
baseret metode

Hvis indikation for
immunterapi gentages
IHC sa vidt muligt pa
metastatisk vaev.
Opfattes som ikke-
Lynch

Komplet tab af MLH1,
PMS2 og MSH6

Methyleringsanalyse

Methyleret: Med stor
sandsynlighed MSI og
ikke-Lynch, men tilrades
henvisning til genetisk
udredning alligevel

Ikke-methyleret:
Med stor
sandsynlighed
MSI og Lynch




MSI-ANALYSE

Alternativt til den immunhistokemiske undersggelse kan man pavise mikrosatellit instabilitet ved en PCR-
baseret metode. Ulempen ved denne metode er, at man ikke far klarlagt, hvilket gen der er defekt, og
dermed ikke kan tage stilling til behov for evt. methyleringsanalyse og arvelighed (7). Derfor bgr et MSI-H
resultat fglges op af IHC og/eller methyleringsanalyse for at kunne tage stilling til om patienten bar
tiloydes henvisning til genetisk udredning. MSI-low opfattes klinisk som MSS.

4. TEST STRATEGI

Konkordansen mellem MMR-IHC og MSI-PCR er hgj for kolorektal cancere. Et populationsstudie som
inkluderede omkring 600 patienter med coloncancer (stadie Il og 111) fandt kun fa uoverensstemmelser (8).
Det er her vaesentligt at veere opmarksom pa at MSl-analysen kreever en tilstreekkelig mangde tumorceller
og normale celler for at undga et falsk negativt resultat, hvor fordelingen afhaenger af testmetoden og ma
afklares lokalt. For IHC skal man kende til de ovenfor beskrevne pitfalls med afvigende
ekspressionsmgnstre (6).

Kriterierne for inklusion i immun checkpoint studier er oftest baseret pa vurdering af MMR status ved
anvendelse af kun en af de n@vnte metoder. ESMO anbefaler at man applicerer bade IHC og MSl-analyse
for tiloud om immunterapi (9), mens andre internationale retningslinjer ikke anbefaler dobbelttestning med
mindre der er tvivl om testresultatet (7,10). | Danmark mener vi indtil videre ikke at dobbelttestning er
ngdvendig, sa leenge man er opmarksom pa ovenstaende udfordringer, men der er indtil videre fa data pa
dette omrade.

Undersggelse af MMR status kan udmaerket laves pa den diagnostiske biopsi, hvilket fremmer hurtig
diagnostik herunder inddragelse af resultatet pdA MDT-konference og sikrer et resultat ogsa hos de mange
patienter, der ikke efterfalgende reseceres. Et mindre antal studier har undersggt og fundet hgj konkordans
mellem dMMR status i primer tumor og metastatisk vaev (11,12). | et enkelt studie tilskrives
uoverensstemmelse subklonalt tab (13).

Ved usikkerhed i forbindelse med tolkningen bgr man gentage analysen, anvende en anden metode, eller
udvalge en anden tumorblok. Ved uafklarede tilfeelde pa det primeert undersggte vaev bgr undersggelsen
gentages pa resektat eller metastatisk veev.

5. KODNING

SNOMED-kodning af resultatet er obligatorisk og registreres i DCCG databasen. Af hensyn til
dataopsamling bgr undersggelse foretaget pa arkivmateriale tilfgjes SNOMED-koden for *Supplerende
undersogelse af tidligere materiale’ (P30755).
Der findes fglgende kodemuligheder for det immunhistokemiske resultat:

- Normal ekspression

- Manglende ekspression

- afvigende ekspression, se tekst (kan anvendes ved f.eks subklonalt tab, det skal af teksten fremga hvordan
det tolkes)

- Nedsat ekspression (Anbefales ikke anvendt inden for kolorektal cancer)

Der findes fglgende kodemuligheder for resultat af MSI-analyse:
- MSS
- MSS/MSlI-low
- MSI

Hvis resultaterne af ovenstaende undersggelser peger i retning af en Lynch syndrom betinget cancer, bar
dette kommunikeres eksplicit til klinikerne, saledes at der ikke kan herske tvivl om, at patienten begr
tilbydes henvisning til genetisk radgivning.
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