微卫星不稳定（MSI）检测试剂临床试验

注册审查指导原则

（征求意见稿）

本指导原则旨在指导注册申请人对微卫星不稳定（MSI）检测试剂临床试验资料的准备及撰写，也为技术审评部门对临床试验资料的技术审评提供参考。

本指导原则是对微卫星不稳定（MSI）检测试剂临床试验的一般要求，申请人应依据产品的具体特性确定其中内容是否适用，若不适用，需具体阐述理由及相应的科学依据，并依据产品的具体特性对注册申报资料的内容进行充实和细化。

本指导原则是对申请人和审查人员的指导性文件，但不包括注册审批所涉及的行政事项，也不作为法规强制执行，如果有能够满足相关法规要求的其他方法，也可以采用，但需要提供详细的研究和验证资料，相关人员应在遵循法规的前提下使用本指导原则。

本指导原则是在现行法规和标准体系以及当前认知水平下制定的，随着法规和标准的不断完善以及科学技术的不断发展，本指导原则相关内容也将适时进行调整。
一、适用范围
（一）背景

1.微卫星与微卫星不稳定

微卫星（microsatellite，MS）是指细胞基因组中以少数几个核苷酸（一般为1～6个，多为单碱基或双碱基）为单位串联重复的DNA序列，又称短串联重复（short tandem repeat，STR）。微卫星位点广泛存在于人类基因组中，约占基因组3%。

在正常状态下，微卫星的长度和排序保持不变，并且稳定遗传；DNA错配修复（mismatch repair，MMR）功能出现异常时，微卫星出现的复制错误得不到纠正并不断累积，使得微卫星序列长度或碱基组成发生改变，称为微卫星不稳定性（microsatellite instability，MSI）。MSI根据程度可以被分成3类：微卫星高度不稳定性（MSI-high，MSI-H）、微卫星低度不稳定性（MSI-low，MSI-L）、微卫星稳定（microsatellite stability，MSS）。

MSI现象于1993年在结直肠癌中首次发现。随着研究深入，发现MSI现象不止存在于结直肠癌，在子宫内膜癌、胃癌、卵巢癌等实体瘤中均有发生。

2.MSI检测在结直肠癌中的临床意义

MSI是错配修复功能缺陷导致的结果。在临床实践中，错配修复缺陷的检测通常采用免疫组织化学法（IHC）检测错配修复基因蛋白的表达，结果均为阳性即为错配修复功能完整（proficient mismatch repair，pMMR），任一错配修复蛋白缺失即为错配修复功能缺陷(deficient mismatch repair，dMMR)。而MSI检测通常采用DNA检测技术，检测结果为MSI-H通常提示错配修复功能缺陷，检测结果为MSI-L或MSS通常提示配修复功能完整。MMR蛋白IHC检测和MSI DNA检测均可提示错配修复功能状态。在临床意义上，结直肠癌中dMMR可等同于MSI-H，pMMR可等同于MSI-L/MSS。

根据国内、外结直肠癌诊疗指南推荐，在结直肠癌病理学诊断过程中，应进行MMR蛋白IHC或MSI DNA检测，从而确认患者的错配修复状态。其临床意义有以下几方面。

2.1 MSI用于结直肠癌预后评价和用药指导

根据美国国立综合癌症网络（National Comprehensive Cancer Network，NCCN）结肠癌、直肠癌临床实践指南及中国临床肿瘤学会（Chinese Society of Clinical Oncology，CSCO）结直肠癌诊疗指南，MSI可能是CRC的预后因子，并与CRC患者化疗或免疫治疗效果有关。有研究表明，dMMR/MSI-H的II期结直肠癌患者预后良好，且不会从单药氟尿嘧啶类药物的辅助化疗中获益。dMMR/MSI-H的晚期/转移性结直肠癌患者可能从免疫治疗（PD-1单抗）中获益。

2.2 MSI用于结直肠癌中林奇综合征的辅助诊断

林奇综合征（lynch syndrome，LS）是一种常染色体显性遗传性肿瘤综合征，2010年之前又被称为遗传性非息肉病性结直肠癌( hereditary non-polyposis colorectal cancer，HNPCC)。患者结直肠及其他多部位罹患恶性肿瘤的风险显著升高，且平均发病年龄较轻，是最常见的遗传性结直肠癌综合征，约占结直肠癌发生率的3%。林奇综合征主要由MMR基因( MLH1、MSH2、MSH6 或PMS2) 之一发生杂合性致病性胚系突变所致，或由上皮细胞粘附分子（epithelial cell adhesion molecule，EpCAM）基因突变导致MSH2 不表达所致。由于MMR基因的功能失活性改变，林奇综合征患者往往表现为dMMR和(或)MSI-H表型，有研究表明，90%以上的LS为MSI-H。

以往依据阿姆斯特丹标准( Amsterdam criteria)和Bethesda 指南(Bethesda criteria guidelines)等，结直肠癌中LS患者的识别和诊断主要依靠先证者的发病年龄、相关肿瘤家族史、组织病理学特征等，这种筛查策略的灵敏度较低。目前MMR蛋白检测和（或）MSI DNA检测成为主要的LS筛查策略，CSCO结直肠癌诊疗指南推荐对于70岁以下（含70岁）结直肠癌患者均可进行MMR蛋白IHC检测和（或）MSI DNA检测（二级推荐），dMMR/MSI-H 患者进而进行LS相关基因的胚系突变检测，以明确诊断。NCCN结肠癌、直肠癌临床实践指南、美国ASCO结直肠癌分子诊断指南等则基于成本效益分析，认为可以对所有结直肠患者进行MMR蛋白IHC检测或MSI DNA检测，以筛查LS患者。

值得注意的是，MMR蛋白IHC检测和MSI DNA检测在LS的筛查过程中各有优势和局限。

IHC检测的优势是操作简便，检测平台普及性高，并可以直接鉴定出导致MSI-H发生的MMR缺陷基因，存在的问题是IHC影响因素较为复杂，常因样本前处理不规范和结果判读主观依赖性高导致结果不准确。此外，罕见的情况下，MMR基因的错义突变可能导致MMR蛋白的氨基酸序列发生改变，酶促活性消失，但抗原性完整，表现为MMR功能缺陷但IHC染色仍呈现正常表达的“假阴性”结果。

MSI的DNA检测更易标准化，可以实现较好的重复性。但只能选择若干确定的微卫星位点进行检测，有可能由于位点代表性问题造成“假阴性”，且检测条件要求较高、需要配对正常组织。肿瘤组织异质性、组织样本中肿瘤细胞比例低等可能会影响检测质量，造成“假阴性”结果。有研究表明，某些MSH6胚系突变发生时PCR检测可能表现为MSS，从而造成MSI检测针对LS综合征的假阴性结果。

综上，无论MMR蛋白IHC检测还是MSI DNA检测，都有可能漏诊部分林奇综合征患者。NCCN指南指出，IHC和MSI检测分别有5～10%的假阴性。而这两种方法的一致性一般可以达到90%以上。

（二）适用范围

综上，MSI检测对于结直肠癌患者预后评价、用药指导和林奇综合征的辅助诊断有重要的临床意义。基于目前临床实践和体外诊断试剂审评经验，本指导原则主要针对采用荧光PCR-毛细管电泳法，检测结直肠癌患者肿瘤组织中MSI状态，从而辅助诊断结直肠癌中的林奇综合征的体外诊断试剂进行讨论，并针对临床试验资料明确要求。

相关产品预期用途描述为：本产品用于体外定性检测结直肠癌患者肿瘤组织FFPE样本中微卫星位点……（列出待测微卫星位点名称），根据微卫星位点不稳定的数量，将结直肠癌分为微卫星高度不稳定型（MSI-H）、微卫星低度不稳定型（MSI-L）以及微卫星稳定型（MSS）三种微卫星状态，检测结果用于辅助诊断错配修复（MMR）基因突变的结直肠癌，结合临床其他结果辅助临床医生诊断结直肠癌中的林奇（Lynch）综合征，为及早发现DNA错配修复功能缺陷特征的结直肠癌提供依据。

此类产品的应用应结合临床相关诊疗指南的推荐，并结合患者的其他诊断结果和疾病背景信息进行综合判断。

对于采用其他检测技术进行MSI状态检测的产品，申请人可以根据产品特性考虑本指导原则的适用性，对不适用部分进行或补充其他的评价和验证，但需阐述不适用的理由，并验证替代方法的科学合理性。特别是NGS方法检测MSI时，从检测位点的选择、判读方法等方面均与毛细管电泳法有显著差异，应从检验原理的特点出发，设计科学的评价方法对产品检测性能进行综合评价。如申请其他预期用途，例如免疫治疗药物的伴随诊断，申请人应针对该临床意义提供充分的临床性能评价资料。

本指导原则适用于进行首次注册申报和相关许可事项变更的产品。

二、产品设计的考虑
采用荧光PCR-毛细管电泳法进行MSI DNA检测，一般对肿瘤组织与正常组织分别进行相应微卫星位点检测，将两者检测峰图进行比较，确定肿瘤组织中是否发生了微卫星位点序列和片段大小的变化（即是否有位移峰），有位移峰的微卫星位点判定为MSI，通过设定适当的判定标准（发生MSI位点比例）确定肿瘤细胞的MSI 状态（MSI-H、MSI-L/MSS）。MSI检测的灵敏度和特异度与位点选择、反应体系的确定、位移峰判定标准以及MSI-H判定标准等产品设计因素直接相关。同时，为了保证产品检测准确性和可重复性，应针对样本质量提出明确要求，例如组织样本中肿瘤细胞比例，核酸提取纯度和浓度等。

（一）微卫星位点选择

微卫星不稳定（MSI）检测试剂在产品设计中最关键的问题之一在于微卫星位点的选择。

1997年Bethesda指南中推荐的是一个简称为“2B3D”的微卫星位点组合（NCI panel），由 2个单核苷酸位点（BAT-25和BAT-26）和3个双核苷酸位点（D2S123、D5S346和D17S250）组成。同时，该指南中也推荐了针对这一组合的诊断标准：即5个微卫星位点中2个或2个以上为微卫星不稳定时，判定为MSI-H，1个微卫星不稳定时，判定为MSI-L，若5个微卫星位点均稳定，则为微卫星稳定MSS。 

中国CSCO结直肠癌诊疗指南、英国的NICE和欧洲ESMO相关文献中均推荐上述NCI 组合用于MSI检测。

2002年，NCI举办的第二次HNPCC研讨会上对MSI的检测进行了修订和补充，除了可以选择”2B3D”组合之外，还推荐了另一个由5个单核苷酸微卫星位点构成的微卫星位点组合（Pentaplex Panel），包括BAT-25、BAT-26、NR-21、NR-22、NR-24。以提高灵敏度和特异度。欧洲ESMO对此组合也有推荐。

目前临床上研究较多的组合还有BAT-25、BAT-26、NR-21、NR-24和MONO-27五个单核苷酸位点。

综上，多项研究对MSI检测提出了不同的微卫星位点组合，以单核苷酸微卫星位点为主，一般包括5个位点，各个组合之间略有交叉和互补。

到目前为止，关于MSI检测的位点组合存在多种研究成果，位点的选择各有异同，且均有一定的研究数据支持。在MSI检测试剂的设计过程中，申请人可依据相关文献资料，结合自身的前期研究数据，综合考虑备选位点在MSI-H患者中的阳性率、位移峰易读性（位移碱基数）等因素，选择适当的位点组合，并设定合理的判定标准（MSI-H、MSI-L和MSS），以期对MSI-H实现更加灵敏和特异的检测。申请人应特别关注针对中国人群的研究数据，位点组合应适合中国患病人群特点，满足中国人群的临床诊断需要。

最终临床试验数据应能够证明该组合对于LS具有较高的阳性检出率和良好的临床特异度。申报资料中，申请人应详述位点组合的选择依据，提供相关文献和数据。

根据Bethesda指南，建议申请人针对临床试验中的MSI-L结果结合患者最终诊断信息进行充分的分析，如有必要可在说明书中注明MSI-L结果应进行进一步确认。

（二）结果判读

每个微卫星位点毛细管电泳峰图（五指峰）的解读、位移峰的判定标准以及MSI-H和MSI-L/MSS的判定标准是直接影响到产品临床性能的关键要素，申请人应根据充分的临床前研究数据，同时参考科研论文和文献进行科学地设定，并在说明书中详细说明。特别是对于一些可能出现的不易判读的峰形，可在说明书中结合具体的图示和举例进行相应的说明。临床试验过程中严格按照说明书的描述进行操作和判读。

三、临床试验设计和资料要求

体外诊断试剂临床试验应满足《体外诊断试剂注册与备案管理办法》、《体外诊断试剂临床试验指导原则》等的要求，如相关法规、规章、规范性文件有更新，临床试验应符合更新后的要求。临床试验开展应建立在充分的临床前研究基础之上，包括分析性能研究、阳性判断值研究等。

本文针对微卫星不稳定（MSI）检测试剂在临床试验设计和临床试验实施过程中的关键要素进行明确。
（一）临床试验设计

本指导原则主要针对用于结直肠癌患者中的林奇综合征辅助诊断的MSI检测试剂。临床试验入组人群应为结直肠癌患者，包括部分林奇综合征病例和非林奇综合征病例，临床试验总例数在满足统计学要求的前提下，还需满足现行法规、规范性文件的最低样本例数要求。

临床试验过程中应按照说明书要求评价样本质量、进行样本处理、检测和结果解读。临床试验产生的所有信息应进行详实的记录。临床试验应按要求进行相应的设盲操作，试验全过程中注意避免引入偏倚。

MSI检测试剂用于结直肠癌中林奇综合征的辅助诊断，应至少从以下三方面确认产品临床性能：

1.肿瘤组织MSI状态（MSI-H、MSI-L/MSS）的检测性能研究

MSI DNA检测与MMR蛋白IHC检测是针对MMR缺陷的不同检测方法。其中IHC检测是最为经典和标准的方法。在临床意义上，dMMR等同于MSI-H，pMMR等同于MSI-L/MSS。因此建议采用新建立的MSI DNA检测试剂盒与MMR蛋白IHC检测进行比较研究，评价两种检测结果的一致性，以确认产品检测MSI状态（MSI-H、MSI-L/MSS）的临床性能。与LS相关的MMR蛋白主要是MLH1、MSH2、MSH6和PMS2，IHC检测四种蛋白均为阳性表达，则为pMMR，任一MMR蛋白缺失即为dMMR。

作为对比方法的MMR蛋白IHC检测应采用已获准上市、经临床实践认为性能良好的检测试剂盒，并在临床试验质量管理下完成检测。样本处理和结果解读应符合相关操作规范和判读标准的要求，试验全过程做好质量控制。检测结果应由有经验的病理医生进行判读，并经双人复核。临床试验报告中应总结IHC检测过程中的质控数据和结果。临床试验数据表中列出所有病理医生的判读结果和最终的结果解释。

入组病例中dMMR和pMMR病例例数应分别满足统计学要求，试验设计时可采用目标值法公式对样本量进行估算。

比较研究的试验结果采用四格表方式进行总结，计算阳性/阴性符合率和总符合率及其95%置信区间。对于两种方法检测结果不一致的样本，可结合患者MMR胚系突变检测及其他有关LS的临床诊断结果进行复核，也可以采用其他适当的方法对差异原因进行分析。

评价指标要求：与IHC检测的阳性符合率、阴性符合率置信区间下限应分别不低于85%和90%。

如果申报产品采用的微卫星位点组合已经得到临床广泛认可，则除上述与MMR IHC检测进行对比试验外，申请人还可选择采用已上市同类产品进行对比试验，评价试验体外诊断试剂检测肿瘤组织MSI状态（MSI-H、MSI-L/MSS）的临床性能。两种试剂判定MSI-H和MSI-L/MSS的阳性符合率和阴性符合率置信区间下限均应不低于95%。

如果申报产品采用全新的微卫星位点组合（包括全新的MSI-H判定标准），该组合在以往国内、外权威指南、规范等文件中均未有推荐，且尚未受到行业广泛认可，则应同时完成上述与IHC的对比试验和与已上市同类产品的对比试验。

2.每个微卫星位点不稳定性的检测性能研究

采用试验用体外诊断试剂与Sanger测序法或检测相同微卫星位点的已上市同类产品进行对比试验，评价试验用体外诊断试剂与对比方法检测每个微卫星位点的一致性。

临床试验前可采用适当的方法对每种微卫星位点预期阳性（有位移峰）例数和阴性（没有位移峰）例数进行样本量估算，保证样本量满足统计学要求。

针对每个微卫星位点的对比试验结果采用四格表方式进行总结，计算阳性/阴性符合率和总符合率及其95%置信区间。对于两种方法检测结果不一致的样本，应采用合理的方法进行复核，并逐一列出试验体外诊断试剂、对比方法以及复核方法的检测结果，如毛细管电泳图、Sanger测序序列图等，对差异原因进行详细分析。对于Sanger测序图谱，受到方法学限制，可能不能准确读出重复序列个数，但通过正常组织和肿瘤组织的图谱对比应能够准确判定是否存在明显的位移。

申请人应详述Sanger测序方法的建立、验证过程，特别是测序引物设计、测序靶序列选择（包括与试验用体外诊断试剂扩增序列对比）、反应体系验证以及该测序方法的最低检测限等性能评价数据等，举例说明测序图谱的判读方法，必要时标示出串联重复碱基的位置。应详述判读方法设定的依据。

评价指标要求：每个微卫星位点检测阳性、阴性符合率点估计值均应不低于95%。

如果申请产品采用的正常对照样本涉及到多种样本类型，例如除了癌旁组织样本以外还包括全血或其他来源的人基因组样本，建议临床试验中以癌旁组织样本完成所有的临床试验，其他样本类型针对微卫星位点的检测性能与癌旁组织样本进行同源比对试验，样本量满足统计学要求，不同微卫星位点均应纳入一定数量阳性样本。

3.MSI辅助诊断LS的性能研究

MSI DNA检测的临床意义在于筛选出可能的LS患者，因此应采用试验用体外诊断试剂与LS诊断的临床参考标准，即相关基因胚系突变检测结果（主要为MLH1、MSH2、MSH6、PMS2基因胚系突变，少部分为EpCAM基因突变）进行比较研究，评价产品辅助诊断LS的临床性能。胚系突变检测可能涉及到NGS和MLPA（针对大片段缺失和插入）等方法；胚系突变的致病性应依据国际上公认的指南和数据库等进行判定。临床试验资料中应针对胚系致病突变检测方法的建立和性能评价数据等进行详细描述，并明确结果判定的依据。

入组病例应包括LS患者和非LS患者。鉴于LS患者在CRC人群中的阳性率较低，临床试验中可进行富集入组或纳入部分既往样本。应注意：入组样本应充分考虑代表性，避免受试人群的选择偏倚，入组的LS CRC患者应不是依据MSI检测筛选并最终确认为LS的CRC患者，或者所依据的MSI检测微卫星位点组合应与试验体外诊断试剂不同。

采用四格表方式对MSI检测与相关胚系突变检测对比试验结果进行总结，计算试验体外诊断试剂的临床灵敏度和特异度及其95%置信区间。建议入组LS CRC患者不少于80例，其中试验体外诊断试剂检出率应不低于95%；非LS的CRC患者例数可采用目标值法公式进行样本量估算，特异度95%置信区间下限应不低于80%。对于假阴性和假阳性病例，应充分结合胚系基因突变情况、体细胞基因突变情况等信息，确认是否是由于产品设计缺陷或性能缺陷造成。

（二）临床试验方案、小结和报告

各临床试验机构应采用同一方案，并在整个临床试验过程中严格执行，不可随意改动。方案中对试验设计类型、对比方法选择、受试者选择、评价指标、统计分析方法、样本量估算和质量控制要求等做出明确的规定，并根据各机构情况合理确定样本量分配计划。各临床试验机构选用的对比方法应保持一致，以便进行合理的统计学分析。

各临床机构应根据临床试验的实际情况出具临床试验小结。

临床试验报告应对整个临床试验实施过程、结果分析、结论等进行条理分明的描述，并应包括必要的数据和统计分析方法。

四、起草单位

国家药品监督管理局医疗器械技术审评中心。




