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ESPRESSIONE INDETERMINATA DI MMR IN CARCINOMA
DEL COLON-RETTO
Come mi devo comportare?

STORIA CLINICA

Donna, 84 anni

e Anemia sideropenica e stipsi, sangue
occulto fecale positivo

e \alutazione clinica: scadenti condizioni
generali, perdita di peso

e |nviata al servizio di Gastroenterologia
e Endoscopia Digestiva

Referto endoscopico
Toilette a tratti subottimale.
Esame condotto sino al cieco con visualizzazione della valvola ileociecale e dello sfondato
ciecale. Riscontro di lesione del colon trasverso, circonferenziale, ampiamente ulcerata,
stenosante.

Si eseguono biopsie e marcatura del margine distale con sterimark. Diverticolosi diffusa del
colon sinistro con rigidita del viscere.

VALUTAZIONE DI MMR SU BIOPSIA

9 biopsie endoscopiche; in 8 si osserva adenocarcinoma invasivo.

Eseguita valutazione immunistochimica di prodotti di espressione del sistema del mismatch
repair (MMR) sul materiale bioptico.




INTERPRETAZIONE DEL RISULTATO IMMUNOISTOCHIMICO

Espressione conservata: positivita nucleare moderata/intensa (uguale o maggiore a quella
delle cellule del controllo interno (cellule basali della mucosa adiacente, linfociti, cellule
stromali) in almeno il 10% delle cellule tumorali.

Perdita di espressione: assenza di espressione nelle cellule tumorali con controllo interno
positivo.

Espressione indeterminata: espressione con intensita inferiore al controllo interno o in meno
del 10% delle cellule tumorali o pattern inusuali di espressione.

Immunoreazione Inadeguata: controllo interno negativo.

+ + + + MMRp
- - + + MMRd

+ + - - MMRd

MMRp - espressione di MMR conservata - indicativo per stabilita dei microsatelliti (MSS)
MMRd - deficit di espressione di MMR - indicativo per instabilita dei microsatelliti (MSI)

Pathologica. 2016 Sep;108(3):104-109. PMID: 28195261.

Immunoreazioni per MSH2 e MSH6
e Reazione con controllo interno con espressione (cellule stromali e infiammatorie)

e Espressione nucleare conservata per entrambe




Immunoreazioni per MLH1

e Reazione con controllo interno con espressione ben conservata (cellule epiteliali benigne,
stromali e inflammatorie)

e Espressione nucleare di intensita lievemente ridotta rispetto al controllo interno con aspetto
lievemente puntinato (dot-like) - mal valutabile
Reazione INDETERMINATA

Immunoreazioni per PMS2

e Reazione con controllo interno con assenza di segnale nelle cellule epiteliali benigne,
stromali e inflammatorie — reazione INADEGUATA

e Espressione nucleare assente in elementi neoplastici ed in elementi stromali/infiammatori
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Come mi comporto con risultati di questo tipo?
e Invio a MSI testing con metodica PCR — permette di individuare casi con instabilita dei
microsatelliti (MSI-H)

e Ripeto immunoreazioni per MLH1 e PMS2 — in caso di problematiche tecniche si puo
provare a ripetere 'immunoreazione anche su altro blocchetto in paraffina se disponibile.

La valutazione immunoistochimica della perdita di espressione delle proteine MMR permette anche
di selezionare pazienti potenzialmente affetti da S. di Lynch (perdita isolata di PMS2, perdita di MSH2/
MSH®6 o perdita isolata MSH6) da pazienti con perdita di MLH1/PMS2 che possono essere sia ereditari
sia sporadici e che quindi necessitano prosecuzione dell’algoritmo diagnostico (vedi oltre).

ALGORITMO PER LO SCREENING DELLA SINDROME DI LYNCH

Lo screening universale per instabilita dei microsatelliti/deficit MMR applicato a tutti i nuovi
casi di CRC riconosce il 15% di neoplasie MSI. Di queste, solo il 20% di MSI CRC e ereditario (S.
di Lynch) mentre i restanti 80% sono sporadici.

Per meglio individuare pazienti da inviare alla consulenza genetica si eseguono ulteriori
valutazioni su tessuto: valutazione di mutazioni di BRAF (in molecolare o immunoistochimica)
e, se BRAF wild type, la metilazione del promotore di MLH1.

Pazienti con neoplasie sporadiche con perdita di espressione MLH1/PMS2 presentano
ipermetilazione del promotore di MLH1 e mutazione di BRAF (nel 60% dei casi)

Screening universale IHC di MMR su nuovi casi di CCR

CCR MMRp /\ CCR MMRd

Perdita espressione Perdita espressione
MSH2, MSH6, PMS2 MLH1
Test BRAF
BRAF wt BRAF mut
7 Test ipermetilazione
"4
Lynch Alert <——— Non metilato Ipermetilato

l A
Invio a Consulenza Genetica Sosaisits

Test genetico germline

Y\

Positivo: probando con SL Negativo: non SL

.

Test genetico germline sui familiari




STEP SUCCESSIVO

MSI PCR testing
La neoplasia risulta essere MSI-H quindi instabile

Ripetizione di immunoreazione per MLH1

e Reazione con controllo interno con espressione ben conservata (cellule epiteliali benigne,
stromali e inflammatorie)

e Espressione nucleare assente con lieve puntinatura nelle cellule neoplastiche

Ripetizione di immunoreazione per PMS2

e Reazione con controllo interno con espressione ben conservata (cellule epiteliali benigne,
stromali e inflammatorie)

e Espressione nucleare assente (perdita di espressione), debole espressione citoplasmatica in
cellule neoplastiche




MMR TESTING: PITFALLS DA EVITARE

MLH1 espressione puntinata

Pathology - Research and Practice

Case report

Granular dot-like staining with MLH1 immunohistochemistry is a clone-

dependent artefact

S. Dasgupta™®, P.C. Ewing-Graham?, F.H. Groenendijk?, O. Stam”, K.E. Biermann®, M. Doukas®,

H.J. Dubbink®, M.F. van Velthuysen®, W.N.M. Dinjens”, M.R. Van Bockstal™®

Artefactual punctate MLH1 staining can lead to erroneous

reporting of isolated PMS2 loss

Bonnie T Niu, Rory F L Hammond, Sarah L S Leen, Asma Z Faruqji, Giorgia Trevisan, C Blake Gilks,

Naveena Singh

First published: 31 May 2018 | https://doi.org/10.1111/his.13663 | Citations: 8

e Riconoscere questo problema per evitare di mis-classificare neoplasie come stabili o di
inviare un paziente alla consulenza genetica per S. di Lynch, in quanto identificato come
perdita isolata di PMS2 (quando in realta presenta perdita anche di MLH1 e quindi potrebbe

essere sporadico)

e Problematica tecnica associata in particolare al clone M1 dell’anticorpo MLH1

e Spesso riscontrata in materiale bioptico

Espressione citoplasmatica

e Attenzione alla positivita citoplasmatica
che puo mascherare la reale perdita di
espressione nucleare

e Puo causare errori nell’interpretazione
di MMR — neoplasie instabili
diagnosticate come stabili
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W

Arch Pathol Lab Med. 2019;143:1225-1233
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