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SAMMENDRAG
Bakgrunn
Det er ofte utfordrende & skille sporadisk og arvelig tykk- og endtarms kreft. Oppgaven
beskriver hvordan man kan oppdage de som har en medfedt sarbarhet i MMR-gener og

hvorfor slike undersekelser er viktig i oppfelging av pasienter og familiemedlemmer.

Metode

Studentoppgaven baserer seg pa litteratursek i egnede databaser hovedsaklig Pubmed
med nekkelordene «colorectal neoplasms», «Lynch syndromey, «microsatellite
instability», «KDNA mismatch repair». Studien baseres ogsa noe pa erfaring ved

hospitering pd Medisinsk genetisk avdeling og Klinisk patologi, UNN.

Resultat

Genetisk utredning starter med & kartlegge familiens krefthistorie. Dersom pasienten
onsker videre utredning, gjeres undersekelse av mikrosatelittinstabilitet (MSI) og
immunbhistokjemi (IH) av tumormaterialet for & se etter tegn til mutasjon 1 gener som er
assosiert med Lynch syndrom. Ved videre mistanke gjores det s& mutasjonsutredning av
relevante MMR-gener. Det anbefales jevnlige kontroller hvis man finner feil i MMR-

gener eller hvis familiehistorien tilsier at det foreligger en familier belastning.

Diskusjon/konklusjon
Det foreligger sterke holdepunkter for okt overlevelse og redusert morbiditet gjennom
et kontrollopplegg dersom man felger henvisningskriteriene for genetisk utredning og

bruker molekylergenetiske teknikker som kan indikere feil i MMR-gener.
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BAKGRUNN
Innledning
Kolorektalcancer (CRC) har hatt en ekende insidens de siste ti &rene med 3624 nye
tilfeller 1 2009. Kreft i tykktarmen er den tredje hyppigste kreftformen hos menn
(prostata- og lungekreft er pa henholdsvis forste og andreplass) og den nest hyppigste
kreftformen blant kvinner (brystkreft er hyppigst)[1]. Norge har den hoyeste insidensen
av de nordiske landene og ligger pa verdenstoppen blant kvinner i utvikling av nye
tilfeller av CRC. Det er rimelig 4 anta at den raske veksten vil fortsette hovedsaklig péa
grunn av gkt levealder i befolkningen. Samtidig har overlevelsen for denne kreftformen
okt de siste 40 arene og de viktigste arsakene til dette mener man er utvikling av bedre
diagnostiske verktoy for & oppdage kreft i et tidligere stadium og ikke minst bedre
behandlingsalternativer. I klinikken prever man a skille mellom arvelig og sporadisk
CRC da det avgjer videre strategi for pasientens utredning og kontrollopplegg, samt at
man kan tilby genetisk testing med pafelgende kontrollopplegg av familiemedlemmer.
De sporadiske tumorene utgjer omtrent 75% av alle tilfellene, mens om lag 25% fér
CRC som et resultat av familier sdrbarhet i1 arvestoftet [2]. Arvelig CRC deler seg inn i
to greiner: polypest syndrom, blant annet familieer adenomates polypose (FAP) som
stér for 1-2 % av tilfellene av arvelig CRC, og Lynch syndrom (tidligere kalt herediteer
ikke-polypes kolorektalcancer, HNPCC) som utgjer 2-5 %. Andre familizre tilfeller av
CRC pa grunn av hittil ukjente genetiske faktorer utgjor rundt 20%. FAP skyldes
nedarvet autosomal dominant mutasjon i tumorsuppressorgenet APC, som resulterer 1
redusert hemming av cellesyklus. Kliniske manifesterer dette seg ved dannelse av
hundrevis av polypper i tykktarmen. Lynch syndrom nedarves ogsé autosomal
dominant, men skyldes mutasjon i mutatorgener, det vil si gener som koder for
proteiner som ivaretar genomets integritet [3]. Utvikling av kolorektalkreft kan kobles

opp mot tre ulike molekylaere hovedmekanismer:

1) Kromosominstabilitet (CIN)
2) Epigenetiske endringer som gir hypermetylering 1 proteinkodende omrader

3) Mikrosatelittinstabilitet (MSI)

Man mener at forstyrrelse i disse tre mekanismene kan redusere den genetisk

stabiliteten i onkogener, tumorsuppressorgener og DNA-reparasjonsenzymer pa en



madte som favoriserer karsinogenese. Ved CIN ses et unormalt kromosomantall 1 hver
somatiske celle noe som er assosiert med for eksempel mutasjon 1 APC og gir opphav
til familieer adenomatas polypose. Det er beregnet at 80-85% av CRC skyldes CIN og
15-20% skyldes MSI og inkluderer bade sporadisk og arvelig etiologi (figur 1).
Epigenetiske drsaker skyldes ikke endringer av selve genomet, men forandrer
proteinuttrykking ved hypermetylering av proteinkodende omrader. Ved CRC er det
spesielt overmetylering av CpG-gyer (omrader med mange cystein- og guaninbaser)
som ligger rett ved promotorregioner slik at transkripsjon av genene og folgelig

proteinuttrykking uteblir [4, 5].

| Tykktarmskreft |
CIN MSI
80-85% 15-20%
Sporadisk Arvelig Sporadisk Arvelig
P53 FAF Hypermetylering Lynch
KRAS MUTYH

Figur 1: Her illustreres at CRC enten kan komme av kromosominstabilitet (CIN) eller
mikrosatelittinstabilitet, MSI. CIN er vanligst og ses 1 80-85% av krefttilfellene, mens MSI utgjor 15-
20%. Det vanligste er sporadisk ervarvet kromosominstabilitet (CIN), f.eks mutasjon i
tumorsuppressorgenet P53 eller onkogenet KRAS, og er arsak til 78-83% av alle krefttilfellene i tykktarm.
Familizer adenomates polyppose (FAP) og MUTYH nedarves henholdsvis autosomal dominant og
autosomalt resessivt og utgjer om lag 2%. MSI skyldes oftest hypermetylering, det vil si epigenetisk

«silencing» av promotorregioner og som derved gir redusert proteinuttrykk. 2-5% av CRC oppstar pga

Lynch syndrom [3].

Sporadisk eller arvelig kolorektalcancer?

De aller fleste av oss blir fodt med to friske alleler (genvarianter) av genene vére. Skjer
det en mutasjon i et allel har man fortsatt det andre allelet som kan ivareta
genfunksjon. Det ma altsé skje to mutasjoner for & tape total genfunksjonen, et sakalt

«two hity-fenomen. Er man derimot fodt med en mutert variant i ett av allelene vil



mutasjon i det normale allelet gi tap av genfunksjon. Det betyr at én mutasjon er
tilstrekkelig for & medfere sykdom, og det defineres derfor som «one hit»-fenomen

(figur 2).

SPORADIC CANCER Two acquired mutations

2 Normal Genes 1 Damaged Gene 2 Damaged Genes Tumor Develops
1 Normal Gene

HEREDITARY CANCER One inherited and one acquired mutation

| - 1l - %%

1 Damaged Gene 2 Damaged Genes Tumor Develops Sooner
1 Normal Gene

Figur 2. @verst forklares prinsippet der man blir fadt med to friske gener hvor det trengs to sporadiske
mutasjoner for 4 utvikle kreft, sékalt «two-hit»-prinsipp. Nederst ser en tilfellet hvor man ved fodsel
allerede har en mutasjon i et gen der det kun behaver & skje en sporadisk mutasjon i det andre genet for &
utvikle kreft, «one-hit»-prinsipp, og derved eker risikoen betydelig for & utvikle kreft tidligere i livet enn
normalt. Illustrasjonen kalles ogséd Knudsons «Two-hit»-teori (Arkivbilde, Medisinsk genetisk avdeling,

UNN).

Fokuset i denne oppgaven blir & vise hvilke pasienter som innfrir henvisningskriteriene
for genetisk utredning med hensyn pd Lynch syndrom. Den tar ogsa for seg hvordan
man ved hjelp av ulike molekylargenetiske teknikker kan skille mellom sporadisk og
arvelig kreft 1 tykk- og endetarm og hvordan man videre folger opp pasienter der man
har funnet eller sterkt mistenker at det foreligger en arvelig disposisjon for utvikling av
CRC. Pé grunn av oppgavens begrensning tar jeg ikke med utredning og oppfelgning
av pasienter med mistenkt polypposesyndrom, men legger hovedfokuset pd Lynch
syndrom da dette er den vanligste formen for arvelig CRC. Oppgaven tar heller ikke
grundig for seg selve behandlingen av CRC.



METODE
Oppgaven baserer seg pa litteratursek 1 egnede databaser, hovedsaklig Pubmed, med
nekkelordene colorectal neoplasms, Lynch syndrome, microsatellite instability, DNA
mismatch repair. Wenche Sjursens artikkel «Molekylargenetiske analyser ved
utredning av arvelig kolorektal cancer» [15] er brukt i stor grad ved beskrivelse av
molekyler diagnostikk. Undertegnede har lite klinisk erfaring pad omradet noe som gjor
det vanskelig & trekke inn egne erfaringer om temaet. Har imidlertid under andre
valgfriperiode fétt hospitere p4 UNN ved Medisinsk genetisk avdeling med deltakelse
pa genetisk veiledning av pasienter, og vert pd Klinisk patologi og sett hvordan
patologene vurderer immunhistokjemiske snitt. Til slutt var jeg én uke ved
Molekylarpatologisk laboratorium og deltok i prosessen fra der man tar vevsbiter fra
tumorvev med skalpell (og friskt vev for sammenligning), ekstrahere DNA og

analysere materialet via laboratorietekniske metoder.

RESULTAT
Genetisk veiledning og utredning
Det er opprettet genetiske nasjonale retningslinjer for hvilke pasienter som ber
henvises til genetisk veiledning [6]:
= Alle pasienter med > 5 adenomatese polypper < 70 ér eller
= Alle pasienter med hamartese polypper
= Familier der det er minst tre syke med tarm-, livmor- eller urinsveiskreft
1 minst to generasjoner og minst én av dem < 50 &r, og ingen friske
mellom de syke.
= Pavist MSI eller unormal IH i kolorektal- eller endometriecancer < 60 ar
= To nare slektninger med gjennomsnittsalder for tykktarmskreft < 50 ar,
eller

= Tre nzre slektninger med gjennomsnittsalder tykktarmskreft < 70 éar.

Naér det er etablert kontakt med avdelingen pa sykehus sender genetiker ut et
familiekart til personen som er henvist, ogsé kalt index, slik at denne kan fylle ut

informasjon om hvilke familiemedlemmer som har hatt kreftsykdom. I tillegg legges



det ved et samtykkeskjema for & gi tillatelse til & verifisere diagnosene det opplyses om
1 familiekartet via Kreftregisteret eller behandlende sykehus [7]. Skjemaene returneres
tilbake til sykehuset slik at genetiker kan vurdere risiko for at index kan veare arvelig
belastet eller ikke. Hvis det er grunnlag for det gis det tilbud om videre genetisk
utredning. Som genetiker er det viktig & kunne presentere for pasienten pa en enkel
mate hva som kjennetegner autosomal dominant arvegang og hvilke verktoy som er
tilgjengelige for a pavise eventuelle mutasjoner i genene vére. Typisk for en autosomal
dominant mutasjon er at barn med en forelder med mutasjon har 50% risiko for & arve
mutasjon (figur 3) og det rammer gjennom hver generasjon. Penetrans og debut for
kliniske symptomer kan variere ut i fra hvilken sykdom det er snakk om. Man
mistenker Lynch syndrom hos de som er syke eller har syke forstegradsslektninger som
innfrir Amsterdam Il-kriteriene (tabell 1) eller far pavist mikrosatelittinstabilitet eller
unormal immunhistokjemi i kolorektalkreft eller livmorkreft < 60 &r [6]. En studie
viser at diagnosen Lynch syndrom gir en livstidsrisiko péd 58,6-78,9% for menn og 37,6-
66,9% for kvinner for & utvikle CRC, og rammer i gjennomsnitt personer i alderen
56,3-68 ar, noe som er hoyere enn hva tidligere studier har vist. Ved UNN praktiseres
det 1 dag at man gjer rutinemessig analyse med henblikk pa Lynch syndrom pa tumorer
fra alle pasienter under 60 ar ved diagnosetidspunktet for CRC (forutsatt at pasienten
ikke reserverer seg mot slike undersgkelser). Det foreligger holdepunkter for at man

ber eke aldersgrensen for hvem man tester rutinemessig [8].

Syk far Frisk mor

Frisk Frisk Syk Syk

Figur 3. Hvert individ har to genvarianter (alleler): ett fra mor og ett fra far. Rod rektangel representerer
syk genvariant og grenn er frisk genvariant. Ved autosomal arvegang er det nok a arve en syk genvariant

for & utvikle sykdom og derved 50% risiko hvis en av foreldrene er affisert.



Pasienter med pavist Lynch syndrom har ekt livstidsrisiko for & utvikle andre Lynch-
relaterte krefttyper som primercancer (tabell 2) og det er vist at det sannsynligvis er
storre risiko for & utvikle disse kreftformene hos disse pasienter sammenlignet med den
gvrige befolkningen [9]. Den vanligste primarcanceren hos begge kjonn etter CRC er
kreft 1 urinveiene og deretter kreft 1 ovre Gl-traktus. Hos kvinner er det betraktelig okt
risiko for endometricancer sammenlignet resten av befolkningen. Hos kvinner med
Lynch syndrom er endometriekreft den vanligste primarcanceren og en undersgkelse
viste det seg at omtrent 2% av kvinnene med nydiagnostisert kreft i livmorslimhinne

hadde Lynch syndrom [9, 10].

Amsterdam II-kriteriene (alle ma vaere oppfylt):

e  Minst tre slektninger med HNPCC-relatert kreft, der én skal vaere forstegradsslektning® av en
av de andre to.

e  Minst to etterfolgende genersjoner skal vare affisert.

e  Minst én diagnostisert < 50 ar

e Kolorektalcancer skal veere histologisk verifisert og folgelig skal FAP veere ekskludert.

* Foreldre, barn, sesken.
HNPCC-relatert kreft: tarm-, livmor- eller urinveiskreft.

Tabell 1. Amsterdam II-kriteriene [6].

DNA-testing:
Man klassifiserer DNA-tester for & pavise genmutasjon og risiko for sykdom i tre

grupper [11]:

1. Diagnostisk analyse: test av personer som allerede har utviklet symptomer og er
syke.

2. Presymptomatisk analyse: test av friske personer der pavist mutasjon gir 100%
sannsynlighet for at man utvikler sykdommen.

3. Prediktiv analyse: test av friske personer der man ved pavist genmutasjon kan

beregne risiko for & utvikle sykdommen.
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Lynchrelatert cancer 10-ars livstidsrisiko 20-ars livstidsrisiko Risiko sammenlignet
95% KI 95% KI med ovrig befolkning.
95% KI

Nyre, nyrebekken og ureter. 0,87-3,17 2,86 — 7,68 7.97 -17,94
Urinblere 0,65-2,75 1,37-5,20 4,08 — 10,99
Tynntarm 0,28 -1,73 1,92 - 6,41 39,95 - 111,29
Magesekk 0,13 -1,40 0,19 - 2,48 2,32 -9,69
Galleveiene 0,16 — 1,69 0,42-2,73 1,81 -10,94
Prostata 0,86 —4,77 2,69 -9,76 1,23 -3,01
Endometrium 7,66 17,11 16,79 — 32,84 27,91 - 56,06
Mammae (hos kvinner) 0,58 — 3,83 0,63 — 16,69 1,07 - 2,56
Ovariene 0,00 -2,11 0,50 —4,14 1,28 -7,97

Tabell 2. Oversikt over risiko for & utvikle andre Lynchrelatert kreft utenom kolorektalkreft som
primarcancer. Det er kun endometriecancer som har en signifikant ekt 10-ars livstidsrisiko. Det er ikke
signifikant gkt 20-ars livstidsrisiko for & utvikle kreft i magesekk, galleveiene, mammae hos kvinner eller

ovariene [9].

Ved pavist genfeil i familien tilbys i dag en frivillig prediktiv gentest av friske individer
for & avklare om man er barer av sykdomsmutasjon. I folge Bioteknologiloven skal det
gis genetisk veiledning for, under og etter gentesten er tatt, samt at det ved prediktive
og presymptomatiske undersekelser skal foreligge skriftlig samtykke fra pasient. Det er
heller ikke lov for helsepersonell & drive oppsekende informasjonsvirksomhet. Det
betyr at det er index som kan informere sine familiemedlemmer om mulig arvelig
sykdom i familien [12]. Cathrine Bjorvatn ved Universitetet i Bergen har i sin
doktoravhandling funnet at de fleste takler informasjon om sin baererstatus pa en god
madte, men hun finner ogsa at 25% sliter med angst, depresjon og stressrelaterte
symptomer 1 etterkant av veiledningen. De som hadde oppsekt genetisk avdeling selv,
hadde hey utdannelse og et solid sosialt nettverk taklet det best [13]. Det kan tenkes at
en klinisk genetiker ber gjore seg en mening om pasientens mentale sarbarhet ved a

vurdere personens iboende og eksterne ressurser for testene utfores.

Molekylzer diagnostikk
Ved molekyla@rpatologisk laboratorium p4 UNN utferes i dag analyser for a pavise

mikrosatelittinstabilitet (MSI) samt immunhistokjemi (IH) som kan finne reduksjon i
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uttrykk av fire spesifikke mismatch repair-proteiner (MMR) knyttet til Lynch syndrom,;
MLH1, MSH2, MSH6 og PMS2. Mikrosatelitter er DNA-sekvenser vanligvis bestdende
av 1-6 basepar som kan repeteres opptil 100 ganger og kan vare spredt gjennom hele
genomet. Disse omrddene er spesielt sérbare for feil under DNA-replikasjon noe som
kan resultere i DNA-sloyfer med insersjoner eller delesjoner. Vanligvis blir slike
glipper tatt hdnd om av mismatch repair-proteiner, MMR, slik at mikrosatelittenes
integritet ivaretas fra cellegenerasjon til cellegenerasjon (figur 4). MSI kan pavirke
omrdder som har med regulering av cellesyklus a gjore, der 1 blant
tumorsuppressorgener og onkogener, som i verste fall kan gi ukontrollert celledeling.
MSI-undersgkelse er en indirekte test pd mutasjon i reparasjonsgenene og man henter
ut tumorvev og normalvev som er formalinfiksert og parafinstept i blokker. DNA'et blir
sa ekstrahert fra vevet med QI4damp DNA mini kit. PCR-teknikk benyttes sa for &
amplifisere et panel av seks mikrosatelitter: BAT25, BAT26, BAT40, D2S123, D5S346
og D178250. Disse storrelsesbestemmes sd ved kapillerelektroforese og gjor det mulig
a sammenligne storrelse pa mikrosatelitter fra tumor- og normalvev (figur 5). Dersom
to eller flere mikrosatelitter viser lengdeforskjell i tumorvev i forhold til normalvev
defineres tumor som MSI og derved sterk indikasjon for videre utredning. MSI
manifesterer seg i over 90% av alle tumorer fra pasienter med Lynch syndrom, men
man finner ogsd MSI hos 10-15% av de med sporadisk CRC [15]. Det betyr at MSI-
analyse ikke er spesifikk for Lynch syndrom, men likevel hensiktsmessig helt i starten

av utredningen fordi det er en sterk indikasjon pd mutasjon i MMR-genene.

Mgk MSHS WSk MSH6

= — MSHZ . EX0, DNA-pal,

— — ligase
PMS2

MLH1
A B PMS2 c el

Figur 4. MMR-proteinene binder seg sammen i komplekser og reparerer DNA. MSH2/MSH6-
komplekset gjenkjenner insersjoner og delesjoner. Radt kryss representerer DNA-skade pa grunn av
feilkopiering (A). MSH2/MSH6-komplekset gjenkjennes av MLH1/PMS2 som ogsa fester seg til DNA-
traden (B). Proteinene aktiverer exonuklease, DNA-polymerase og ligase som fullferer DNA-reparasjon.

[14].
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Figur S. Her vises to mikrosatelittmarkerer, BAT25 og BAT26, som begge er mononukleotider analysert
gjennom kapiller elektroforese. Starrelsen pa fragmentene oppgis i basepar (bp). De to gverste utsnittene
representerer normalt vev og brukes som referanse, mens de to nederste er preve tatt fra tumorvev. Hvis
proven hadde vert negativ for MSI hadde tumorvevsprevene vist samme menster som normalvev. Denne
figuren viser tydelig MSI da man kan se en ekstra topp fra tumorvev i begge markerene (markert med pil)

[16]

Parallelt med MSI gjeres immunihistokjemi der man lager fire histologiske snitt av
tumorvev og benytter primerantistoff mot henholdsvis MLH1, MSH2, MSH6 og
PMS2. Enzymmerket sekunderantistoff tilferes og vil visualisere MMR-proteinene
som et brunt fargeomslag nér en ser pé snitt gjennom mikroskop (figur 6). Vurdering av
proteinuttrykk ved immunhistokjemi gjeres av patolog. Tap av MLH1 har en sterk
assosiasjon med samtidig tap av PMS2, mens tap av MSH2 forbindes med samtidig tap
av MSH6. Tap av PMS2 og MSH6 kan forekomme isolert, men det er svaert sjelden
isolert tap av MLH1 og MSH2. En gruppe ved Stanford University i USA har gjort funn
som tyder pa at det er tilstrekkelig med to antistoffpanel, mot dagens fire, fokusert pa
PMS2 og MSH6 for screening pd om MMR-proteinene uttrykkes, noe som kan vere

med & oke kostnadseffektiviteten for laboratoriet [17].
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MLH1 MSH2

Figur 6. Til venstre ses normalt uttrykk av MLH1 og til heyre er det redusert uttrykk av MSH2.
Cellekjerner i tumorceller farges brunt ved uttrykking av MMR-proteiner. Ved fraveer av uttrykk ses bare
den bla bakgrunnsfarge i kjerne (Arkivbilde, Thomas Berg, PhD, Klinisk patologi, UNN).

Grovt kan man si at det indikasjon for videre utredning hvis det foreligger:
1. MSI-H (to eller flere unormale mikrosatelitter) med unormal eller normal IH
2. MSI-L (ingen eller én unormal mikrosatelitt) med unormal IH
3. Mikrosatelittstabilitet og normal IH, men ved sterk mistanke pa bakgrunn av

familiehistorie. For eksempel at pasienten innfrir Amsterdamkriteriene.

Det er potensielle feilkilder ved bdde MSI- og IH-analyser. For & teste MSI ber
disseksjonsmaterialet inneholde minimum 30-50% tumorvev. I formalinfikserte
preparat med smd mengder tumorvev kan det vare utfordrende 4 ta ut relevant vev fra
vevsblokka eller snitt. For sterre presisjon kan tumorvev dissekeres ut med laser.
Ulempen er at cellemengden kan bli sa liten at man kan fé falsk-negativt svar pd MSI-
undersekelsen. IH kan gi bade falsk-positive og falsk-negative resultat fordi
vurderingen om MMR-proteinene uttrykkes vurderes ut fra patologens skjonn om det er
tilstrekkelig fargeutfelling, og metoden er sensitiv for tekniske forhold ved materialet;
for eksempel vil fiksering og lagring av vev pdvirke immunfarging. Det kreves derfor
erfaring for & gjore mest mulig sikre vurderinger [18] i forhold til materialets
beskaffenhet. I noen tilfeller kan MMR-genene vare mutert og miste sin funksjon, men
likevel danne proteiner som kan ta til seg farge ved IH noe som kan gi falsk negativ
resultat [19]. Ved tap av MLH-1 og MSI-H gjeres det rutinemessig en undersokelse av
metyleringsstatus i MLH-1-genet da ca 15 % av sporadisk CRC skyldes
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hypermetylering av CpG-gyer i promotorregionen til MLH-1-genet (figur 7) . P4 grunn
av gkt metylering vil ikke transkripsjonsfaktorer feste seg til MMR-genet og uttrykke
MLH-1 som kan ivareta genomet noe som manifesterer seg som MSI [16].
Metyleringstatus i MMR-gener kan bestemmes ved hjelp av Methylation Specific
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MS-MLPA) (figur 8). Det brukes
en probemix (SALSA®MS-MLPA®kit MEO11 MMR, MRC-Holland) som er spesifikk
for & registrere metyleringsstatus i CpG-gyer i MMR-gener. Man kan skille mellom
metylert og ikke-metylert DNA ved a bruke restriksjonsenzym, Hhal, som kutter ikke-
metylert DNA. Metylert DNA kuttes ikke og vil ses som intakte fragmenter nar
resultatene fra MS-MLPA tolkes i programmet Genemapper (figur 9). I tillegg til MS-
MLPA gjores ogsa sekvensering av onkogenet BRAF for punktmutasjon V60OE som er
positiv i 40-50% av sporadisk CRC og alltid negativ ved Lynch-assosierte tumorer
[15,16].

E Gen uttrykk
Normal celle

Promotor region; Deng A|Deng B|Deng C| Deng D | Exon 1 | Intron 1 | Exon 2 | Intron 2
EGen inaktivering
Kreftcelle Vi AV h

VUmEtylane CpG-oyar vl'\u'lei).'lerie CpG-oyar

Figur 7. Nllustrerer hvordan hypermetylering av Deng A-D, av og til delvis inn i intron 1, hindrer
transkripsjonsfaktorer & binde seg til promoter og derved forer til inaktivering av MMR-transkripsjon

[15].

BRAF-mutasjon er ikke vanlig 1 sporadisk endometricancer og kan derfor ikke brukes
for 4 skille sporadisk livmorkreft fra de som har med Lynch syndrom & gjere [20]. MSI
og IH er nyttige redskaper i utredningen, men uten & analysere metyleringsstatus ved
funn av MLH1-tap ville nok mange pasienter fatt diagnosen Lynch syndrom nar det
faktisk var et sporadisk tilfelle. Det er beregnet at kun 1/3 av pasienter hvis tumor-DNA

gjennomgar disse analysene viser seg a vaere arvelig betinget [21].

Videre analyse

Hvis det foreligger unormalt MSI og IH samt negativ utslag pa MS-MLPA og ikke-
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mutert BRAF gir dette meget sterke holdepunker for Lynch syndrom og det gjores

Probe design

Synthetic oligonucleotide M13 derived oligonucleotide
1‘. 1-5
2A. 25

|

Primer X Targel specific sequence. Stuffer sequence Primer Y

M
Methylated Target 1 Unmethylated Target 2

Dematuration and Multipbex
probe hybridization

D S

4

Simultanecusly Ligation and Digestion with
methylation sensitive endonucleases

Target 1 Target 2
. 14 1a / N 2a i 25
" J

PC R with universal primers Xand Y

‘ Only ligated probes are
exponentially amplified

. x Y .

5  — ———— 3
 — O —
 — —
— S

{

Fragment Analysis

Figur 8. Prinsippet bak MS-MLPA. DNA blir forst denaturert, sa tilsatt probemix og deretter hybridisert.

Probemixen bestar av to oligonukleotider; en kort og en lang. Begge har primerseter og mélspesifikke
sekvenser (blatt) som fester seg til de genene man ensker & utrede (CpG-gyer i promoterregioner ved
Lynch syndrom). Den lengste oligonukleotiden har en stuffersekvens som varierer i lengde.
Analyseprogrammet Genemapper registrerer de ulike lengdene slik at man kan skille de ulike fragmentene
fra hverandre. I Probe-DNA-blandingen skjer ligering og klipping av metyleringsspesifikke enzymer;
umetylerte CpG-gyer klippes og folgelig ingen ligering og amplifisering. Hvis CpG-oyene er metylerte vil
probene ligeres og danne amplifiseringsprodukt ved PCR [27].
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Figur 9. Resultat av fragmentanalyse i programmet Genemapper. Fragment med bla skrift representerer
kontrollgener. De med red skrift er genfragmenter som viser metylering. Fra tumorpreven H03.12T ses
tydelig at fragmentene MLH1D (pil) er metylerte hvilket indikerer sporadisk CRC (Arkivbilde, Thomas
Berg, PhD, Klinisk patologi, UNN).

mutasjonsanalyse av de aktuelle MMR-genene. Medisinsk genetisk avdeling ved UNN
sender sine prover til St. Olavs Hospital i Trondheim for mutasjonsutredning av MMR-
gener. Typisk inneberer en slik utredning forst at DNA ekstraheres fra blod, for sé &
undersekes for delesjoner eller duplikasjoner i MMR-gen ved Multiplex Ligation-
dependent ProbeAmplification (MLPA) med probemix (SALSA® MIPA® kit
P003/P008, MMR, MRC-Holland). Hvis MLPA-resultatet er negativt gjores det
ytterligere undersekelser via sekvensering av hele det aktuelle genet for & pavise
eventuelle mutasjoner, enten substitusjoner, delesjoner eller duplikasjoner av

enkeltbaser. Ved pavist mutasjon gis diagnosen Lynch syndrom [15].

Utfordringer i utredningen

Det er gjort funn som viser at de Reviderte Amsterdamkriteriene har en sensitivitet pa
87%, 62%, 38% og 48% for & oppdage personer med mutasjoner i henholdsvis MLH1,
MSH2, PMS2 og MSH6. Det er utfordrende & identifisere mulige barere av MMR-
mutasjonene gjennom de reviderte Amsterdamkriteriene serlig tilfellene med genfeil 1
PMS2 og MSH6 pé grunn av lav sensitivitet [22]. MSH6-relaterte tumorer er estimert
til & utgjore 5-27% av arsaken til Lynch-familier. I disse tilfellene ser man
krefttilfellene debutere i senere alder (median 56 &r). Penetransen er omtrent lik
MLHI1/MSH2-assosierte tumorer hos menn (22-69%), men er lavere hos kvinner (10-

30%). Dette kan resultere i at man 1 noen tilfeller ikke detekterer foreldre som er
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mutasjonsbarere til individer som er rammet av Lynch-relatert kreft ndr man kartlegger
familiens krefthistorikk [23]. Man kan ikke ekskludere arvelig risiko selv om ikke
kartlegging av familietreet indikerer dette. Noen familiemedlemmer kan for eksempel
underrapportere sykdom eller vaere i fornektelse av sykdom og enkelte kan oppgi ikke-
biologiske familiemedlemmer i familietreet. Det kan vere at klinikere unnlater &
kartlegge en mulig hereditaer arsak til CRC selv om dette er standard anbefaling og

retningslinjene for henvisning er lett tilgjengelige [24].

Kontroll ved pavist mutasjon

I folge NGAKSs retningslinjer skal personer som har fatt pavist feil i MMR-genene eller
oppfyller Amsterdam 1-kriteriene (AMS 1) fa tilbud om koloskopi hvert annet ar fra
fylte 25 ar. Det tilbys ogsa kontrollopplegg med koloskopi hvert 5. &r fra 40 ars alder

til familiemedlemmer ved mistanke om familiaer tarmkreft, det vil si to naere
slektninger (forste eller annengrad) med gjennomsnittsalder kolorektalkreft (CRC) < 50
ar, eller tre naere slektninger (forste eller annengrad) med gjennomsnittsalder CRC < 70
ar. Hvis det pavises adenomates polypp skal man videre kontrolleres igjen etter ett ar. I
noen tilfeller ma man ogsa vurdere subtotal eller total kolektomi. Kontroller med
intervaller pa 1-2 ar har vist & redusere risiko for a utvikle CRC, forhindre ded og
redusere mortalitet med 65% hos familier med Lynch syndrom [25]. Det viser seg at
proximale kolon er predileksjonssted for MSI-assosierte tumorer [26]. Hos kvinner
med pavist genfeil bor det ogsd gjores livmorundersakelse hvert ér fra fylte 30 ar hos
gynekolog med vaginal ultralyd og eventuelt biopsi av livmorslimhinne via
papillepreve [6]. I folge Prioriteringsveileder for Gastroenterologisk kirurgi skal tiden

fra fastsatt diagnose til pdbegynt behandling ikke overstige tre uker.

Kasuistikker
Folgende figurer viser to familietrer: ett der man valgte & gé videre med utredning

(figur 10) og ett der man ikke satte 1 gang kontrollopplegg (figur 11).
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Figur 10. Illustrasjon av et familiekart der man gikk videre med kontrollopplegg og det ble senere pavist

feil i MMR-gen. Dette var ikke uventet da samme person utviklet bade cancer coli og cancer uteri

(Arkivbilde, Nina Stremsvik, PhD, Medisinsk genetisk avdeling, UNN).
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Figur 11. Illustrasjon av et familiekart der man ikke valgte videre kontrollopplegg siden familien ikke

innfrir noen kriterier og undersokelse med MSI og IH var normal. Skré pil viser index mens de vannrette

pilene viser de som har veert til genetisk veiledning. Det tilbys MSI og IH selv om familiehistorien ikke

sterkt indikerer arvelig disposisjon (Arkivbilde, Nina Stremsvik, PhD, Medisinsk genetisk avdeling,

UNN).
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DISKUSJON/KONKLUSJON
Lynch syndrom er den vanligste formen for arvelig CRC og sykdommen skyldes
mutasjon i gener som koder for MMR-proteiner. Pavist genfeil gir okt livstidsrisiko for
a utvikle andre kreftformer, spesielt endometriecancer hos kvinner. Kartlegging av
familiehistorie er meget sentralt i utredning av pasienter med mistanke om arvelig
CRC. Informasjon hentes eksempelvis fra Kreftregisteret og histologisvar fra tidligere
journaler. I klinisk praksis er lav terskel for & utfare MSI og IH og det trenger
nedvendigvis ikke vare en tung familiehistorie for & utfore disse. For man kan
iverksette genetisk testing kreves det skriftlig samtykke fra pasienten, eller fra den
etterlatte dersom undersgkelsesmaterialet kommer fra en som er ded.
Molekylergenetiske analysemetoder har vist seg & veere meget nyttige for a skille
mellom arvelig og sporadisk CRC. MSI og IH er viktige redskaper i utredningen ved
mistanke om Lynch syndrom og det er hensiktsmessig 4 gjore disse undersekelsene
tidlig 1 utredningen da de indikerer mulig mutasjon i MMR-genene. Det er nyttig &
gjore bade MSI og IH fordi begge har potensielle feilkilder og risiko for at man kunne
ha oversett en arvelig disposisjon hadde nok blitt sterre hvis man bare gjorde MSI eller
IH. MSI og IH er metoder som er mulig & gjore pa mange av dagens laboratorier slik at
analysemetodene er mer tilgjengelig. Hvis man finner MSI-H og bortfall av MLH]1
gjores metyleringstatus ved hjelp av MS-MLPA og BRAF-undersgkelse og positive
funn tyder pa sporadisk kreft, mens negativt funn gir mistanke om Lynch syndrom og
en analyserer aktuelle MMR-gener 1 blodpreve fra pasient. Ved pévist genfeil er det
anbefalt at det 1 tillegg til regelmessig koloskopi og livmorunderseokelse ogsd gjores
kontroller med tanke pa kreft i urinveier, prostata, magesekk, eggstokker dersom det
foreligger flere av disse kreftformene i familien. Det er ikke spesifisert i NGAK-
retningslinjene hvor ofte disse ber gjores. Noen kvinner vurderer ogsé, i samrdd med

gynekolog, risikoreduserende fjerning av uterus og ovarier.

Det er spesielt utfordrende & identifisere MSH6-assosierte tilfeller da disse har et mer
sporadisk menster, for eksempel hoyere debutalder. De fleste som tilbys utredning i
dag er pd bakgrunn av familiehistorie og ikke pavist genfeil. En fordel med prediktive
tester er at man kan forebygge sykdom for man far symptomer, men en ulempe er at
man skaper unedig bekymring fordi det ikke er 100% sikkert at man utvikler sykdom

selv om man har genfeilen. Da er det viktig for klinikeren & gi god og @rlig
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informasjon i den genetiske veiledningen av pasienten og & fa fram positive og negative
sider ved a gentestes. Basert pé resultatet av litteraturgjennomgangen i denne oppgaven
kan man sette sammen et flytskjema for gangen i utredning og oppfelgning av pasienter

med mistenkt Lynch syndrom (figur 12).
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Fyller kriteriene
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\
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Figur 12. Forenklet flytskjema for utredning ved mistanke om Lynch syndrom.
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