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Lista de acronimos

e ADN: Acido desoxirribonucleico

o AJCC: American Joint Committee on Cancer

e ARN: Acido ribonucleico

e ARNm: ARN mensajero

o ASCO: American Society of Clinical Oncology

e CCR: Céncer colorrectal

e ctDNA: ADN circulante tumoral (circulating tumor DNA)

e CEC: Capsula endoscopica de colon

e CIMP: Fenotipo metilador de islas de CpG (CpG island methylator phenotype)
e CK: Citoqueratina

e CNA: Alteracion en el nimero de copias (Copy number alteration)
e CMS: Subtipo molecular de consenso (Consensus molecular subtype)
e CTC: Colonografia por tomografia computarizada

e CTT: Carga tumoral total

e ESMO: European Society for Medical Oncology

e FDA: Food and Drug Administration

e GL: Ganglio linfatico

e GC: Ganglio centinela

e H&E: Hematoxilina y eosina

e Hb: Hemoglobina

¢ IDH: Indice de Desarrollo Humano

e THQ: Inmunohistoquimica

e ILV:Invasion linfovascular

e IPN: Invasion perineural

e IVEM: Invasion venosa extramural
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MMR: Mismatch repair

MSI: Inestabilidad de microsatélites

MSS: Estabilidad de microsatélites

NLR: Ratio de neutrdfilos/linfocitos (Neutrophil-to-lymphocyte Ratio)

OSNA: One Step Nucleic-acid Amplification

PDC: Clusters pobremente diferenciados (Poorly differentiated clusters)
RT-LAMP: Amplificacion isotérmica en loop mediada por transcripcion
inversa (Reverse Transcription Loop-mediated Isothermal Amplification)

RT-PCR: Reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real con
transcripcion  inversa (reverse transcriptase and real-time polymerase chain
reaction)

RT-qPCR: Reacciéon en cadena de polimerasa cuantitativa en tiempo real
con transcripcion inversa (reverse transcriptase and quantitative real-time
polymerase chain reaction)

SOH: Sangre oculta en heces

SOHg: Sangre oculta en heces mediante el método del guayaco

SOHi: Sangre oculta en heces inmunoldgico

TB: Tumor budding

VPN: Valor predictivo negativo

VPP: Valor predictivo positivo
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Articulos de la tesis

Tesis en formato de compendio de publicaciones.
La tesis consta de 4 objetivos y 2 articulos:

1) Archilla, I., Diaz-Mercedes, S., Aguirre, J. J., Tarragona, J., Machado, I,
Rodrigo, M. T., Lopez-Prades, S., Gorostiaga, 1., Landolfi, S., Alén, B. O.,
Balaguer, F., Castells, A., Camps, J., & Cuatrecasas, M. (2021). Lymph Node
Tumor Burden Correlates With Tumor Budding and Poorly Differentiated
Clusters: A New Prognostic Factor in Colorectal Carcinoma?. Clinical and
translational gastroenterology, 12(3), e00303.

Factor de Impacto: 4.396 (Q2)

Objetivos:

1. Determinar el valor prondstico de la carga tumoral total evaluada

mediante la técnica OSNA en cancer colorrectal.

2. Evaluar la correlacion de la carga tumoral total con factores de alto

riesgo en cancer colorrectal.
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2) Diaz-Mercedes, S.*, Archilla, 1.*, Lahoz, S., Rodrigo-Calvo, M. T., Lopez-
Prades, S., Tarragona, J., Landolfi, S., Concha, A., Machado, 1., Maurel, J., Chic,
N., Castells, A., Balaguer, F., Camps, J., & Cuatrecasas, M. (2022). Cytology
Smears: An Enhanced Alternative Method for Colorectal Cancer pN Stage-A
Multicentre Study. Cancers, 14(24), 6072.

* Los autores contribuyeron de igual forma.

Factor de Impacto: 5.2 (Q2)
Objetivos:

1. Comparar la sensibilidad y especificidad de la realizacién de extensiones
citologicas y del analisis ganglionar con la técnica OSNA con respecto a
la evaluacién histologica convencional para la estadificacion ganglionar

en cancer colorrectal.

2. Evaluar el impacto pronostico de los tres métodos de estadificacion

ganglionar: H&E, extensiones citoldgicas y OSNA.
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1. Cancer colorrectal
1.1. Epidemiologia

El cancer colorrectal (CCR) representa la tercera neoplasia en incidencia a
nivel mundial en ambos sexos, precedido por el cancer de mama en las mujeres
y por el cancer de pulmoén y de prdstata en los hombres, suponiendo el primer
cancer en incidencia en Espana en el ano 2020 (1). Se estima que en el afio 2020
se diagnosticaron 1,9 millones de casos nuevos en todo el mundo, siendo la
segunda causa de muerte relacionada con cancer en ambos sexos con 935.000

muertes aproximadamente (2).

No obstante, existe una importante variacion en cuanto a la incidencia
del cancer de colon respecto a diferentes regiones geogréficas, con la tasa de
incidencia mas alta en Europa, Australia y Nueva Zelanda y Norteamérica,
siendo Hungria y Noruega los paises con mayor incidencia en hombres y
mujeres, respectivamente. Sin embargo, en cuanto al cancer rectal existe una
tasa de incidencia con una distribucién geografica mdas uniforme, aunque
existen ciertas regiones como el Este de Asia con una incidencia mayor. En
cualquier caso, la incidencia tanto para el cancer colonico como el cancer rectal
tiende a ser menor en la mayoria de regiones de Africa y del Centro y Sur de

Asia.

En este sentido, el CCR puede ser considerado un marcador de
desarrollo socioecondmico, ya que presenta una incidencia de hasta 4 veces
superior en paises desarrollados con respecto a paises en vias de desarrollo,
donde su incidencia tiende a aumentar de forma uniforme a medida que se
incrementa el Indice de Desarrollo Humano (IDH) del pais (3), como ha

ocurrido en determinados paises del Este de Europa, Sudeste Asidtico y
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Sudamérica (4). Dicho IDH es un indicador elaborado por el Programa de las
Naciones Unidas para el Desarrollo que incorpora factores como la esperanza
de vida del pais, la educacion e indicadores de ingreso per capita. El aumento
de la incidencia en paises que hasta hace unos anos se encontraban en vias de
desarrollo refleja cambios en factores ambientales asociados al estilo de vida y
dietéticos, lo que generalmente supone un incremento en el consumo de
alimentos de procedencia animal, incluyendo carnes rojas o procesadas, asi
como a un estilo de vida mas sedentario y al aumento de consumo de alcohol y

de tabaco, suponiendo factores de riesgo independientes de CCR (5).

1.2. Estudios de cribado poblacional

En este contexto, la prevencion secundaria contintia siendo la estrategia
clave para reducir la creciente incidencia global de CCR. A la hora de disefhar
una estrategia de cribado poblacional, se debe tener en cuenta una serie de
caracteristicas tanto de la propia enfermedad, como de la poblacion diana y de
la prueba diagndstica. En cuanto al primer aspecto, la enfermedad debe
constituir un importante problema de salud publica y ser percibido por la
poblacion como un problema grave para que el programa pueda ser aceptado
socialmente. Es fundamental también que se trate de una enfermedad tratable,
asi como que se conozca la biologia e historia natural de la enfermedad con el
objetivo de permitir un diagnostico en una fase preclinica, de manera que se
pueda mejorar su pronostico si el diagndstico se alcanzara en una fase
asintomatica. Con respecto a la poblacion susceptible de incorporarse al
programa de cribado, ésta debe tener un riesgo moderado, mientras que la
prueba diagnostica a realizar debe ser aceptada por la poblacion y por los

profesionales sanitarios, debe ser sencilla, segura, reproducible y valida, con
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una adecuada sensibilidad, especificidad y valor predictivo, teniendo en cuenta

los riesgos y los costes asociados (6).

1.2.1 Estrategias de cribado poblacional en CCR

Las pruebas de cribado de CCR se pueden agrupar en cuatro grandes
categorias, que incluyen a) pruebas en heces, como la deteccion de sangre
oculta en heces (SOH) y la deteccion del acido desoxirribonucleico (ADN) fecal,
b) pruebas endoscdpicas como la colonoscopia y la sigmoidoscopia flexible, c)
pruebas de imagen como la colonografia por tomografia computarizada (CTC)
y capsula endoscopica de colon (CEC), y las d) pruebas de deteccién de
biomarcadores en sangre periférica. De todas ellas, la estrategia mas
comunmente utilizada para el cribado poblacional en paises europeos y
asiaticos es la deteccion de SOH cada dos afios, seguida de la colonoscopia y la
sigmoidoscopia con o sin test de sangre oculta en las heces inmunologico

(SOHi) anual (7).
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Pruebas de cribado Sensibilidad Especificidad Frecuencia

Pruebas en heces

SOHi 79%-91% 90%-94% 1-2 afios
SOHg 62%-79% 87%-96% 1-2 afios
ADN fecal 92,30% 86,60% 1-3 afios
Colonoscopia 78%-93% 94% 10 anos
Sigmoidoscopia flexible ND ND 5-10 anos
CTC 73%-98% 89%-91% 5 afios
CEC 81%-87% 76%-98,2% 5 afnos

Tabla 1 .- Comparacion de las principales estrategias de cribado poblacional en
CCR. Adaptado de Williams et al (8). SOHi: Sangre oculta en heces inmunolégico;
SOHg: Sangre oculta en heces mediante el método del guayaco; CTC: Colonografia
por tomografia computarizada; CEC: Capsula endoscdpica colonica; ND: No

disponible.

1.2.1.1 Pruebas de cribado en las heces
1.2.1.1.1 Sangre oculta en heces (SOH)

Las pruebas de SOH se basan en la detecciéon de hemoglobina fecal, y puede
realizarse mediante dos métodos distintos: un método quimico, mediante el
método de guayaco (SOHg), que se basa en la actividad pseudoperoxidasa del
grupo hemo, o parte no proteica de la hemoglobina, que induce la oxidacion del
guayaco al anadirse perdxido de hidrégeno; y un método inmunoldgico (SOHi)
que se basa en la utilizacién de anticuerpos monoclonales o policlonales especificos
dirigidos contra la Hb humana, la albiimina u otros componentes de la sangre fecal

(9). Este método puede ser cuantitativo o cualitativo, y no precisa de restriccion
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dietética o farmacoldgica alguna, a diferencia del método quimico, que es menos
especifico al detectar la sangre procedente de la dieta, como la que esta presente en

la carne roja, dando lugar a la aparicion de falsos positivos (10).

Por ello, la validez diagnodstica de la prueba de SOHi para detectar CCR
avanzado es muy superior a la de la prueba de SOHg (11), habiéndose observado
que tanto la adherencia como la deteccién de CCR avanzado en los programas de

cribado es significativamente superior para la prueba de SOHi (12).
1.2.1.1.2 Analisis del dcido desoxirribonucleico (ADN) fecal

El andlisis de ADN fecal tiene por objetivo identificar determinadas
alteraciones moleculares que se encuentran presentes en distintas lesiones
preneopldsicas o neoplasicas, como adenomas, lesiones serradas y CCR, que se
encuentran en las heces debido a la exfoliacion de las células tumorales
intestinales. Se trata de un método no invasivo que no requiere restricciones
dietéticas ni medicamentosas, asi como tampoco una preparacion previa del colon.
Algunas plataformas, como CologuardTM,, se basan en la deteccion simultanea de
determinados genes asociados a CCR, incorporando el analisis de siete mutaciones
de KRAS, la mutacion de S-actina y el estado de metilaciéon de NDRG4 y de BMP3,
incorporando también una prueba de SOHi cualitativo en el mismo kit (13). Si bien
se ha observado que este tipo de técnicas tienen una sensibilidad superior para la
deteccion de CCR y de lesiones preneoplasicas que la determinacion de SOH;, el
analisis de ADN fecal presenta una elevada tasa de falsos positivos y una
especificidad menor que el test de SOHi (14), ademas de tratarse de pruebas menos
coste-efectivas que la mayoria de las pruebas de cribado poblacional (15). De forma

similar, la incorporaciéon de la deteccion de niveles fecales de determinados
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microRNAs, como miR-421 y miR-27a-3p junto con la prueba de SOHi podria

mejorar la efectividad y la eficiencia de los programas de cribado (16).
1.2.1.2 Pruebas endoscopicas
1.2.1.2.1 Colonoscopia

La colonoscopia consiste en un procedimiento invasivo que permite la
visualizacion directa de la totalidad de la mucosa colonica y rectal, constituyendo
la prueba de referencia en los programas de cribado de CCR en los estudios de
validez diagndstica. No obstante, es necesario que se cumplan una serie de
requisitos para que pueda ser considerada como una prueba de buena calidad,
como son la necesidad de que la exploracion sea completa, alcanzando la
observacion de la mucosa cecal, una preparacion coldnica adecuada con
determinadas restricciones dietéticas y/o limpieza coldnica anterdgrada, la
necesidad de sedacion de los pacientes y una duracion adecuada de la
colonoscopia. Ademads de la menor tasa de participacion en programas de cribado
con este tipo de técnica cuando se compara con la de SOHi (17), tampoco es una
prueba exenta de riesgos y de complicaciones, como pueden ser la perforacion
intestinal, hemorragia, dolor abdominal, y los riesgos derivados de la preparacion

para la limpieza coldnica (18).
1.2.1.2.2 Sigmoidoscopia flexible

La sigmoidoscopia flexible permite la visualizacién de la superficie mucosa
del recto, sigma y parte del colon descendente, para lo que se requiere una
preparacion previa con enemas, no siendo necesaria la sedacién del paciente
durante el procedimiento. Cuando se detecta una lesién neoplasica o una lesiéon
precursora mayor de 10 mm durante la sigmoidoscopia, se requiere realizar un

estudio completo del colon mediante colonoscopia, debido a la mayor incidencia
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de presencia de lesiones sincrénicas proximales (19). La sigmoidoscopia es
considerada una técnica relativamente segura, con una menor frecuencia de efectos
adversos que los asociados a la colonoscopia, y con una mejor tasa de aceptacion
por parte de la poblacion, habiendo demostrado una reduccion significativa tanto

en la incidencia como en la mortalidad asociada a CCR (20).
1.2.1.3 Pruebas de imagen
1.2.1.3.1 Colonografia por tomografia computarizada (CTC)

La CTC consiste en la adquisicion de imagenes tomograficas y su posterior
reconstruccion por ordenador en tres o cuatro dimensiones para la deteccion tanto
de lesiones precursoras como de CCR. Se trata de una prueba no invasiva que
requiere insuflacion coldnica con aire o dioxido de carbono, asi como de una
limpieza coldnica similar a la de la colonoscopia, sin necesidad de sedacion. Se
trata de una técnica con una baja tasa de complicaciones, si bien supone un
incremento en la exposicion de la poblacién a la radiacion, asi como de la
identificacion de hallazgos extracolonicos que puedan conllevar un
sobretratamiento (21). La CTC presenta una elevada sensibilidad y especificidad en
la deteccion de adenomas de mas 6 mm y de neoplasias avanzadas en comparaciéon
con la colonoscopia, mientras que las lesiones de menor tamano pueden no ser

identificadas (22).
1.2.1.3.2 Cdpsula endoscépica colénica (CEC)

La CEC es una técnica minimamente invasiva consistente en un dispositivo
que posee dos camaras en su interior que, una vez ingerido, se activa en el ileon
terminal y permite visualizar la totalidad de la superficie mucosa coldnica
mediante la realizacion de toma de imdgenes con una frecuencia variable. A

diferencia de las técnicas descritas hasta ahora, no requiere de sedacion del
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paciente, ni de irradiacion ni de insuflacion de gas, si bien si que es necesaria una
limpieza coldnica previa y el principal efecto adverso consiste en la retencion de la
capsula, descrito en una frecuencia del 0,8%, lo que podria eventualmente requerir
reseccion endoscopica o quirargica (23). Hasta la fecha, existe informacion limitada
en cuanto a su uso como método de cribado poblacional, si bien las guias del
American College of Gastroenterology la proponen como una opcién para aquellos

pacientes que no pueden ser sometidos a una colonoscopia (24).
1.2.1.4 Biomarcadores en sangre periférica

La detecciéon en sangre periférica de determinados biomarcadores
diagnosticos, también denominada biopsia liquida, se basa en la deteccion de
ciertas moléculas presentes en la sangre como consecuencia de la acumulacién
sucesiva de diversas alteraciones genéticas y epigenéticas tanto en lesiones
precursoras como en CCR, y se postula como una estrategia prometedora en el
cribado poblacional de CCR. Entre las posibles moléculas que podrian ser utiles
como biomarcadores se encuentran tanto proteinas, como MicroRNAs (miRNAs) y

la deteccién de distintos estados de metilacion del ADN.

Hasta la fecha, tinicamente existe un test aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) para el cribado en personas de riesgo intermedio, aunque no
como una opcion de primera linea. Se trata del Epi proColon, una prueba que se
basa en la deteccidn en sangre periférica de la forma hipermetilada del gen Septina
9 (mSEPT9) (25), un gen supresor de tumores que se encuentra metilado en una
gran variedad de neoplasias, incluido el CCR (26). Esta prueba presenta una
sensibilidad y especificidad del 68% y 79% respectivamente para la deteccion de

CCR (27).
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Otras pruebas basadas en la deteccion de biomarcadores en sangre
periférica no aprobados hasta la fecha incluyen el test TriMeth, basado también en
la deteccion de metilacion de tres genes especificos de CCR (C90rf50, KCNQ6 y
CLIP4) (28); asi como otros test basados en firmas de miRNAs (29) o firmas

proteicas (30).
1.2.1.5 Microbioma fecal

El microbioma hace referencia al conjunto formado por Ilos
microorganismos, sus genes y metabolitos en un nicho ecoldgico concreto, como
puede ser el intestino humano. La evaluacion del microbioma fecal se postula
como una modalidad emergente de cribado poblacional de CCR, si bien todavia no
ha sido aprobado por la FDA ni se recomienda su uso en poblacién de riesgo
medio (31). Su evaluacidon cuantitativa en heces, o carga bacteriana total, ha
demostrado estar significativamente elevada en pacientes con lesiones con
displasia de alto grado y con CCR (32); asi como la deteccion de determinados
marcadores génicos bacterianos fecales como Lachnoclostridium sp., Fusobacterium

nucleatum y Clostridium hathewayi (33).
1.2.2. Cribado poblacional en Espana

Ante la tendencia al aumento de la incidencia del CCR en nuestro pais y el
impacto sobre la salud publica que ello supone, la Asociacion Espanola de
Gastroenterologia y la Sociedad Espanola de Medicina de Familia y Comunitaria
publicaron en 2004 la primera edicion de la “Guia de Préctica Clinica sobre el
Diagnostico y prevencion del cancer colorrectal”, con posteriores actualizaciones
en el 2009 y 2018 (7). En esta guia se recomienda el cribado poblacional con una
sola determinacién de sangre oculta en heces inmunoldgica (SOHi) bienal a la

poblacion sin factores de riesgo entre los 50 y los 75 afios, no siendo recomendando
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el cribado mediante la deteccion de ADN fecal, asi como tampoco el cribado con
colonoscopia ni CTC. No obstante, en Espafa se realiza cribado bienal desde los 50

hasta los 70 afios.

Se estima que en Espana las tasas de cobertura, participacion y adherencia al
programa de cribado poblacional se encuentran en torno al 47% en la poblacion
diana (34), lo que dista bastante del objetivo que propuso el Ministerio de Salud
espafol en su actualizacion del afio 2021 sobre la “Estrategia en Cancer del Sistema
Nacional de Salud”, donde establecia como objetivo para la detecciéon precoz de
CCR alcanzar un minimo del 65% de participaciéon en programas de cribado (35).
Pese a ello, en los programas de cribado implantados en diferentes comunidades
de nuestro pais se ha observado que el nimero de CCR diagnosticado en estadios
precoces alcanza un porcentaje de entre el 61,4% y el 63,4%, lo que representa una

incidencia nada desdefiable (36-38) .
1.3 Estadificaciéon del cancer colorrectal

El estadiaje patologico del CCR se basa, al igual que en otras neoplasias, en
el sistema pTNM, para el que se tiene en cuenta tres parametros de la neoplasia:
pT, que se refiere a la extension local del tumor, o tamafio tumoral, que en el
contexto de CCR hace referencia a la profundidad de infiltraciéon neoplasica; pN o
afectacion de ganglios linfaticos (GLs) regionales, y pM en funcion de la presencia

o ausencia de metastasis a distancia (39).

El parametro pT define el grado de infiltracion tumoral de la pared colénica.
De esta manera, el tumor se clasificara como:
- pTis: si el tumor infiltra la ldmina propia / muscularis mucosa, sin
sobrepasar ésta ultima

- pT1:infiltracion de la submucosa
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- pT2:infiltracion de la capa muscular propia, sin sobrepasarla
- pT3:infiltracion de la grasa pericolonica o perirrectal
- pT4: si el tumor infiltra directamente el peritoneo visceral y/u otros
organos o estructuras, subclasificindose de esta manera en:
o pT4a si perfora directamente el peritoneo visceral

o pT4b siinfiltra directamente otros drganos o estructuras

1l = Mucosa

= Lamina prapria
— Muscularis mucos

t— Submucosa

— Muscularis propria
Pericolic

perirectal - — . S
lissue —«[ RN 5 = J_ Subserosa Adventitia —=— = 2

AT y— SOTOSD
Adventitia

R e Serosa

T3; R2 Macroscopic involvement
o mangin by smor

Clrcumfesential
resacton maegin

Adventitia—=-< ~ -

s e T R e Serosa uu|ul(\(uv uwu«wn

Figura 1.- Estadiaje del CCR en funcion del grado de infiltracion. Adaptado de
Washington et al (40).

En cuanto a la categoria pN, el tumor se considerara:
- pNO si no existen metastasis a GLs regionales
- pNI1 si hay presencia de metastasis ganglionar regional en tres o menos
GLs regionales:
o pNla: metastasis en un GL regional

o pN1b: metéstasis en dos o tres GLs regionales

25

—
| S—



o pNlc cuando no hay GLs regionales metastasicos, pero existen
depositos tumorales en la subserosa, mesenterio y/o tejido
mesorrectal.

- pN2 si hay presencia de metastasis ganglionar regional en cuatro o mas
GLs regionales:
o PpN2a: metastasis entre cuatro y seis GLs regionales
o PpN2b: metastasis en siete 0 mas GLs regionales
Por ultimo, la categoria pM se clasifica como:
- pMO si no hay evidencia de metdastasis a distancia
- pML1 si existen metastasis a distancia a uno o mas 6rganos, incluyendo la
superficie peritoneal

o pMla: metéstasis en un drgano unico, sin afectacion peritoneal

o pMIb: metastasis en dos 0 mas organos, sin afectacion peritoneal

o pMlc: metastasis a superficie peritoneal, con o sin afectacion de
otros drganos a distancia

En base a estos pardmetros incluidos en el sistema pTNM, el CCR se puede

clasificar clinicamente en diferentes estadios prondsticos (39):
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.=
Z
=

Estadio pT

I 1-2 0 0
A 3 0 0
I1IB 4a 0 0
IIC 4b 0 0
IITA 1-2 1 0
1A 1 2a 0
111B 3-4a 1 0
I11B 2-3 2a 0
1B 1-2 2b 0
IIC 4a 2a 0
IIC 3-4a 2b 0
ITIC 4b 1-2 0
IVA 1-4 0-2 la
IVB 1-4 002 1b
IvC 1-4 002 le

Tabla 2 .- Estadios prondsticos en CCR segtin la AJCC (39).
2. Estadios precoces de CCR
2.1 Concepto

Se consideran estadios iniciales o precoces de CCR aquellos estadios en los
que la enfermedad ha sido aparentemente resecada por completo con cirugia, sin
evidencia de afectacion neoplasica de GLs regionales ni de érganos a distancia, lo

que incluye a los estadios I y II (41).

En este contexto, la estimacion del riesgo de recidiva es fundamental a la

hora de determinar la necesidad de tratamiento adyuvante sistémico. El estadiaje
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pTNM contintia siendo el criterio mas relevante a la hora de estratificar dicho
riesgo después de la cirugia con intencion curativa, habiéndose reportado una tasa
de supervivencia a los 5 afos de la cirugia sin tratamiento adyuvante del 99% para
el CCR en estadio I; del 68% al 83% en estadios II y del 45% al 65% para los
estadios III (42).

Mientras que el tratamiento adyuvante esta recomendado de forma sistematica
en todos los estadios III, no ocurre lo mismo con los estadios II. En este escenario
clinico, la seleccion de pacientes que puedan beneficiarse de tratamiento sistémico
adyuvante supone un verdadero reto terapéutico, ya que se ha estimado que un
10% y el 15% de los pacientes con CCR en estadio II que no reciben tratamiento
adyuvante presentan recidiva de la enfermedad a los 5 afios después de la cirugia
con intencidén curativa (43). Por ello, las guias clinicas recogen una serie de
parametros clinico-patologicos asociados a un incremento del riesgo de recidiva
que se deben tener en cuenta a la hora de seleccionar a aquellos pacientes que

puedan beneficiarse del tratamiento adyuvante.

2.2 Estimacion del riesgo de recidiva en estadios II de CCR

Las diferentes guias clinicas de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica
(ASCO) y la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO) recogen una serie de
factores tanto histologicos como clinicos a tener en cuenta para la toma de decision
sobre la necesidad de tratamiento quimioterdpico adyuvante en pacientes con CCR
en estadio II (42,44). Si bien existe alguna discrepancia sobre los factores clinico-
patologicos a tener en cuenta, como por ejemplo los niveles séricos de CEA
prequirargicos, considerado un criterio menor en la guia de la ESMO, pero no
contemplados en la guia de la ASCO, ambas estan de acuerdo en la falta de

evidencia cientifica sobre la necesidad de tratamiento adyuvante de forma
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rutinaria en estadio II, debiendo seleccionar a aquellos pacientes que presenten un

elevado riesgo de recidiva.

[ Estadio 11 }

A4 Y A4

s 2
[ Riesgo Bajo } Riesgo Intermedio [ Riesgo Alto }
L J
- Ausencia de factores de riesgo K Invasion linfovascular \ -pT4
clinico-patologicos - Invasién perineural - < 12 ganglios linfaticos
-MSToMSS - Alto grado histologico (G3) - Multiples factores de riesgo
- Tumor buddingalto intermedio
- Obstruccion intestinal

k CEA prequirtirgico > 5 ng/mu

MSI MSS

A4

[ Quimioterapia }

adyuvante

{ Seguimiento %7

Figura 2.- Recomendaciones para el tratamiento adyuvante en CCR estadio II.

Adaptado de Argilés et al (42).
2.2.1 Factores histoldgicos
2.2.1.1pT4

La afectacion de la superficie serosa colonica, tanto del peritoneo visceral
(pT4a) como la infiltracion de drganos adyacentes (pT4b), se asocia a una
supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios del 51% y a una supervivencia
global del 72,2% en pacientes que no reciben tratamiento sistémico adyuvante. Esto

supone que los pacientes con estadios pT4a y pT4b pNO tienen un prondstico
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incluso peor que los estadios IIIA, donde la supervivencia global es del 83,4%; lo
que sugiere que un estadio pT4 podria suponer un factor pronostico incluso peor

que la afectacion ganglionar regional (45).
2.2.1.2 Evaluacion histolégica de menos de 12 ganglios linfiticos

El nimero de GLs examinados en piezas de reseccion quirurgica es
considerado como un importante factor pronostico. Asi, para asegurar que el
estadiaje ganglionar pNO es fiable y es un verdadero pN0, debe haber una amplia
representacion de los GLs regionales. Se ha considerado que con el analisis de un
minimo de 12 GLs se puede asegurar que se trata de un verdadero estadio I o II.
Para establecer el estadio pN, se analizan los GLs realizando un corte central de los
mismos que se procesa y se tifie con H&E. Al analizarse con H&E tinicamente una
pequefia porcién de los GLs, se deben analizar un niimero suficiente de GLs para
que la negatividad de los mismos sea representativa. Se ha demostrado que el

analisis de al menos 12 GLs regionales se asocia a un mejor prondstico (46,47).
2.2.1.3 Invasion linfovascular

La invasion tanto de vasos de pequefio calibre como de vasos de gran
calibre se considera un importante factor prondstico (48). La invasién de vasos de
pequefio calibre se define como el compromiso por parte de la celularidad
neoplésica de estructuras de pared fina con presencia de células endoteliales, sin
identificar ldmina eldstica o capa muscular lisa. Estas estructuras vasculares
incluyen tanto vasos linfaticos como capilares y vénulas postcapilares, y su
afectacion neopldsica se considera un factor pronostico independiente, asociado a
la presencia de metastasis ganglionar (49). Por su parte, la invasion de vasos de
gran calibre implica la afectacion de estructuras vasculares que presentan capa

muscular o lamina eldstica, distinguiendo invasion intramural, si dichos vasos
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estan localizados en la submucosa o en la capa muscular propia, o una invasion
extramural si se encuentran en el tejido adiposo pericolonico o perirrectal;
habiéndose asociado esta tiltima a un aumento del riesgo de metdstasis hepaticas

por via sanguinea (50).
2.2.1.4 Invasion perineural

Se define como invasion perineural (IPN) la presencia de celularidad
neoplédsica rodeando al menos un tercio de la circunferencia de un nervio,
pudiendo estar presente en cualquiera de las tres capas nerviosas (epineuro,
perineuro y endoneuro) (51). La presencia de IPN se considera un factor prondstico

independiente en CCR (52).
2.2.1.5 Alto grado histolégico

La definicion del grado histolégico segin la Organizacion Mundial de la
Salud se basa en la proporcion de formacién de estructuras glandulares que
componen el tumor. De esta manera, se consideran tumores de bajo grado
histologico aquellos bien diferenciados (G1, >95% de estructuras glandulares) y
moderadamente diferenciados (G2, 50-95% de estructuras glandulares), y tumores
de alto grado histoldgico aquellos pobremente diferenciados (G3, <50% de

estructuras glandulares).
2.2.1.6 Tumor budding y clusters pobremente diferenciados
2.2.1.6.1 Definicién

El tumor budding (IB) y los clusters pobremente diferenciados (PDCs) son
manifestaciones morfoldgicas del fenotipo de transicion epitelio-mesénquima
(EMT), un proceso fisioldgico que permite que las células epiteliales adquieran

propiedades mesenquimales y potencial de migracion e invasion estromal, esencial
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para el desarrollo de metastasis (53,54). El1 TB se define como la presencia de
células tumorales aisladas o en grupos formados por hasta 4 células neoplésicas en
el frente invasivo del tumor (55), mientras que los PDCs consisten en agregados de
al menos 5 células neoplasicas en el estroma tumoral que no forman estructuras
glandulares (56). Si bien el TB se considera un factor histoldgico de alto riesgo en la
ultima guia de la ASCO (44), los PDCs todavia no se consideran como un factor de

alto riesgo.
2.2.1.6.2 Gradacion

Con el objetivo de estandarizar su reporte en los informes
anatomopatoldgicos, en el ano 2016 se establecio el “International Consortium on
TB Recommendations” (55). En dicho consorcio se acordé que el TB debe ser
evaluado en el margen infiltrante del tumor sobre secciones tenidas con H&E, no
estando recomendada su evaluacién con tinciones inmunohistoquimicas (IHQ)
para citoqueratinas (CK). Tras un screening a bajo aumento, se selecciona el drea
que contenga mayor cantidad de tumor buds y se cuenta su nimero en un area de
0.785 mm?, que corresponde a un aumento de x200 valorado con una lente ocular
de 20 mm de didmetro. Finalmente, en funcién del nimero de buds, se gradara en

Bd1/bajo (0—4 buds), Bd2/intermedio (5-9 buds) y Bd3/alto (=10 buds).

En cuanto a los PDCs, la forma mas extendida de gradarlos es la que
propuso Ueno en el afio 2012 (57). Tras un cribado a bajo aumento, se selecciona el
area del tumor, ya sea en el centro o en el margen infiltrante, que contenga una
mayor cantidad de PDCs. Se cuentan en un campo de aumento x200 y se graddan
de manera similar al TB en tres grados: G1 (0—4 clusters), G2 (5-9 clusters), y G3

(=10 clusters).
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Conviene tener en cuenta algunas particularidades a la hora de reportar
estos factores histoldgicos en carcinomas mucinosos, donde se ha descrito que las
células tumorales presentes en los lagos de moco no deberian ser consideradas
como TB, sino que unicamente se debe considerar como tal a aquellas células
neoplasicas que infiltren el estroma, con minima mucina extracelular. Sin embargo,
distintos autores si que consideran como PDCs a aquellos grupos neoplasicos que
se encuentren dentro de los lagos de mucina, considerando en estos casos que los
PDCs deberian gradarse teniendo en cuenta los grupos de células neoplasicas que
se encuentren dentro de los lagos de mucina, y no solo aquellos que estén
infiltrando el estroma, dado que representarian un indice de agresividad tumoral

en los tumores mucinosos (58).
2.2.1.6.3 Implicaciones prondsticas

Tanto el TB como los PDCs han demostrado ser factores pronodsticos
independientes en CCR, estando asociados a la presencia de metastasis ganglionar,
estadio pT alto, mayor grado tumoral, IPN, invasion linfovascular (ILV), invasién
vascular extramural (IVEM) y metastasis a distancia no solo en estadios avanzados,
sino también en estadios iniciales (54,56). En este aspecto, el TB ha demostrado ser
un factor de riesgo para metastasis ganglionares en estadios pT1 (59), asi como un

importante factor prondstico independiente en estadios II (60,61).
2.2.2 Factores clinicos
2.2.2.1 Obstruccion y perforacion intestinal

La obstrucciéon intestinal secundaria a CCR se considera una situacion de
urgencia asociada a una alta tasa de morbilidad y mortalidad a corto plazo, asi
como un factor de mal pronostico a largo plazo (62). El tratamiento adyuvante en

tumores en estadio II oclusivos ha demostrado mejorar tanto la supervivencia
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global como la supervivencia libre de enfermedad (63). De la misma manera, se ha
observado que la quimioterapia adyuvante en tumores que se presentan con

perforacion intestinal se asocia a una mejor supervivencia global (64).
2.2.2.2 Niveles de CEA séricos prequirtirgicos elevados

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es una proteina que se produce
normalmente durante el desarrollo fetal en tejidos tales como el colon, el pancreas
y el higado. Sin embargo, en adultos sanos, los niveles de CEA en la sangre son
generalmente bajos o indetectables. No obstante, el CCR suele producir grandes
cantidades de esta proteina como resultado de alteraciones en su regulacion post-
transcripcional. A pesar de ello, sus niveles séricos presentan poca especificidad y
sensibilidad para el diagnostico de la enfermedad, si bien es una herramienta til
en el seguimiento de los pacientes para ayudar a la deteccion temprana de
enfermedad metastasica. En cuanto a la utilidad de los niveles séricos
prequirtrgicos como factor prondstico, existe cierta controversia (65), si bien
algunas guias clinicas consideran unos niveles séricos de CEA >5ng/ml como un
factor de riesgo intermedio a tener en cuenta a la hora de valorar la necesidad de

tratamiento adyuvante (42).
2.2.3 Estado del sistema de reparacion de errores de la replicacion del ADN (MMR)

La determinacion del estado del sistema de reparacion de errores de la
replicacion del ADN no supone tnicamente un factor pronostico, sino que también
sirve como biomarcador predictor al tratamiento adyuvante, asi como puede

ayudar a determinar ciertas situaciones de predisposicion genética.

El estado del MMR se puede determinar mediante diversos métodos, que
incluyen la determinacién mediante métodos moleculares como PCR para la

deteccion de mutaciones de determinados microsatélites, asi como la
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determinacion mediante IHQ de la expresién proteica de MLH1, MSH2, MSH6 y
PMS2 como marcador subrogado del estado de inestabilidad de microsatélites
(MSI).

La presencia de MSI en CCR esporadico, descrita hasta en un 15-20% de los
casos, define un subgrupo de pacientes con mejor pronostico y bajo riesgo de
recidiva, asi como a tumores con una baja sensibilidad al tratamiento
quimioterapico adyuvante con fluoropirimidinas, haciendo que el tratamiento

adyuvante con este tipo de quimioterapia no esté indicado en estos tumores (66).

2.2.4 Nuevos biomarcadores prondsticos en estadios precoces
2.2.4.1 ADN tumoral circulante (ctADN)

La biopsia liquida consiste en la deteccion de material genético procedente
del tumor en fluidos corporales de pacientes con cancer. En el contexto de CCR, la
estrategia mds prometedora de biopsia liquida es la deteccion de ctADN en
plasma, que corresponde a la fraccion de ADN libre extracelular presente en el
torrente sanguineo que se origina a partir de procesos como apoptosis, necrosis o
secrecion tumoral y que se asocia a unas alteraciones genéticas o epigenéticas

especificas del tumor.

La deteccion de ctADN en pacientes con CCR se trata de una técnica poco
invasiva que presenta un elevado ntimero de potenciales aplicaciones, incluyendo
desde el cribado poblacional, el genotipado tumoral para optimizar terapias
dirigidas y el seguimiento de los pacientes, asi como proporcionar informacion
prondstica para guiar el tratamiento después de la cirugia (67). En este sentido, la
deteccion de enfermedad minima residual después de la resecciéon tumoral ha
demostrado ser un importante factor prondstico de recurrencia en los diferentes

estadios tumorales, incluyendo estadios precoces (68), pudiendo ayudar a una
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mejor seleccion de pacientes que pudieran beneficiarse del tratamiento adyuvante,
habiéndose observado que hasta el 10-15% de pacientes con CCR estadio II que
han sido sometidos a una reseccién quirdrgica con intencion curativa presentan

niveles postquirurgicos detectables de ctADN en plasma (69).

Si bien en los ultimos afos se han implementado nuevas técnicas de
secuenciacion de nueva generacion que han permitido incrementar notablemente
la sensibilidad y especificidad, todavia existe una falta de estandarizacion de la

metodologia (70).
2.2.4.2 Biomarcadores inmunes

El microambiente tumoral ha demostrado jugar un papel muy importante
en el desarrollo neoplasico. Asi, una respuesta inmunitaria pronunciada por parte
del huésped hacia el tumor se ha asociado con un incremento de la supervivencia
en multiples neoplasias solidas, incluido el CCR (71). Parametros séricos como los
niveles de proteina C reactiva, la ratio neutréfilos/linfocitos (NLR) y la proporcion
plaquetas/linfocitos se han asociado con una peor supervivencia en CCR. En
estadios precoces, la alteracion del balance entre la celularidad inflamatoria pro y
anti-tumoral, evaluada de forma subrogada mediante el NLR, se ha asociado a una

peor supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad (72).

Histologicamente, la presencia de una elevada cantidad de linfocitos
infiltrantes del tumor, que median la lisis de células tumorales al reconocer la
expresion de antigenos anormales presentados a través de las moléculas de HLA
de la celularidad neoplasica, asi como la presencia de una reaccion linfoide de tipo
Crohn, caracterizada por agregados linfoides peritumorales, son rasgos
histoldgicos caracteristicos, aunque no exclusivos, de CCR asociados a

inestabilidad de microsatélites, y se han asociado a un mejor prondstico en todos
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los estadios tumorales (73). En este sentido, el Immunoscore, una herramienta que
evalia el microambiente inmune peritumoral teniendo en cuenta
fundamentalmente la presencia de linfocitos T CD3+ y CD8+ tanto en el margen
infiltrante como en el centro del tumor, ha demostrado ser un factor prondstico en
supervivencia libre de enfermedad independiente de edad, sexo, estadio T y N, y

MSI (74).
2.2.4.3 Biomarcadores moleculares

En la era de la medicina oncoldgica de precision, la identificacién de
alteraciones moleculares como la alteracion en el nimero de copias (CNAs) de
material genético, de determinados perfiles de expresion génica y de mutaciones
puntuales podria jugar un importante papel prondstico en estadios precoces de

CCR.
2.2.4.3.1 Alteraciones en el numero de copias (CNAs)

Las CNAs hacen referencia a la ganancia o pérdida de material genético en
las células neoplésicas en forma de aneuplodia numérica, si existe ganancia o
pérdida de cromosomas enteros o de brazos cromosémicos, o de aneuploidia
segmentaria o focal si se producen amplificaciones o delecciones especificas. Estas
CNAs contribuyen tanto a la iniciacion como a la progresion y a la resistencia
terapéutica en distintas neoplasias, y se considera que es una consecuencia de la
inestabilidad cromosomica derivada de procesos de estrés replicativo y de errores

mitoéticos, entre otros (75).

En CCR existe un patrdn relativamente constante de CNAs, que incluye la
ganancia sistematica de los cromosomas 7, 8q, 13q y 20q, mientras que suele
presentar pérdidas de los cromosomas 8p, 17p y 18. En cuanto a los estadios

precoces de CCR, se ha descrito que los tumores que recidivan presentan una
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mayor proporcion de CNAs respecto a tumores que no recidivan, siendo la
ganancia del cromosoma 13q y la pérdida de heterocigosidad del 17q22-q24.3 las
alteraciones mas frecuentemente observadas en tumores recurrentes.
Adicionalmente, un aumento de la subclonalidad de CNA en las células
neopldasicas también se ha asociado a un peor prondstico en estadios II de CCR

(76).
2.2.4.3.2 Perfiles de expresion génica — Subtipos del Consenso Molecular (CMS)

Las CNAs van a afectar de forma directa la expresion de genes localizados
en las regiones gendmicas alteradas, provocando una desregulacion de los niveles
de expresion caracteristica de cada perfil de CNA. En concreto, en CCR se ha
descrito una correlaciéon entre las CNAs y los niveles de expresiéon de
determinados genes, como la sobreexpresion de MYC y de FAMS84B, localizados en

el cromosoma 8q24, que esta frecuentemente amplificado (77).

En 2015 se publico el consenso basado en las clasificaciones descritas hasta
la fecha en funcion de la expresion génica en CCR, donde se definieron 4 subtipos
moleculares de consenso (CMS) con rasgos caracteristicos de cada uno de ellos
(78). En este consenso se define un primer subtipo, CMS-1 o inestable
gendmicamente, enriquecido en tumores que presentan mutacion de BRAF,
inestabilidad de microsatélites con un fenotipo metilador de islas de CpG (CIMP) y
elevada carga mutacional, asociados a un elevado infiltrado inflamatorio. Este
subgrupo presenta una prevalencia del 14% de los CCRs, y se ha asociado a un
mejor prondstico en estadios precoces, mientras que presenta una peor
supervivencia cuando el tumor ha recidivado. El subtipo CMS-2 o canonico
representa el 37% de los CCRs y se caracteriza por elevados niveles de CNAs y la

activacion de determinadas vias de sefializacion, como la via de WNT y de MYC.
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Los pacientes con CCR en estadio II que presentan este subtipo molecular
presentan un peor prondstico, y podrian beneficiarse del tratamiento
quimioterapico adyuvante (79). En el subtipo CMS-3 o metabdlico, descrito en el
13% de los CCRs, se incluyen tumores que presentan una desregulacion en vias
fundamentalmente metabodlicas, asi como mutaciéon de KRAS e inestabilidad de
microsatélites, con un menor numero de CNAs y no presentan un fenotipo CIMP.
Por ultimo, el subtipo CMS-4 o mesenquimal presenta una prevalencia del 23% y
es el que se asocia a un peor prondstico, caracterizado por infiltracion estromal,

elevada angiogénesis y activacion de la via de sefializacion de TGFp.

Las dificultades técnicas y econdmicas para aplicar dicha clasificacion de
consenso en la practica clinica diaria han potenciado el desarrollo de diferentes
plataformas que permiten calcular puntuaciones gendmicas para cuantificar el
riesgo de recidiva en muestras incluidas en parafina, de manera similar a como se
hace en el cancer de mama en estadios precoces con el Oncotype DX Breast
Recurrence Score (80). En este sentido, el ensayo Oncotype DX Colon Recurrence
Score incluye el analisis de expresion de 12 genes, de los cuales 7 estan
relacionados con el ciclo celular y la respuesta estromal (Ki-67, C-MYC, MYBL2,
FAP, BGN, INHBA y GADD45B) y 5 genes de referencia para la normalizacion de
los niveles de expresion (ATPSE, PGK1, GPX1, UBBy VDAC2) (81). Este ensayo ha
sido validado en estadios precoces de CCR con y sin tratamiento adyuvante, asi
como en CCR en estadio III con tratamiento adyuvante, habiendo demostrado su
utilidad clinica a la hora de cuantificar el riesgo de recurrencia (82). Estudios
posteriores han demostrado que en CCR estadio II sin tratamiento adyuvante, la
estratificacion en bajo riesgo, intermedio o alto, en funciéon de la puntuacion
obtenida en el test, se asocia a un riesgo de recidiva del 9%, 14% y 19%,

respectivamente, a los 5 anos de la cirugia. En este mismo estudio, se observo que
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el riesgo de recidiva en aquellos estadios II de alto riesgo (19%) era practicamente

similar al riesgo de recidiva que presentan los CCR en estadio III de bajo riesgo

(20%) (83).

Otros ensayos basados en la expresion génica han sido también validados en
diferentes estudios, habiendo demostrado su utilidad a la hora de estratificar el
riesgo de recidiva en estadios precoces, como el ColDx, que se basa en el estudio
de una firma de expresion génica de 634 genes (84,85); o el ensayo ColoMet19,
basado en los niveles de expresion de 19 genes, validado en CCR en estadios II,
definidos clinicamente como de bajo riesgo y MSS, presentando un valor
predictivo positivo (VPP) del 67% para tumores clasificados como de alto riesgo

(86).
2.2.4.3.3 Mutaciones puntuales
2.2.4.3.3.1 Mutacion de KRAS, BRAF y PIK3CA

La via de senalizacion de BRAF-MEK-ERK, o via de las proteinas quinasas
activadas por mitogenos (MAPK), juega un papel esencial en el proceso de
carcinogénesis del CCR, junto con la via Wnt y la via PI3K-PTEN-AKT (87). Las
mutaciones oncogénicas tanto en KRAS como en BRAF inducen una senalizacion
proliferativa constitutiva, y su implicacion prondstica ha sido ampliamente
estudiada en el contexto de CCR en estadio IV o metastasico, donde ha
demostrado ser un importante factor predictivo negativo de respuesta a farmacos
anti-EGFR (88,89), asi como un factor prondstico, estando asociada su mutacion a

una peor supervivencia libre de progresion y peor supervivencia global (90).

Sin embargo, en estadios precoces de CCR, la mutaciéon de KRAS no ha
demostrado tener un valor prondstico establecido (87,91). En cuanto al papel

prondstico de BRAF en estadios II, se ha observado que su mutacion esta asociada
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a un peor pronodstico en tumores MSS, donde su prevalencia es de en torno al 5%,
pero no en aquellos tumores que presentan MSI (92,93). De manera similar, la
mutacion de PIK3CA por si sola tampoco ha conseguido demostrar un valor
prondstico en estadios precoces, si bien se ha descrito que la valoracion de su
estado mutacional en conjunto con el estado mutacional de KRAS y de BRAF
podria ser un buen marcador pronostico, tanto para supervivencia libre de

progresion como para supervivencia global (91).
2.2.4.3.3.2 Mutacién de SOX9

SOX9 es un factor de transcripcion de la familia SRY que juega un papel
fundamental en la determinacidn sexual masculina, asi como en la osteogénesis y
condrogénesis (94). En los ultimos afios se ha descrito su implicacién en el
desarrollo de multiples tipos de neoplasias, en algunos casos presentando un papel
pro-oncogénico, como en el carcinoma hepatocelular y cdncer de mama (95), y en

otros casos actuando como gen supresor de tumores (96).

En cuanto a su papel en CCR, estudios in vitro sugieren una implicacion en
la diferenciacion celular y la regulacion de la homeostasis en el epitelio intestinal,
estando implicado en la regulacion de células troncales intestinales a través de la
via de Wnt/3-catenina (97,98). No obstante, pese a que numerosos estudios han
descrito que la sobreexpresion de SOX9 en CCR se asocia a propiedades pro-
oncogénicas como proliferacion, invasién y promocién de la transicion epitelio-
mesénquima (99), otros autores han descrito su papel como gen supresor de

tumores (100).

Con respecto a su papel pronostico, se ha descrito que la mutacion de SOX9
estd asociada a una mayor supervivencia global en CCR metastasico (101), asi

como a una menor tasa de recidiva en CCR en estadio II (76).
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2.2.4.3.4 MicroARNs (miRNAs)

Los microARNs (miRNAs) son pequefias moléculas de ARN no
codificantes, con una longitud de entre 19 y 25 nucledtidos, que regulan la
expresion génica a nivel post-transcripcional a través de la degradacion o el
silenciamiento de las moléculas de ARNm. De manera fisiologica, los miRNAs
estan implicados en la regulacion de multitud de procesos bioldgicos como la
diferenciacion celular, apoptosis, proliferacion, y el desarrollo embrionario;
habiéndose descrito una alteracion de su expresion en diferentes tumores, asi como

su posible implicacion en la carcinogénesis y promocion tumoral (102).

En cuanto a su alteracion en estadios precoces de CCR, se ha descrito que el
aumento de expresion de miR-181c se asocia a un incremento en el riesgo de
recidiva (103), asi como un aumento en los niveles de miR-21 exosomales
circulantes en plasma esta relacionado con una peor supervivencia global y peor

supervivencia libre de enfermedad (104,105).

3. Estadificacion ganglionar
3.1 Estado actual

Como hemos comentado previamente, la afectacion metastasica de GLs
regionales del CCR es el factor prondstico mas directamente relacionado con
supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad (106). Las guias clinicas
actualmente recomiendan la evaluacién histoldgica de al menos 12 GLs para
considerar fiable un estadiaje ganglionar pNO, habiéndose descrito que la
supervivencia de pacientes con CCR estadio II estd asociada a un aumento del
numero de GLs evaluados (107). En este aspecto, y debido a las dificultades que a
veces puede suponer la diseccion manual del tejido adiposo pericolonico para

identificar GLs de pequefio tamafio, se han propuesto métodos alternativos para
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incrementar el nimero de GLs identificados, como son el aclaramiento de la grasa
y la inyeccidon de azul de metileno, que pese a haber demostrado un aumento del
numero total de GLs disecados, carecen de evidencia suficiente para la deteccion

de GLs positivos y de sobre-estadificacion en CCR (108).

Actualmente, la guia del United Kingdom Royal College of Pathologists (109)
recomienda el andlisis histoldgico del GL completo si el tamafio de este es menor
de 4 mm, y la evaluacion de una seccion central del GL cortado por su eje mayor
en GLs mas grandes. Para la evaluacién histologica ganglionar, se realiza
posteriormente una seccion de 2 a 4 um de grosor que se tifie con hematoxilina y
eosina (H&E); lo que representa un volumen infimo del total del GL, lo que puede
dar lugar a falsos negativos debido a un sesgo de distribucion tumoral si las células
neopldsicas no estdn representadas en la seccion histologica evaluada,
especialmente en el caso de micrometéstasis. Con el objetivo de minimizar este
sesgo, se han propuesto diferentes alternativas, como la realizacién de secciones
seriadas del mismo GL, asi como la realizacion de técnicas IHQ que permitan
incrementar la deteccion de metastasis ganglionares, sin que exista actualmente

ninguna evidencia que recomiende su uso en la practica clinica diaria.

3.2 Ganglio centinela

El concepto de ganglio centinela (GC) hace referencia al primer GL que
recibe el drenaje linfadtico del tumor primario, basdndose en la progresion
organizada de las células tumorales hasta ese primer ganglio, lo que
potencialmente le confiere mayor probabilidad de albergar células metastasicas. A
diferencia de lo que ocurre en el cancer de mama y en el melanoma, donde la
afectacion neopldsica del GC conlleva la necesidad de realizar una

linfadenectomia, lo que constituye un procedimiento quirtrgico diferente al de la

43

—
| S—



reseccion del tumor primario, la principal utilidad de la identificacion y evaluacion
histoldgica del GC en el CCR es la de mejorar la estadificacion ganglionar, ya que

la linfadenectomia generalmente forma parte del mismo procedimiento quirtirgico.

La técnica del GC en el CCR consiste en la inyeccidon de un trazador, bien de
forma preoperatoria mediante colonoscopia e inyeccién en la submucosa coldnica,
bien de forma intraoperatoria o ex vivo, en el servicio de Anatomia Patologica,
mediante su inyeccion en la region peritumoral o en el espacio subseroso. Existen
diversos protocolos que incluyen distintos trazadores, como pueden ser colorantes
como el azul de metileno, radioisétopos o trazadores fluorescentes como el verde

de indocianina, entre otros (110,111).

No obstante, la deteccion del GC presenta una sensibilidad de entre el 63% y
el 73,3% para predecir el estado ganglionar en el CCR (112). Esta baja sensibilidad,
a diferencia de lo que ocurre con el cancer de mama o el melanoma, se debe a que
el drenaje linfatico colénico no sigue un patrén tan lineal, lo que explica la relativa
frecuencia de skip metdstasis o metdstasis discontinuas, asi como las metastasis en
GLs fuera del territorio ganglionar locoregional, que podria deberse a alteraciones
de linfangiogénesis o a oclusion linfatica por el propio tumor (112). De hecho, se ha
descrito que la sensibilidad de la técnica del GC esta relacionada con el estadio pT
del tumor, observando una sensibilidad del 80% en tumores pT1 o pT2, y del 30%
en los pT3y pT4 (110).

Pese a ello, se ha demostrado que la técnica del GC permite una mayor
deteccion de GLs en total, asi como de ganglios metastdsicos (113) aunque se
cuestiona la necesidad de realizar técnicas de ultraestadificacion mediante

realizacion de secciones seriadas e IHQ debido a que conlleva tinicamente un
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sobreestadiaje en el 1% de los casos y representa una importante sobrecarga de

trabajo para el laboratorio y para el patologo (114).

3.3 Técnicas moleculares
3.3.1 One Step Nucleic Acid Amplification (OSNA)

La técnica molecular One Step Nucleic Acid Amplification (OSNA; Sysmex
Corporation, Kobe, Japon) es una técnica cuantitativa basada en el método RT-
LAMP (Reverse Transcription Loop-mediated Isothermal Amplification), una RT-
PCR modificada para amplificar el ARNm de CK19 a partir de lisados de GLs
(115). La deteccion de ARNm de CK19 mediante esta técnica presenta una

sensibilidad de entre el 94.9-95.2% y una especificidad del 97.7-97.9% (116).

La técnica analiza el tejido ganglionar procesado en fresco, obteniendo un
resultado cuantitativo en un periodo de tiempo de entre 17 y 45 minutos. La
cantidad de ARNm de CK19 detectada es reportada en forma de ntmero de
copias/pl, habiéndose correlacionado los niveles de ARNm de CK19 con el tamano
de los focos tumorales metastasicos, tanto en cancer de mama como en CCR, de
modo que resultados de menos de 160 copias/pl se consideran ganglios negativos,
entre 160 copias/pl y 250 copias/ul células tumorales aisladas, entre 250 copias/ul y
5.000 copias/ul se considera micrometdstasis, y mas de 5.000 copias/ul,

macrometastasis (115).

3.3.1.1 Procedimiento

En la técnica de OSNA, los GLs se recogen en fresco, teniendo en cuenta que
el rango de peso del analizador se encuentra entre 25 mg y 600 mg; de modo que
aquellos ganglios que tengan un peso menor al limite inferior no podran ser

evaluados mediante la técnica OSNA y tendrdn que ser evaluados mediante
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técnicas histoldgicas convencionales, mientras que los ganglios mayores de 600 mg
deberan ser seccionados y procesarse por separado, sumandose el resultado total
de las distintas determinaciones para establecer el valor de la carga tumoral total
(CTT), que representa el numero total de copias/ul en las distintas

determinaciones.

Los GLs seleccionados pueden congelarse a -80°C para su posterior analisis
mediante OSNA, o pueden procesarse en fresco tras su diseccion. Para su analisis,
primero se procede a obtener el lisado. Para ello, primero se han de homogeneizar
las muestras con 4 ml del tampon de lisado Lynorhag, que estabiliza las moléculas
de ARNm y protege contra la actividad de la ribonucleasa, minimizando el efecto
de sustancias inhibidoras y precipita el ADN genomico. La homogeneizacion se
lleva a cabo con un equipo RP-10 (Sysmex, Kobe, Japon) durante 90 segundos, y
posteriormente se obtiene 1 ml del producto resultante que se centrifuga a 12.000 g
durante 1 minuto a temperatura ambiente para eliminar los debris celulares. De la
fase intermedia de este producto, que se encuentra entre la fase grasa y el pellet de
los debris celulares, se pipetean 500 ul en un tubo Eppendorf. De esta muestran se
pipetearan 20 ul para diluirlos a una concentracion 1:10 con el tampdn Lynorhag,
constituyendo la muestra de andlisis. Los 480 pl restantes servirdn como muestra
de back up, que se congelard a -80°C y podran servir para reanalizar la muestra en
caso necesario. La muestra de andlisis se introduce a continuacién en el
amplificador RD-210 (Sysmex, Kobe, Japon), con capacidad para el andlisis de 14
muestras simultdneas. Es en este amplificador donde tendran lugar las reacciones
de amplificacion isotérmica a 65°C del ARNm de CK19 utilizando el reactivo
Lynoamp. Durante el proceso de esta reaccion de amplificacién se produce
pirofosfato, que se une a un ion de magnesio dando lugar a pirofosfato de

magnesio, que presenta una baja solubilidad en solucion acuosa y precipita cuando
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su concentracion alcanza la saturacion, lo que produce turbidez en el medio,
detectada por la plataforma RD-210. Una vez que la turbidez alcanza un valor de
densidad dptica de 0,1 a 465 nm se establece un umbral de tiempo, a partir del cual
se determina la cantidad de copias de ARNm de CK19. La medicién de la turbidez

se realiza en tiempo real a intervalos de 6 segundos (115-117).
3.3.1.2. OSNA en cancer de mama

La técnica de OSNA se aplico por primera vez en el andlisis intraoperatorio
del GC en cancer de mama en el ano 2007 (115). En este mismo articulo, Tsujimoto
et al. definieron los puntos de corte para la técnica OSNA para la distincion entre
macrometdstasis, micrometastasis y ausencia de metdastasis; y demostraron su
correlacién con el andlisis convencional histopatologico de los GLs, observando
una tasa de concordancia global del 98,2% para todos los GLs evaluados, y del

96,4% para los GCs, mientras que no hubo ningun falso negativo.

Estudios posteriores han evaluado la capacidad de la técnica OSNA
aplicada en GCs para predecir metastasis en GL no centinela (118,119), observando
que una mayor CTT en los GC se asocia a una mayor frecuencia de metastasis en
ganglios no centinela, lo que podria ayudar a la hora de la toma de decisiones
sobre la necesidad de realizar una linfadenectomia axilar en pacientes con cancer

de mama (120).

En este mismo contexto, recientemente se ha explorado el papel de la
deteccion molecular de metastasis ganglionar mediante OSNA en pacientes con
cancer de mama que han recibido terapia sistémica de forma neoadyuvante. Asi,
una CTT superior a 15.000 copias/ul en el GC ha demostrado ser un factor

predictivo de metdstasis en ganglios no centinela, con un valor predictivo negativo
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(VPN) del 90,5%; mientras que una CTT superior a 25.000 copias/pl se relaciona

con una peor supervivencia libre de enfermedad (121).

3.2.2.3 OSNA en cancer de colon

La identificacion del ARNm de CK19 como marcador optimo para su
evaluacion mediante la técnica OSNA en CCR se describio en el 2013 por
Yamamoto et al (116). Los autores estudiaron en una primera fase de cribado la
expresion de 98 posibles marcadores de ARNm seleccionados a partir de bases de
datos en GLs metastdsicos y no metastasicos de CCR. De todos ellos, seleccionaron
aquellos que presentaban una mayor diferencia de expresion entre los ganglios
metastdsicos y los no metastdsicos, seleccionando 9 posibles candidatos que
incluian ARNm de CEA, CK19, CK20, MUC2, MUC11, MUC12, MUC13, EXYD3 y
CFTR. Finalmente observaron que, de todos ellos, los niveles de ARNm de CK19 se
expresaba en todos los GLs metastasicos, siendo el marcador que presentaba una
mayor sensibilidad (96,4%) y una especificidad del 100%; estableciendo un punto
de corte para la distincion entre GLs metastdsicos y no metastasicos en el rango
entre 75-500 copias/pl. El punto de corte actual para definir como positivo un
ganglio linfatico se sittia en 250 copias/pl, basandose en el punto intermedio
logaritmico entre el valor maximo del nimero de copias de ARNm de CK19 en
GLs de pacientes con CCR pNO y -2 desviaciones estandar de la media del nimero

de copias de ARNm de CK19 en GLs histoldgicamente positivos (122).

Con respecto a los diferentes estudios que han comparado la correlacion
entre la deteccion de metdastasis ganglionar mediante OSNA y la evaluacion
histopatolodgica de los GLs, la metodologia empleada para la evaluacién histologica
difiere. De esta manera, existen articulos donde diseccionan los GLs por la mitad,

empleando una mitad del ganglio para la evaluaciéon molecular mediante OSNA y
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la mitad restante para la evaluacion histoldgica convencional con un corte de 4 um
de grosor (123,124), mientras que otros autores realizan una tnica seccion central
del GL de 1 mm de grosor para su analisis histologico convencional, empleando el
tejido restante para la evaluacion por OSNA (125). Otros autores realizan secciones
del GL en 4 partes iguales, utilizando dos secciones no consecutivas para la
evaluacion molecular, y las dos restantes para la evaluacion histologica,
incluyendo estudios adicionales con tincion IHQ para CK19 (126,127). En cualquier
caso, independientemente de la metodologia utilizada, se ha demostrado que el
OSNA tiene un rendimiento similar a la evaluacion histopatoldgica intensiva y
superior a la evaluacion estandar con H&E, con una sensibilidad, especificidad,
concordancia, VPP y VPN del 90,4%, 96,8%, 96,0%, 79,8% y 98,6%, respectivamente
(128).

Adicionalmente, la positividad por OSNA se ha relacionado con multiples
factores histoldgicos clasicos de alto riesgo en CCR, como son el tamafio tumoral,
la presencia de ILV e IPN, alto grado histologico, un mayor estadio pT y un mayor
estadio pN (123,129). En este sentido, Yamamoto et al. describieron también que la
positividad por OSNA no solo se asocia a un mayor numero de ganglios afectados,
sino que el namero de copias/ul aumenta a medida que incrementa el nimero de
ganglios metastasicos, siendo la media 1550 copias/pl en estadios pNO de, 24,050

copias/pl en tumores pN1 y 90,600 copias/pl en pN2 (123).

Otras potenciales aplicaciones de la evaluacion mediante OSNA de los GLs
en CCR incluye la prediccion de metdstasis ganglionares pélvicas laterales en
pacientes con cancer rectal avanzado. En este sentido, se ha sugerido que el analisis
mediante OSNA de los GLs perirrectales podria ser 1til a la hora de decidir qué
pacientes podrian beneficiarse de una diseccion ganglionar pélvica, incluyendo

aquellos pacientes que han realizado tratamiento neoadyuvante (130). El analisis
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mediante OSNA del GC en CCR también ha demostrado reducir el tiempo de
intervalo entre la cirugia y el inicio del tratamiento quimioterdpico adyuvante en
aquellos pacientes con presencia de metdstasis ganglionar, al permitir colocar un

dispositivo Port-a-Cath en el mismo acto quirtargico (131).

Sin embargo, una de las limitaciones que presenta la evaluacion por OSNA
es el tamano que presentan determinados GLs, ya que el limite inferior del rango
de peso que presenta la técnica para la detecciéon de ARNm de CK19 es de 25 mg.
Rakislova et al. compararon la deteccion de metastasis ganglionar mediante OSNA
en dos cohortes diferentes de CCR, una de ellas en la que los GLs fueron evaluados
de forma individual, y otra cohorte donde estos se analizaron de forma conjunta, lo
que denominaron el método “pooling”, consistente en analizar en un mismo tubo
multiples los GLs hasta llegar al limite de peso de 600 mg, sin observar diferencias
significativas entre ambas cohortes. De esta manera, mediante el método “pooling”,
aquellos GLs con un menor tamano si que pueden ser evaluados, reduciendo de
forma significativa los costes asociados a la evaluacion mediante OSNA, al
disminuir el namero de determinaciones a realizar, que resultaron ser de un
maximo de 2 determinaciones por paciente, con una media de 18 GLs analizados

en cada caso (132).

Hasta la fecha, pocos estudios han evaluado el impacto prondstico de la
positividad por OSNA en CCR. Itabashi et al. describieron recientemente en un
estudio prospectivo y multicéntrico que el andlisis ganglionar por OSNA en
pacientes con CCR estadio II permitia sobre-estadificar el estado ganglionar hasta
en un 15,7% de los casos, y que la positividad por OSNA era el tinico factor de
riesgo que se asociaba en el analisis univariado a un mayor riesgo de recidiva a los
3 afnos tras la cirugia, mientras que no observaron diferencias estadisticamente

significativas con respecto a la supervivencia global, posiblemente debido a que
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unicamente se realizé un seguimiento de 3 afios a los pacientes (133). Sin embargo,
otro estudio retrospectivo mas reciente en 87 pacientes con CCR en estadio I, Il y
III no observd una correlacion entre la positividad por OSNA y los andlisis de
supervivencia, incluyendo supervivencia especifica de cancer, supervivencia libre

de recurrencia y supervivencia libre de enfermedad (134).

3.2.2.4 OSNA en otras neoplasias

La evaluacion ganglionar por métodos moleculares como el OSNA ha sido
investigada en muchos otros tipos de neoplasias diferentes del cancer de mama y
CCR. Entre ellas se incluyen neoplasias ginecoldgicas como el cancer de cérvix y de
endometrio (135,136), el cancer gastrico (137), cancer de tiroides (138), carcinomas
escamosos de cabeza y cuello (139), cancer de célula no pequefia pulmonar (140), y
cancer de prostata (141), entre otros. Distintos metaanalisis coinciden en que la
evaluacion por OSNA presenta una gran precision, comparado con la evaluacion

histoldgica convencional, a la hora de detectar metdstasis ganglionares (142,143).
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El presente trabajo se basa en las siguientes hipdtesis:

1.

2.

3.

La carga tumoral total detectada mediante la técnica OSNA en ganglios
linfaticos de cancer colorrectal se correlaciona con otros factores de riesgo y
puede tener valor prondstico.

La mayor limitacion hasta la fecha del analisis de los ganglios linfaticos en
cancer colorrectal con OSNA es la utilizacion de parte del ganglio linfatico
para la estadificacion convencional con H&E y el resto para OSNA, por lo
que se introduce un sesgo de localizacion del tumor, por lo que las cargas
tumorales totales obtenidas mediante OSNA no son representativas de la
totalidad del ganglio linfatico.

La realizacion de extensiones citologicas de los ganglios linfaticos permitiria
obtener el numero de ganglios linfaticos positivos, o estadio pN
convencional, siendo wuna alternativa a la evaluacion histologica
convencional con H&E, lo que permitiria a su vez analizar todo el ganglio

linfatico con OSNA.
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Objetivo general

El objetivo general de la presente tesis se basa en evaluar el impacto prondstico
del estadiaje molecular ganglionar mediante la determinacion de la carga tumoral
total ganglionar con la técnica OSNA en cdncer colorrectal, asi como determinar la
utilidad de la realizacion de extensiones citologicas como un método alternativo de

estadificacion ganglionar pN convencional.
Objetivos especificos:

1. Determinar el valor prondstico de la carga tumoral total evaluada

mediante la técnica OSNA en cancer colorrectal. (Estudio 1)

2. Evaluar la correlacion de la carga tumoral total con factores de alto

riesgo en cancer colorrectal. (Estudio 1)

3. Comparar la sensibilidad y especificidad de la realizacién de extensiones
citolégicas y del andlisis ganglionar con la técnica OSNA con respecto a
la evaluacion histoldgica convencional para la estadificacion ganglionar

en cancer colorrectal. (Estudio 2)

4. Evaluar el impacto pronostico de los tres métodos de estadificacion

ganglionar: H&E, extensiones citoldgicas y OSNA. (Estudio 2)

55

—
| S—



MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS




Articulo 1:

Lymph Node Tumor Burden Correlates With Tumor
Budding and Poorly Differentiated Clusters: A New

Prognostic Factor in Colorectal Carcinoma?

Archilla, I., Diaz-Mercedes, S., Aguirre, J. J., Tarragona, J., Machado, 1., Rodrigo, M.
T., Lopez-Prades, S., Gorostiaga, I., Landolfi, S., Alén, B. O., Balaguer, F., Castells,
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Resumen

La presencia de metdstasis ganglionar es el factor prondstico mas
importante en cancer colorrectal (CCR), siendo la evaluacion histoldgica de los
ganglios linfaticos (GLs) el gold standard para el estadiaje ganglionar pN. No
obstante, el estadiaje molecular ganglionar en CCR mediante OSNA ha
demostrado ser mas preciso que el estadiaje molecular histoldgico convencional,
especialmente en estadios precoces. El objetivo del presente estudio multicéntrico
prospectivo es evaluar la relacion de la carga tumoral total (CTT) evaluada
mediante la técnica OSNA en CCR con otros factores de riesgo convencionales, asi

como determinar su valor pronostico.

Se obtuvieron 5.931 GLs de 342 pacientes con CCR en estadio I-III, que se
analizaron mediante la técnica OSNA y anadlisis histologico convencional. La CTT

de cada paciente se defini6 como la suma de todas las copias de ARNm de

CK19/uL de todos los GLs evaluados.

La positividad molecular se correlacion6 con la presencia de un mayor
grado histoldgico, asi como invasion perineural y linfovascular, invasion vascular
extramural, un mayor estadio pT y estadio pN, y un alto grado de tumor budding y
de poorly differentiated clusters (p<0.001). Una CTT mayor o igual a 6.000 copias/uL
se relaciond con una peor supervivencia global (p=0.046) y supervivencia libre de

enfermedad (p<0.001).

Nuestros resultados muestran que el andlisis molecular de los GLs en CCR
se correlaciona con factores de alto riesgo en pacientes con CCR. Una CTT igual o
mayor a 6.000 copias/uL se asocia a un peor pronodstico, por lo que el estadiaje
molecular ganglionar podria ayudar a una mejor estratificacion del riesgo de

recidiva en estadios precoces.

58

—
| S—



popeciun:

1t

00QE EaHOIFED AUMY |

ARTICLE

Lymph Node Tumor Burden Correlates With Tumor
Budding and Poorly Differentiated Clusters: A New
Prognostic Factor in Colorectal Carcinoma?

Ivan Archilla, MD?, Sherley Diaz-Mercedes, MD!, José Javier Aguirre, MD, PhD?, Jordi Tarragona, MD, PhD?, Isidro Machado, MD, PhD#,
Maria Teresa Rodrigo, MD*, Sandra Lopez-Prades, MSc?, Ifigo Gorostiaga, MD?, Stefania Landolfi, MD®, Begofia Otero Alén, PhD®,
Francesc Balaguer, MD, PhD”*, Antoni Castells, MD, PhD”%, Jordi Camps, PhD”*® and Miriam Cuatrecasas, MD, PhD"#

INTRODUCTION: Molecular lymph node (LN) staging in early colorectal cancer (CRC) has demonstrated to be more
precise than conventional histopathology pN staging. Tumor budding (TB) and poorly differentiated
clusters (PDCs) are associated with LN metastases, recurrences, and lower survival in CRC. We
evaluated the correlation between the total tumor load (TTL) in LNs from CRC surgical specimens with
patient outcome, TB, and PDC.

METHODS: In this retrospective multicentre study, 5,931 LNs from 342 stage I-111 CRC were analyzed by both
hematoxylin and eosin and molecular detection of tumor cytokeratin 19 mRNA by one-step nucleic acid
amplification. TB and PDC were evaluated by hematoxylin and eosin and cytokeratin 19
immunohistochemistry.

RESULTS: One-step nucleic acid was positive in 38.3% patients (n = 131). Tumor Budding was low in 45% cases,
intermediate in 25%, and high in 30%. Poorly Differentiated Clusters were low-grade G1 in 53%, G2 in
32%, and G3 in 15%. TB and PDC correlated with TTL, high-grade, lymphovascular and perineural
invasion, pT, pN and stage (P<0.001). TB, PDC, and TTL = 6,000 copies/p.L were associated with worse
overall survival (P= 0.002, P = 0.013, and P = 0.046) and disease-free survival (P< 0.001).

DISCUSSION: The implementation of more sensitive molecular methods to assess LN status is a promising alternative
approach to pN staging, which could be integrated to other factors to help risk stratification and
management of patients with early-stage CRC. This study demonstrates the correlation of the amount of
LN tumor burden with TB and PDCs. TTL is related to the outcome and could be used as a new prognostic
factor in CRC (see Visual Abstract, Supplementary Digital Content 2, http:/links.lww.com/CTG/A512).

[Lymph node tumor burden. A new prognostic factor
in colorectal carcinoma]
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INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) is the third carcinoma in incidence, with
almost 1.8 million new cases in 2018, being the second cause of
cancer-related death worldwide, accounting for 800,000 deaths in
2018 (1,2). CRC screening programs in average-risk population
have achieved a significant mortality reduction because of an
increased diagnosis at early stages of the disease (3). In addition,
up to 70% CRC diagnosed in the context of screening programs
are stages 1-11, which could be cured after surgical excision.
Nevertheless, 10%-15% of stage 11 patients recur within 5 years of
curative-intended surgery (4,5). These stage Il high-risk patients
are difficult to identify with current strategies.

Lymph node (LN) status determines prognosis and the need
of adjuvant therapy (6). In addition, the current pathology-
based LN staging performed with the gold standard hematox-
ylin and eosin (H&E) does not guarantee a reliable pNO because
of its low sensitivity to detect LN micrometastases (7). A recent
metanalysis showed that patients with LN micrometastases not
detected by H&E had worse prognosis and impaired survival
rates and would benefit from adjuvant therapy (7). Therefore,
there is an unmet need for the incorporation of more sensitive
methods of LN staging for early-stage CRC (5,7). In parallel,
highly sensitive molecular methods have been recently in-
corporated into pathology diagnosis. New molecular tech-
niques, such as the one-step nucleic acid assay (OSNA; Sysmex,
Kobe, Japan), make it possible to detect the presence of LN
tumor burden in 11.5%-50% of patients with CRC staged as pNO
by H&E (8-14). Therefore, molecular LN analysis could help to
narrow down undetected patients with stage 1l CRC (8-10).
Tumor burden in LNs is determined by the OSNA assay as the
total tumor load (T'TL), defined as the amount of tumor cyto-
keratin 19 (CK19) mRNA/pL copies present in LNs of CRC
surgical specimens. We and other authors have recently dem-
onstrated the correlation of the TTL with other CRCrisk factors,
such as pN, pT, tumor grade, male sex, tumor size and lym-
phovascular invasion (LVI), poor prognosis, and worse disease-
free survival (DFS) (8-11,13,15,16).

Tumor budding ('TB) and poorly differentiated clusters (PDCs)
are morphologic manifestations of the epithelial-to-mesenchymal
transition phenotype, a physiological process that allows epithelial
cells to acquire mesenchymal properties and the potential for mi-
gration and stromal invasion, which is essential for developing
metastases. T'B is defined as the presence of single tumor cells or cell
clusters formed by 4 cells or less at the tumor invasive front (17).
PDCs consist of aggregates of at least 5 neoplastic cells in the tumor
stroma that do not form glandular structures. Both TB and PDCs
are independent prognostic factors in stage 11 colon cancer (17-22),
associated with LN metastases, high pT stage, tumor grade, peri-
neural invasion (PNI), LVI, extramural vascular invasion (EMVI),
and distant metastases (22-28).

This study demonstrates the correlation of the TTL, a sensitive
method to detect LN metastases, with patient outcome, TB, and
PDC, considered risk factors for LN metastasis in early-stage CRC.
The incorporation of molecular methods to assess LN status, to-
gether with other pathological risk factors, could help to improve risk
stratification and management of patients with early-stage CRC.

Clinical and Translational Gastroenterology

—

METHODS

Study samples

This is a retrospective multicenter observational study from 3
hospitals, which includes all patients with stage I-I1Il CRC who
underwent LN analysis with both the OSNA assay and H&E
between 2010 and 2018. Inclusion criteria were patients older
than 18 years old with histologically confirmed primary CRC and
positive CK19 immunoreaction. Exclusion criteria included
synchronous CRC or presence of other malignant neoplasms,
metastatic disease, neoadjuvant therapy, familial adenomatous
polyposis, carcinomas on inflaimmatory bowel disease, and the
presence of intraluminal stent-type devices. The study was pre-
sented and approved by the Scientific and Ethics Committee of
each institution.

Study procedure

Fresh LN dissection and sample processing. All freshly dissected
LNs from the mesocolon or mesorectal fat were analyzed by 2
methods, H&E and OSNA, as previously described (8,9). Briefly, all
LNs were sectioned, submitting part of the LN for conventional
formalin-fixation, paraffin-embedding, and H&E staining. The rest
of the LN was put into PCR tubes and stored at —80°C until OSNA
analysis was performed. After fresh LN procurement, the fat was
fixed in 10% neutral buffered formalin, and a second-look dissec-
tion was performed for remaining LNs, which were processed only
by conventional histopathological analysis (8,9).

OSNA assay. The OSNA assay 1s a standardized, quantitative,
objective, and reproducible method of evaluation based on a
type of QRT-PCR called reverse transcription loop-mediated
isothermal amplification (RT-LAMP), which amplifies CK19
mRNA. It has been validated for LN analysis of breast and CRC.
The OSNA assay was performed at each institution using the
protocol described by Tsujimoto et al. (29) and following the
manufacturer’s instructions. Briefly, each PCR tube containing
LNs was homogenized with the lysis buffer Lynorhag (Sysmex,
Hyogo, Japan) for mRNA stabilization and genomic DNA
precipitation, centrifugated and amplified using the RT-LAMP
method with the RD-1001 automated gene-amplification system
(Sysmex). As aresult, the number of tumor CK19 mRNA copies/
wL present in all LNs of the surgical specimen, defined as the
TTL, was obtained. An OSNA result of =250 copies/pL was
considered positive, as established and validated in previous
studies (11,12).

Pathology report and LN staging. Pathology reports including
LN staging were performed based on H&E analysis according to
the AJCC/UICC TNM, 8th edition (30). Both pathologists and
clinicians were blinded to the OSNA results.

TB and PDC assessment. Histopathological H&E-stained slides
were reviewed by a pathology fellow and a gastrointestinal pa-
thologist (L.A., and M.C.). Discordant cases were revisited together
and a consensus about the definite score was reached. All slides
containing tumor were first scanned at low-power magnification to
identify the area with the highest density of TB and PDCs on H&E.
Then, the selected slide or slides were immunostained with CK19.
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Table 1. Demographic, clinical, and pathological characteristics

207 (60.5%)

Male

Age (yr, mean * SD) 688+ 115

Right colon 115(33.6%)

Left colon 130 (38%)

] =
e
=

168 (49.1%)

189 (55.3%)

i varis 101 @35%)

PNI

246 (71.9%)

72%)

American College of Gastroenterology
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Lymph Node Tumor Burden

Table 1. (continued)
sjm_
il 130 (38%)

EMVI, extramural vascular invasion; LVI, lymphovascular invasion; PNI,
perineural invasion.

The number of TB was evaluated at the invasive front of the tumor
corresponding to the hotspot area of the selected region. TB was
counted on one field of 0.785 mm? using a 20X objective lens and
normalized according to the International Consortium on TB
Recommendations (17). TB was graded as Bd1/low (0-4 buds),
Bd2/intermediate (5-9 buds) and Bd3/high (=10 buds). PDCs
were evaluated at 20X either at the invasive front or the center of
the tumor and graded as G1 (0-4 clusters), G2 (5-9 clusters), and
G3 (=10 clusters) (31). In mucinous carcinomas, tumor cells
within mucin pools were not classified as TB, only considering
tumor cells infiltrating the stroma with minimal extracellular
mucin. Contrarily, PDCs were evaluated within mucin lakes, as
proposed by Barresi et al. (32).

CK19 immunohistochemistry. Immunohistochemistry (IHC)
stainings were performed to all primary CRC using the CK19
antibody (A53-B/A2, 760-4,281, Roche). IHC was performed on
consecutive sections of the tumor where TB and PDC were
assessed with 2 purposes: first, to enable the comparison of TB
and PDC counts with H&E and IHC and second, to assess the
positivity of the tumor for CK19 and ensure reliable negative
molecular CK19 mRNA OSNA results. Positive immunostaining
was defined as =10% membranous staining with or without cy-
toplasm staining of tumor cells.

Statistical analysis

Clinicopathological characteristics collected for each patient
were reviewed, and cases with incomplete data were excluded.
The statistical analysis was performed in accordance with the
study protocol. The primary endpoint was the concordance
between TTL with TB, PDC, and patient outcome. Secondary
endpoints were the correlations of TTL with TB and PDC
assessed by H&E or IHC and the correlation of TB and PDCs
with other clinicopathological factors. The x* test, Fisher exact
test, and Spearman correlation coefficient were used for test-
ing the association between categorical or numerical vari-
ables, respectively. The Mann-Whitney and Kruskal-Wallis
tests were used to compare group distributions. A P << 0.05
was considered statistically significant. A Kaplan-Meier sur-
vival analysis with logrank tests was performed for the vari-
ables TB, PDC, and TTL. A multivariate logistic regression
analysis was used to predict the TTL outcome (cutoff point =
6,000 copies/pL) including the following variables: TB, LVI,
PNI, pT, tumor size, gross tumor configuration, histological
grade, and peripheral growth pattern. All analyses were per-
formed using SPSS v25 statistician package (IMB, Chi-
cago, IL).
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RESULTS

Patients and pathological data

The study included 429 stages 1-11l CRC with LN analysis by
OSNA and H&E. Forty-nine patients with incomplete data and 37
in situ carcinomas and one case with synchronous carcinomas were
excluded. Finally, the study was performed on 342 patients
recruited in 3 hospitals between June 2012 and July 2018. Seventy-
three patients (21.3%) had LN metastasis on H&E examination, of
which only 14 cases (19.18%) were diagnosed as cN positive by
preoperative computed tomography. The patient’s follow-up was
between 40 days and 6.5 years. Demographic, clinical, and patho-
logical characteristics are summarized in Table 1.

LN dissection

A total of 6,785 LNs were dissected, with a mean of 19 LNs per
case. Of those, 5,931 LNs (87.5%) were freshly dissected (17 LNs
per case) and analyzed by both H&E and OSNA and 854 (12.5%)
LNs were procured on a second look after formalin fixation and
analyzed by H&E. A weak positive correlation between the
number of fresh LNs sampled and the amount of TTL was ob-
served (r = 0.12, P = 0.027), showing no differences between the
amount of LNs between OSNA negative patients (16.7 LNs/case)
and OSNA positive cases (18.4 LNs/case) (P = 0.089).

TB and PDC assessment by H&E and IHC

All primary tumors included in the study were positive for CK19
IHC. TB distribution assessed on H&E was: 204 (59.6%) Bdl, 79
(23.1%) Bd2, and 59 (17.3%) Bd3. TB distribution performed on
THC was as follows: 154 (45%) Bd1, 85 (25%) Bd2, and 103 (30%)
Bd3. Regarding PDCs, assessment with H&E resulted in 207
(60.5%) G1, 94 (27.5%) G2,and 41 (12%) G3, whereas assessment
by IHC resulted in 180 (53%) G1, 111 (32%) G2,and 51 (15%) G3.
Cases were similarly distributed with both methods of evaluation,
with a strong correlation between H&E and CK19 IHC, being
higher for PDC assessment than for TB (r = 0.879, P << 0.001 for
PDC and r = 0.76, P < 0.001 for TB). When the evaluation was
performed with IHC, more TB cases were classified as Bd3 and to
a much lesser extent as G3-PDC (Table 2).

TTL positivity correlates with TB and PDC

OSNA positivity was found in 38.3% of the cases (131/342) with a
mean TTL of 36,662 copies/pL among positive cases. We ob-
served a positive correlation between the amount of tumor bur-
den present in the LNs (TTL) assessed by the OSNA assay, with
both TB (r = 0.249 by IHC; r = 0.243 by H&E) and PDC (r =
0266 by IHC; r = 0.257 by H&E) (P < 0.001). In mucinous
carcinomas (n = 34), we observed a trend between PDC grades
within mucin pools and TTL, although it was not statistically
significant (T'TL in G1 = 127 copies/p.L; G2 = 921 copies/p.L; G3
= 10,714 copies/p.L; P = 0.26).

The mean TTL was similar for low and intermediate TB (Bd1:
3,292 copies/L and Bd2: 18,002 copies/pL), with no significant
differences between both groups (P = 0.154). The mean TTL of
high-Bd3 TB was 45,331 copies/p.L, with significant differences with
Bd1 and Bd2. Similarly, there were no significant differences when
comparing the mean TTL of PDC G1, with 4,962 copies/p.Land G2,
with 13,146 copies/p.L (P = 0.068), although PDC G3 had 61,108
copies/pL, with significant differences between low and in-
termediate grades. Thus, we grouped low and intermediated grades
of TB and PDC into one category, obtaining 2 groups with signifi-
cant differences for both TB and PDC (P << 0.001) as well (Figure 1).

Correlation of TB, PDCs, and TTL with other

histopathologic features

TB and PDC were highly correlated among them when the
evaluation was performed with either [HC and H&E, being higher
for IHC (r = 0.69; P<< 0.001 by H&E and r = 0.773; P < 0.001 by
IHC). TB and PDCs were both significantly associated with each
other (P < 0.001) and with LVL, PNI, EMV], infiltrative type of
invasion at the invasive front, ulcerative gross configuration, pT,
pN, and stage (P < 0.001) Regarding the WHO grade, TB did not
show a significant association (P = 0.054), whereas PDCs were
associated with grade (P < 0.001). We did not find any associa-
tion for TB and PDC with tumor location, age, sex, nor size of the
tumor (Table 3). A similar analysis was conducted concerning
TTL, showing that it was also associated to a higher tumor grade,
infiltrative type of tumor invasion, LV, PNI, EMVL, pT, pN, and
stage (P < 0.001), whereas it was not related to sex, age, tumor
location, size of the tumor, nor macroscopic configuration.

Table 2. Correlation between TB and PDCs grades assessed by H&E and CK19 IHC

CK19 IHC Bdl (n = 154, 45%) Bd2 (n = 85, 25%) Bd3 (n = 103, 30%) Rho spearman Pvalue
H&E staining
Bd1 (n = 204, 59.6%) 148 43 13 0.76 0.001
Bd2 (n = 79, 23.1%) 6 40 33
Bd3 (n =59, 17.3%) 0 2 57
CK19 IHC PDCG1 (n = 180, 52.6%) PDCG2 (n =111, 32.5%) PDC G3 (n = 51, 14.9%) Rho spearman Pvalue
H&E staining
PDC G1 (n = 207, 60.5%) 179 28 0 0.879 0.001
PDC G2 (n = 94, 27.5%) i 81 12
PDC G3 (n = 41, 12%) (o] 2 39

Bd1,Bdl, Bd2, and Bd3, budding 1, 2,and 3; CK19, cytokeratin 19; H&E, hematoxylinand eosin; IHC, immunohistochemistry; PDC, poorly differentiated cluster; PDCG1,
PDC G2, and PDC G3, grades 1, 2, and 3; PNI, perineural invasion; TB, tumor budding.
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Figure 1. Correlation between TB and PDCs with TTL: (a) Correlation between TTL with Bd1, Bd2, and Bd3 TB by H&E and; (b) by IHC; (c) correlation
between TTL with PDC G1, G2, and G3 by H&E; (d) and by IHC. (e) Correlation between TTL with 2-tier TB grading by H&E and (f) IHC. Correlation of TTL
with 2-tier PDC (g) by H&E; (h) and IHC. H&E, haematoxylinand eosin; IHC, immunohistochemistry; PDC, poorly differentiated cluster; TB, tumor budding;
TTL, total tumor load.

Regarding CRC stages, most stage | cases had low-Bd1 TB  copies/jL and stage I1I cases: 58,781 copies/p.L (P < 0.001), being
(76.3%, n = 190), low-grade G1 PDC (77.7%, n = 108), and lower  also significant when comparing stage Il and stage III (P << 0.001).
TTL, with a mean of 294 copies/p.L compared with stage 11: 3,358 Similarly, the TTL progressively increased with pT and pN stages,
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Table 3. Correlation of TB and PDCs with histopathological features

77 (57%) 36(26.7%)  22(163%) 75(55.6%)  44(32.6%) :‘
Tumor location

Transverse colon 23(511%)  17(37.8%) 5(11.1%)

‘size (cm. Mean 37x£17 01232

Present 36(37.5%)  22(229%) 38(39.6%) 34(35.4%)  33(344%) 29(30.2%)

50 (16.4%)

89.4%)

15(357%)  8(19%) 19 (45.2%) 11(262%) 17 (40.5%) 14(33.3%)
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Table 3. (continued)

Lymph Node Tumor Burden

1(50%) 0(0%) 1(50%)

106(76.3%)  22(15.8%) 11 (7.9%)

24(329%)  18(24.6%)

31 (42.5%)

1(50%) 1(50%) 0(0%)

6(4.3%)

108(77.7%)  25(18%)

24(329%)  25(34.2%) 24 (329%)

Bd1,Bd2,and Bd3, budding 1, 2,and 3; EMVI, extray y
PDC G1, PDC G2, and PDC G3, grades 1, 2, and 3; PNI, perineural invasion; TB, tumor budding; TTL, total tumor load. Numbers in bold highlight significant Pvalues.

Ivascular invasion; H&E: |

with 750 copies/pL in pT1, 2,622 copies/pL in pT2, 24,797 copies/
pLinpT3,and 19,131 copies/pL in pT4. As for pN, a mean of 1,775
copies/jLL was found in pN0, 49,413 copies/pLL in pN1 and 95,000
copies/p.L in pN2 cases (P << 0.001), with a trend but no statistical
differences between pN1 and pN2 (P = 0.27). The logistic re-
gression analysis showed the variables LVI (P << 0.001) and T stage
(P = 0.016) as the only predictive factors of T'TL = 6,000 copies/p.L.

Survival analysis

Kaplan-Meier survival analysis using the logrank test among all
cases was performed, which showed that TB, PDC, and TTL were
significantly associated with overall survival (P = 0.002; P = 0.013

toxylinand eosin; LVI, lymph larinvasion; PDC, poorly differentiated cluster;

and P = 0.046, respectively) (Figure 2) and DES (P < 0.001). When
the survival analysis was conducted in stage I and II patients, only
PDC (P = 0.026), but not TB nor TTL, was associated with DFS
(see Supplemental Figure, Supplemental Digital Content 1, http:/
links lww.com/CTG/A51 1, which shows DFS curves in stage I and
11 cases).

DISCUSSION

Pathological H&E assessment is the gold standard for the eval-
uation of the LN status or pN staging. Nevertheless, its in-
terpretation is rather subjective and it yields some false negative
results, mainly because of tumor allocation bias within LNs

a TB HZE

- ¥ % et _~Bd1+B2
_Bd3
] - Bdl + Bd2-censored
-+ Bd3-censored

2 .
Overall survival_years.

Cum Survival

b PDC H&E
| : — + - + + _~PDC G1+PDC G2
~PDC
Il L TEdye
[ “+PDC G3-censored
2 os|
2
£ (|
B o
02}
o0} p=0.013
o 2 . .
Owerall survival_years
TTL
126,000
6,000
_‘_:g:nomcwg
p=0.046

Overall survival_years

Figure 2. 0S curves showing (a) worse OS for patients with Bd3 than for patients with Bd1 or Bd2, (b) worse OS for patients with PDC G3 than for patients
with PDC G1 or PDC G2, (c) worse QS for patientswith TTL = 6,000 copies/p.L. Cum survival, cumulative survival; H&E, hematoxylin and eosin; S, overall
survival; PDC, poorly differentiated cluster; TB, tumor budding; TTL, total tumor load.
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(7,8,15). In fact, up to 15% of patients with histological stage 11
CRC recur within 5 years after curative-intended surgery (4,5).
Moreover, there is evidence that molecular detection of LN
micrometastases in stage I CRC is associated with a higher risk of
recurrence, worse prognosis, and lower survival rates (7,9,16). We
aimed at demonstrating the importance of the incorporation of
LN molecular staging in the diagnosis and LN staging of CRC by
demonstrating its correlation with patient outcome, TB, and PDC
as factors related to LN metastasis and prognosis.

The OSNA assay is a molecular method for the detection of
tumor CK19 mRNA within the LNs. It is quantitative and ob-
jective, providing data on the amount of tumor burden present in
the LNSs. Its sensitivity and specificity in CRC have been reported
to be 86.2% and 96.5%, respectively, with a concordance rate
between H&E slides and the OSNA results of 96.5% (11). It is a
feasible method which makes it possible to reduce interobserver
variability and being used in routine diagnosis for molecular LN
staging. We believe that it could be an alternative tool to H&E pN
staging in the setting of early-stage CRC (8,11,15,33). We and
other authors have previously reported the correlation of OSNA
positiveness with clinicopathologic risk factors such as male sex,
pT, pN, high histological grade, mucinous/signet ring histological
types, and tumor size (8,9,11).

We analyzed 5931 LNs from 342 stage I-I1l CRC using the
OSNA assay. We have shown that a TTL = 6,000 copies/j.L is
associated to worse DFS and overall survival, and it is also cor-
related with TB and PDCs, being both factors related to outcome
in CRC, implying that TTL could be used as an additional risk
factor in patients with CRC. Besides, the correlation of TTL with
other clinical and pathological CRC risk factors is further dem-
onstrated here with additional factors such as stage and LVL
Nevertheless, when the survival analysis was conducted among
stages I and IL, only PDC, but not TB nor T'TL, was associated to
DEFS, which could be explained because of the low number of
recurrent early stages in our cohort (15/269) and to the low fre-
quency of recurrences among stage | CRC. Therefore, stage 11
patients with TTL = 6,000 copies/pL could be individually
assessed for therapeutic decision with all other risk factors taken
together. TB and PDC are both manifestations of the epithelial-
to-mesenchymal transition process, which have been widely
reported to have a strong relationship with LN metastasis and are
prognostic factors in CRC (17,21-26,34-38). LN involvementis a
crucial prognostic factor in patients with early-stage CRC, and the
most significant predictor of 5-year cancer specific and DFS
(7,15,16,39); thus, it should be a priority to know the amount of
tumor present in the LN compartment. In fact, the T'TL quantifies
the amount of tumor cells or tumor burden present in the LNs of a
given patient, which has been proven in breast cancer to be a
better prognostic predictor, and reflects better the aggressiveness
of the tumor than the number of positive axillary LNs (40-42).

We evaluated TB and PDC with both H&E and IHC. We
observed that more cases were classified as high-Bd3 TB when TB
analysis was performed with IHC, suggesting that IHC could be
more useful for risk stratification. Although the international
consortium on TB recommends evaluating TB on H&E stained
slides, and it may seem obvious that the use of IHC for TB as-
sessment reduces subjectivity and enhances quantification, a re-
cent study has shown that IHC is not especially helpful in the
assessment of individual TB and also facilitates the visualization
of TB mimickers, which may impact on the budding count
(43,44).
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Regarding LN tumor burden, we found similar TTL values in
cases with Bdl or Bd2 TB, and there were no differences among TTL
values for PDC G1 and G2, suggesting that intermediate TB and PDC
(G2 may behave as low grade with respect to the amount of tumor
present in the LNs. Therefore, in predicting the risk of LN metastasis
related to the grade of both TB and PDC, a dichotomous system of
evaluation (low grade vs high grade) might be more accurate in the
clinical setting of early-stage CRC, than usinga three-tier system. This
observation endorses other authors’ observations that have also
suggested to better stratify patients’ risk, by combining TB and PDC
grades into a dual grading system (high-grade: Bd3+G2/G3,
Bd2+G3; low-grade: other combinations) (22,45). Regarding stage,
our results are encouraging because the TTL shows differences be-
tween stage Il and 111, which reflects the clinical implication of its
value regarding CRC management. Taken together, the TTL could be
used as an alternative method to H&E pN staging to better stage
patients because it is able to identify real stage 11 or 111 patients; thus,
selecting those who are candidates for adjuvant therapy.

In agreement with previous reports, we did not find any corre-
lation between WHO grade and TB, whereas both PDCs and TTL
showed an association with the WHO grade. In fact, it has been
shown that PDCs is a better prognostic factor, having a higher re-
producibility and correlation with patient outcome than the con-
ventional WHO grading system (27,28,31,35). A possible explanation
is the fact that the WHO grade is based on the degree of tumor
differentiation and the proportion of gland formation by the tumor,
which is a method with low interobserver concordance (27,28,31,32).
The evidence that the PDC grading system successfully stratifies
patients with CRC by survival outcome may generate some doubts on
the value of the WHO grading system in this type of tumor. Our
results suggest that TB and PDCs may reflect different features of the
tumor; although TB might be more closely related to LN metastasis,
PDCs may better reflect the grade and aggressiveness of the tumor.

To our knowledge, this is the largest OSNA study on CRC, and
our results are aligned with those observed in previous publica-
tions. One limitation of all OSNA studies performed in CRC,
including ours, is that the analysis has been performed using only
a part of the LNs while using the rest of the LN tissue for con-
ventional histological analysis and pN staging. Despite that, our
results are very promising and have demonstrated good corre-
lations with many CRC risk factors and patient outcome as a new
prognostic value. As itis performed in breast cancer sentinel LN,
complete molecular LN analysis should be performed in CRC to
be able to establish more accurate TTL values.

To conclude, the implementation of more sensitive molecular
methods of LN staging makes it possible to better detect and
quantify the amount of tumor burden present in regional LNs.
The combination of the T'T'L as a new prognostic factor, together
with other clinicopathologic risk factors such as TB and PDC,
could help to better stratify and manage patients with early-stage
CRC at risk of recurrence.
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Study Highlights
WHAT IS KNOWN

v Molecular lymph node (LN) staging in colorectal cancer
(CRC) is more sensitive than conventional pathology pN
staging.

/ Tumor budding (TB) and poorly differentiated clusters (PDCs)
are prognostic factors in CRC.

/ LN tumor burden has proven to be risk factor in CRC.

WHAT IS NEW HERE

/ LN tumor burden is correlated with TB and PDCs and is
related to prognosis.

TRANSLATIONAL IMPACT

/ The implementation of molecular LN staging will allow to use
LN tumor burden as a new prognostic factor, which would
improve CRC patients’ staging and management.
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Resumen

El estadiaje ganglionar en cancer colorrectal (CCR) es fundamental a la hora
de determinar el prondstico de estos pacientes. El andlisis histolégico convencional
de los ganglios linfaticos (GLs) no esta exento de sesgos al analizar inicamente una
pequefia porcion del GL. El objetivo del presente estudio multicéntrico es
comparar el rendimiento de la realizacion de extensiones citologicas de los GLs
como método de estadiaje ganglionar alternativo, comparandolo con el estadiaje

histologico convencional y con el método OSNA.

Se analizaron 3.936 GLs de 217 pacientes mediante las tres técnicas: H&E,
extensiones citoldgicas y OSNA. La evaluacién ganglionar mediante H&E detectd
un 29% de casos con metdstasis ganglionar, mientras que las extensiones
citologicas detectaron un 35% de casos y la técnica OSNA un 33,2% (p<0,0001). El
analisis ganglionar mediante extensiones citologicas identifico un fue concordante
con el andlisis convencional en el 92,2% de los casos, presentando una sensibilidad
y especificidad del 96,8% y 90,3% respectivamente (p=0.004); y del 87,3% y 89%
comparado con la evaluacion por OSNA (p=0,056). La deteccion de metastasis
ganglionar por cualquiera de los tres métodos se asocié a una peor supervivencia

global y supervivencia libre de enfermedad.

Estos resultados muestran que el andlisis ganglionar mediante extensiones
citologicas es capaz de detectar un mayor nimero de ganglios metastdsicos que el
andlisis convencional mediante H&E, lo que permitiria utilizar la totalidad del GL

para su evaluacion molecular mediante OSNA.
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Simple Summary: Recurrence of stage II (pT3-T4 pNO) colorectal cancer (CRC) occurs in about
15% of patients and it is often due to undetected lymph node (LN) metastases with conventional
pathology haematoxylin and eosin (H&E) LN analysis. Despite more sensitive molecular methods
of LN staging having proved to have prognostic value in stage I CRC, we aimed at determining
whether the pN stage could be better assessed with LN cytology smears. We analysed 3936 LNs
from 217 CRC surgical resections, using three methods, H&E, cytology smears, and the One Step
Nucleic Acid Amplification (OSNA) molecular assay. We compared the pN stages obtained from both
H&E and cytology, as well as with the OSNA results. We concluded that LN analysis with cytology
smears not only enables performing the pN stage, but detects more LN metastases than H&E, with
a similar detection rate to molecular methods. Cytology LN analysis would allow a better patient
therapeutic management.

Abstract: Stage II colorectal cancer (CRC) recurrence remains a clinical problem. Some of these
patients are true stage III CRC with a pNO pathology stage. This large prospective multicentre cohort
study aimed at evaluating the diagnostic ability of lymph node (LN) cytology smears to perform the
pN stage and compare it with the conventional haematoxylin and eosin (H&E) pathology pN stage.
Additionally, we used the One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA), a high-sensitive molecular
method of LN staging. A total of 3936 fresh LNs from 217 CRC surgical specimens were examined
by three methods, H&E, LN cytology smears, and OSNA. H&E detected 29% of patients with
positive LNs, cytology smears 35%, and OSNA 33.2% (p < 0.0001). H&E and cytology concordantly
classified 92.2% of tumours, and 88.5% between OSNA and H&E. Cytology had 96.8% sensitivity
and 90.3% specificity to discriminate positive/negative patients compared to H&E (p = 0.004), and
87.3% sensitivity and 89% specificity when compared to OSNA (p = 0.56). Patients with positive LNs
detected by any of the three methods had significantly worse disease-free and overall survival. We
conclude that pN stage accuracy for detecting positive LNs is superior with LN cytological smears
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than with conventional H&E, which would enable a better pN stage and management of early-stage
CRC patients.

Keywords: colorectal cancer; lymph node; staging; diagnosis; cytology; OSNA

1. Introduction

The presence of lymph node (LN) metastases greatly influences colorectal cancer
(CRC) patients’ survival at any T stage of the disease, as it determines the need for adjuvant
chemotherapy [1-3]. According to current CRC diagnostic protocols, the LN stage (pN) is
based on the number of positive formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) LNs detected
on routine haematoxylin and eosin (H&E) stains [2]. Yet, the landscape of CRC has recently
changed with the introduction of population-based screening programs, which encompass
an increased diagnosis of patients at earlier stages of the disease. In this new scenery, stages
I-1I (T1-T4 NO) CRC represent 70% of all CRC diagnoses [4-8]. Furthermore, in the early
stages of CRC, LN metastases are often small sized, thus, H&E LN analysis could oversight
the presence of micrometastases, since only a small part of the LN is examined [9]. In fact,
the main reason for the low sensitivity of H&E pN staging is tissue allocation bias. Still, this
deficiency is well known. Therefore, pathology diagnosis guidelines require the analysis of
a minimum of 12 LNs for a reliable pNO stage [10,11].

On the one hand, in the new arena of CRC screening, there is an unmet clinical need
to incorporate more sensitive, reliable, and efficient diagnostic methods for a more accurate
pN stage, especially for stage I CRC, which would allow better clinical management of
these patients [9,12]. On the other hand, the use of molecular methods of LN analysis
allows for the identification of patients at risk of progression, not detected by conventional
H&E [9,13,14]. In fact, it is well established that molecular detection of micrometastases,
in otherwise H&E negative LNs from CRC surgical specimens, has been associated with
worse prognosis [9,12,15]. The One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA) molecular
assay is a quantitative, fast, and reproducible RT-PCR-based method for the detection of
cytokeratin 19 (CK19) mRNA. It has been validated for the analysis of sentinel LNs in breast
carcinoma and for CRC pN stage [12,16-24]. Its results are expressed as the total tumour
load (TTL), defined as the amount of CK19 mRNA copies/ uL present within all the LNs
analysed from a surgical specimen [17,21]. In breast carcinoma, molecular LN assessment
gives information on the amount of tumour burden present in the LN compartment, which
has predictive and prognostic values [16-21]. In CRC, the TTL has prognostic value [12,15].

Diagnostic cytology is the science of diagnosis of disease through the analysis of
cells. It was introduced in 1928 by George N Papanicolaou as a tool to detect cancer and
precursor lesions. It has been widely used in cervical and anal cancer screening programs,
which have achieved a great reduction in its incidence in many countries [25,26]. This
simple morphology-based diagnostic method is routinely used in clinical practice for the
diagnosis, decision-making, and treatment of benign and malignant conditions, either alone
or complementary to standard surgical pathology diagnosis [27-29]. Diagnostic cytology
has many advantages, such as being a simpler and less-invasive procedure than biopsy
or surgical resection. It is also inexpensive and has a fast turnaround time for diagnosis
reporting.

In this large prospective multicentre cohort study on CRC, we aimed to evaluate the
diagnostic ability of cytology-based LN analysis to perform the pN stage and compare it
to the standard H&E pN stage, as well as to the high-sensitive OSNA molecular method.
We demonstrated the capability of performing the pN stage with cytology smears, and its
superiority to detect positive LNs compared to conventional H&E, with a similar detection
rate to molecular methods. The use of cytology smears would enable to obtaina more
accurate pN stage in CRC, enabling a better patient therapeutic management, and at the
same time the use of the whole LN tissue for molecular analysis.
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2. Materials and Methods
2.1. Patients and Inclusion Criteria

This is a large observational and prospective multicentre cohort study conducted
from November 2016 to December 2019 at five tertiary university hospitals. The study
was approved by the ethic and scientific committees of all centres (Reg. 2012/7324) and
all patients signed the informed consent to participate in the study. All CRC patients
undergoing curative-intended surgery were considered for the study. Inclusion criteria
were patients over 18 years-old, with primary histologically confirmed CRC, positive
for cytokeratin 19 (CK19) immunohistochemistry (IHC). Exclusion criteria were patients
with non-invasive tumours, synchronous carcinomas, metastatic carcinomas, presence
of necadjuvant or adjuvant therapy, familial adenomatous polyposis syndrome, carcino-
mas on inflammatory bowel disease, stent-type intraluminal devices or presence of other
malignancies.

2.2. Fresh Lymph Node Dissection and LN Analysis

Surgical specimens from CRC were received at the pathology department immediately
after surgical excision and fresh LN dissection was performed within 45 min of surgical
extraction. Freshly dissected LNs were bi-sectioned. One-half of the LN was used to
perform cytology smears by making a circular movement on the surface of a pre-treated
slide. Then, that half of the LN was submitted for conventional FFPE tissue processing. The
other half of the LN was placed into a microcentrifuge tube for deferred OSNA analysis,
which was performed using the pooling method, as described in Rakislova et al. [30]
(Figure 1a,b). The same procedure was performed with each LN. Each slide contained
smears from six LNs. Slides were air-dried and CK19-IHC staining was performed either
on the same day or stored at —20 °C for further immunostaining on subsequent days.
After the IHC staining was performed on the cytology smears, the slides were ready for
microscopic assessment and cytology pN staging (Figure 1c). After LN dissection, the
surgical specimen was routinely processed following overnight formalin fixation. In some
cases, a few additional LNs were observed on H&E slides, located in the fat by the colorectal
wall. These FFPE LNs were only considered for the H&E pN stage since fresh analysis by
cytology or OSNA was not performed.

/ Q / Cytology
Nl
v, ([T =

OSNA

(a)
; . ! s J
(b) (c

Figure 1. Fresh lymph node analysis with three methods, cytology smears, H&E, and OSNA.

(a) Dissected lymph nodes were bisected. A cytology smear was performed on a pre-treated slide,
and that part of the lymph node was then used for FFPE and histology analysis with H&E. The
other half of the LN was used for the molecular OSNA assay. (b) For each LN, cytology smears
were performed by making a circular movement with gentle pressure on the pre-treated slide to
ensure a smooth monolayer of cells. (c) Slides containing six lymph node smears were air-dried and
immunostained with CK19 antibody, using haematoxylin as counterstain.
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2.3. One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA) Assay

The OSNA assay is a simple, standardized, and fast process for LN analysis. It is an
automated molecular method based on the quantification of the amount of cytokeratin
19 mRNA, performed with the RD-100i system (Sysmex, Kobe, Japan). It uses the RT-
LAMP, an RT LOOP-mediated isothermal amplification at 65 °C. In contrast to RT-PCR,
there is no need for mRNA extraction or purification. LN tissue is homogenized in a
specific lysis buffer and centrifugated, then, the lysate supernatant is used for amplification.
Quantification is performed by the detection of precipitated results in turbidity of the
magnesium pyrophosphate, a by-product of the amplification process. The system is run
with adequate controls, i.e., b-actin mRNA to check mRNA quality, a positive control with
a given number of copies of CK19 mRNA, and a negative control without CK19 mRNA,
which are used for calibration and contamination check. Cross-amplification with the two
CK19 pseudogene products is prevented by using six primers, including the forward and
reverse loop primers, thus, avoiding simultaneous genomic DNA amplification [31,32].

The molecular LN assessment with the OSNA assay was performed according to the
manufacturer’s instructions using the pooling method, in which each PCR tube contained
multiple LNs from the mesocolon or mesorectum, as described in Rakislova et al. [30]. The
OSNA results were obtained in 20 to 40 min and were expressed as the total tumour load
(TTL), defined as the tumour burden contained in all LNs analysed from a given case. The
TTL was considered positive when values were >250 copies/ uL [32,33].

2.4. CK19 Imimunochemistry

The slides containing LN smears were immersed in absolute alcohol for 10 min and
a standard immunocytochemistry protocol was performed, without the need for antigen
retrieval. CK19 immunostains were performed using the Autostainer Link 48 (Agilent,
Santa Clara, CA, United States), with 20 min incubation with the primary CK19 antibody
(CK19 mouse monoclonal, clone RCK108; IR615 pre-diluted. Agilent, Santa Clara, CA,
United States). In cytology smears, membranous staining with or without cytoplasm
staining of tumour epithelial cells, either solitary or in groups, was considered positive
(Figure 2a,b). Immunohistochemistry was also performed on all primary tumours. This
was performed to ensure that all tumours were positive for CK19. Then, a negative OSNA
LN analysis could be considered a real negative, and not due to the negativity of the
primary tumour for CK19. The standard CK19 IHC protocol was used as described in
Aldecoa et al. [14]. Staining of at least 10% of the primary tumour was considered positive
(Figure 2c).

Figure 2. CK19 immunochemistry. (a) Positive CK19 immunocytochemistry stains of cytology smears
from different lymph nodes showing few solitary tumour cells. (b) A group of positive tumour cells
from a cytology smear. (c) A primary colorectal carcinoma positive for CK19 immunohistochemistry.
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2.5. Lymph Node Pathology Reporting and pN Staging

All freshly dissected LNs were analysed by three methods: (1) H&E; (2) LN cytology
smears immunostained with CK19; and (3) the OSNA assay (Figure la) by four gastroin-
testinal pathologists (SDM, 1A, MTR, and MC). The pN stage of the pathology report
resulted from the standard H&E histological diagnosis, performed according to the pTNM
classification of the AJCC, 8th Edition [10]. The pN stage evaluation from cytology smears
was as follows; each slide contained smears from six LNs. Each smear was individually
analysed. Any CK19 IHQ-positive epithelial cells, either individually or in groups, were
considered positive. Then, the final number of positive smears corresponded to the num-
ber of positive LNs, which was converted into the pN cytology stage. Any information
obtained from the pN stage from cytology smears or the TTL from the OSNA assay was
not included in the final pathology report and was blind to the pathologist and clinician, as
they were assessed after the regular pathology report was issued.

2.6. Statistical Analysis

All analyses were carried out using R statistical language version 3.6. Numerical
variables were tested for their normal distribution using Shapiro-Wilk’s statistics. To test
the association of numerical variables between groups, Student’s {-test was applied for
parametric data and the Mann-Whitney-Wilcoxon U test for non-parametric. Fisher’s exact
test was utilized to calculate p-values in the case of categorical classes. Correlation scores
regarding the number of positive LNs between methods were calculated using Spearman’s
rank test. Correlation scores regarding nominal pN stages (pNO, pN1, pN2) were evaluated
with Cohen’s kappa statistics in the fmsb package. Classification performance of cytolog-
ical smears to discriminate LN-positive patients in comparison to H&E and OSNA was
calculated using caret package in terms of sensitivity and positive predictive value (PPV),
and to discriminate LN-negative cases in terms of specificity and negative predictive value
(NPV). McNemar’s chi-squared test was utilized to assess the symmetry of paired nominal
data in a two-dimensional contingency table.

2.7. Study Endpoints and Survival Analysis

The positive detection rate (PDR) of each method of LN analysis was considered the
study’s primary endpoint. PDR was defined as the proportion of patients with positive
LNs. Disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) were assessed as secondary
study endpoints. DFS was defined as the time from surgical intervention to relapse or
death, whichever occurred first. OS was the time from surgical intervention to patient
death. Data for patients who experienced no event were censored at the time of the last
follow-up. The Kaplan—Meier method in the survival R package was applied to estimate
time-to-event values, and a log-rank test was used to test statistical significance in DFS and
OS between patient arms. Hazard ratios (HR) and their associated 95% confidence intervals
(CI) were inferred with the use of a Cox regression model with proportional hazards in a
univariate and multivariable manner. Variables used for adjusting multivariable models
were patient age, sex, pT stage, and histological grade.

3. Results
3.1. Clinical and Pathological Characteristics

A total of 217 CRC patients were prospectively included in this observational multi-
centre cohort study. Clinical and pathological characteristics of the patients and tumours
are shown in Table 1. Patients’ median age at surgery was 71 years-old (range 39-92) and
59.4% were male. Most tumours (71%) were stage I-1I. A median of 18 LNs were dissected
per patient (range 4-62), being 17 of them freshly isolated. A total of 4310 LNs from
217 CRC surgical specimens were isolated, of which 3936 (91.3%) were freshly acquired.
Post-formalin-fixation LNs were observed in the fat tissue adjacent to the colorectal wall.
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Table 1. Clinical and pathological characteristics of the study cohort.

Variable Strata Patients (N = 217)
n%
Age Median, years (range) 71 (39-92)
S Male 129 59.4%
X Female 88 40.6%
2 o,
Histological grade E[;%? ]8370 ég;;;:
T1 42 19.4%
T sta T2 61 28.1%
plstage T3 97 44.7%
T4 il 7.8%
NO 154 71%
pN stage by H&E N1 46 21.2%
N2 17 7.8%
NO 141 65%
pN stage by cytology N1 55 25.3%
N2 21 9.7%
Median (range) 19,225.16 (0-1,600,000)
Total tumor load (CK19 <250 145 66.8%
mRNA copies/ulL) 250 to 6000 15 6.9%
>6000 57 26.3%
Number of Lymph Nodes Fresh LN 3936 91.32%
(Total: 4310) Post-formalin fixation LN 374 8.68%
Total (median, range) 18 (4-62)
;:;P;;Oiis Ealzljz)t Fresh (median, range) 17 (3-62)
¥ perpat Post-fixation formol (median, range) 0(0-27)
Yes 33 15.2%
Recurrence No 184 24 8%,
Adjuvant chemotherapy ﬁj 15651 ?Z‘:’:ﬁ’
e ]
Lymphovascular Yes 73 66.4%
invasion No 144 33.6%
" : X Yes 45 20.7%
Perineural invasion No 172 79.3%,
Bd1 120 55.3%
Tumour budding Bd2 53 24.4%
Bd3 44 20.3%

3.2. Patient Positive Detection Rate Is Higher with Cytology Smears and OSNA Than with H&E

The average positive detection rate (PDR) by the three methods was 70 patients
(32.3%; 95% CI, 26-38.5%). The PDR achieved with H&E was 63 patients (29%; 95% CI,
23-35%), compared to a PDR of 76 patients detected with the cytology-based analysis (35%;
95% CI, 28.7-41.4%), (p < 0.0001 compared to H&E). Regarding the OSNA assay, its PDR
was of 72 patients (33.2%; 95% CI, 26.9-39.4%) (p < 0.0001 compared to H&E), (Figure 3;
Table 2).

76

—
| S—



Cancers 2022, 14, 6072

7 of 15

H&E —

Technique
B osna
Cytology }—.—-{ B cyoiony
| GBS
OSNA —a—
20 30 40 50

Figure 3. Forest plot displaying the positive detection rate, or proportion of patients with positive
lymph nodes, of the three methods of LN analysis. H&E: haematoxylin and eosin; OSNA: one-step
nucleic acid amplification.

Table 2. Comparison of the number of positive LN detected by the three methods.

H&E Cytology OSNA
I Number (%) 217 (100%) 217 (100%) 217 (100%)
B :"/F]’S"t °’t‘.° s Positive LNs 63 (29%) 76 (35%) 72 (33.2%)
AUEREANRTO0ERS NeEtvaTas 154 (71%) 141 (65%) 145 (66.8%)
Number (%) 3936 (100%) 3936 (100%) 3926 (100%)
T ':;g}bz;f e Positive 210 (5.3%) 249 (6.3%) s
Y Negative 3726 (94.7%) 3687 (93.7%) -
Mean (range) 18.1 (3-62) 18.1 (3-62) -
A‘;r:lg‘;';““:e'a‘:egfs Positive 0.97 (0-17) 1.15 (0-17) s
YEEEREER Negative 17.2 (1-62) 17 (3-62) =

H&E, haematoxylin, and eosin; LNs, Lymph nodes.

When focusing on the number of positive LNs detected by H&E and by cytology
smears, we observed that cytology detected a higher number of positive LNs than H&E.
With the standard H&E pathology examination we found 210/3936 (5.3%) positive LNs,
while cytology smears detected 249/3936 (6.3%) positive LNs (Fisher’s p = 0.067) (Table 2).
The Spearman’s correlation score for the number of positive LNs between H&E and cytology
smears was 85.5% (p < 0.0001). The mean number of positive LNs per patient detected by
H&E was 0.97 (range, 0-17) and by cytology 1.15 (range, 0-17).

3.3. pN Upstaging with LN Cytology Smiears with Respect to H&E and High Diagnostic Efficacy
of Cytology Smears to Discriminate LN-Positive Patients

We next sought to compare the pN stages obtained from conventional H&E LN
analysis and cytological smears. H&E classified 154 (71%) pNO patients, 46 (21.2%) pN1,
and 17 (7.8%) pN2. In contrast, LN smears identified 141 (65%) pNO patients, 55 (25.3%)
pN1, and 21 (9.7%) pN2. Cytology upstaging was 6%, with 4.1% of patients reclassified as
pN1 and 1.9% as pN2 (Table 3).
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Table 3. Concordance in the pN staging among techniques and diagnostic accuracy.
pN Staging by H&E pN Staging by Cytology OSNA
pNO pNla+b pN2a+b pNO pNla+b pN2a+b 0 to <250 250 to <6000 >6000
154 (71%) 46 (21.2%) 17 (7.8%) 141 (65%) 55 (25.3%) 21 (9.7%) 145 (66.8%) 57 (26.3%) 15 (6.9%)
Negative Positive Negative Positive ]\T(ig;;é;m Positive (>250)
154 (71%) 63 (29%) 141 (65%) 76 (35%) 145 (66.8%) 72 (33.2%)
Concordant cases, number (%) 200 (92.2%) 192 (88.5%)
Discordant cases, number (%) 17 (7.8%) 25 (11.5%)
Kappa Index 82.1% 73.2%
McNemar’s p-value 0.004 0.11
Sensitivity (%) 96.8% 87.3%
Specificity (%) 90.3% 89%
Positive Predictive Value (%) 80.3% 76.4%
Negative Predictive Value (%) 98.6% 94.5%
Cytology- . OSNA- .
Number of cases gt Cytology-positive nEgative OSNA-positive
Hé&E-negative 139 15 137 17
H&E-positive 2 61 8 55

H&E, hematoxylin and eosin; LNs, Lymph nodes.

We subsequently assessed the diagnostic efficacy of cytology smears and OSNA-based
analysis to identify LN-positive patients as compared with gold-standard H&E. Examina-
tion of 3936 LNs from 217 patients revealed that 200 tumours (92.2%) were concordantly
classified by cytology-based analysis and routine H&E stains, (kappa = 0.82, p < 0.004),
(92.2% accuracy; 95% CI: 87.8-95.4%) (Table 3). In detail, out of 63 (29%), LN-positive
patients detected with H&E, only two of them were classified as LN-negative by cytology,
resulting in 96.8% sensitivity for cytology to distinguish pN-positive cases. In parallel, the
positive predictive value (PPV) of cytology was 80.3%, indicating that among the 76 posi-
tive patients detected by cytology, 61 of them (80.3%) were positive according to H&E. On
the other hand, out of a total of 154 cases (71%) detected as LN-negative by conventional
H&E, 15 of them were positive by cytology, leading to 90.3% specificity to differentiate
pN-negative individuals (Table 3).

When assessing OSNA versus H&E results, the two methods exhibited a global concor-
dance rate of 192/217 cases (88.5% accuracy; 95% CI: 86.5-90.4%) (Table 3). Specifically, the
sensitivity achieved by OSNA to detect LN-positive cases was 87.3%, since 8/63 patients
positive with H&E were negative for OSNA, resulting in a PPV of 76.4%. Regarding the
identification of LN-negative cases, OSNA was 89% specific, with 17/154 positive cases
which were negative with H&E (Table 3).

Assessment of cytology versus OSNA results resulted that the two methods exhibited a
global concordance rate of 191/217 cases (88% accuracy; 95% CL: 86.06-89.98%). Specifically,
out of the 76 individuals determined as LN-positive by cytology, 61 of them (80.3%) were
also positive according to OSNA-based analysis, with 80.3% sensitivity and 84.7% PPV for
the detection of LN-positive cases. As regards to the identification of LN-negative cases,
cytological smears detected 141 cases as negative (65%) while OSNA identified 145 (66.8%
negative cases, with a specificity of 92.2% and NPV of 89.7%.

When comparing the three methods of LN analysis, 183/217 were concordantly clas-
sified accounting for LN-positive and LN-negative cases (84.3% accuracy). Out of these,
55/217 (25.3%) were categorized as positive, and 128/217 (59%) as negative by the three
techniques. All patients with positive LNs obtained post-formalin fixation also had other
freshly processed positive LNs identified by either H&E or LN smears (n = 16/217 patients
(7,4%); representing 72 /374 (18.9%) positive LNs.
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3.4. The Total Tumour Load (TTL) Increases with the pN Stage

We then compared the total tumour load (TTL) with the pN stages obtained by H&E
and cytology-based LN analyses. In both assessments, the TTL significantly increased
in accordance with the pN stage obtained by H&E (Figure 4a) and cytology (Figure 4b)
(ANOVA’s p < 0.0001 in both analyses). The mean TTL values for the respective pN
stages obtained by H&E were: 433.6 copies/uL for pNO (range 0-27,300 copies/uL);
35,782.6 copies/pL for pN1 (range 0-488,000 copies/uL), and 144,651.8 copies/pL for
pN2 cases (range 0-1,600,000 copies/pL). Similarly, the mean TTL values for the pN
stages obtained by cytology were 253.7 copies/uL for pNO (range 0-20,000 copies/ uL);
29,899 copies/ uL for pN1 (range 0-488,000 c0pies/ uL), and 118,649.5 copies/nL for pN2
stage (range 0-1,600,000 copies/uL).

PANOVA)<1x107

20

OSNA
(logarytmic scale)

N1 N2 NO N1 N2

PN stage by H&E A PN stage by cytology B

Figure 4. Total tumour load (TTL) values obtained by OSNA were correlative to the pN stages
determined by (A) H&E and (B) cytology-based analysis. p-values were determined using an ANOVA
test. Tumours with OSNA > 300,000 (superior outlier values) were excluded from both graphs to
enable a better visualization between groups. H&E: haematoxylin and eosin; OSNA: one-step nucleic
acid amplification.

3.5. Patients with Positive LNs Exhibit Worse Survival Outcome as Determined by Any of the
Three Methods

Follow-up data were available for 207 patients (95.4%), with a median follow-up of
33 months (range, <1 to 58.2 months). Thirty-three patients (15.2%) had a local recurrence
or distant metastases, of whom 21/33 (63.6%) received adjuvant chemotherapy for having
positive LNs on H&E. The median time to relapse was 11.4 months (rate, <1 to 39.5 months),
and to death was 22.7 months /range, <1 to 47.8 months).

We next evaluated the independent prognostic value of having positive LNs analysed
by the three methods separately. LN positivity correlated with worse RFS and OS rates
for the three methods of LN detection, both at the univariate and multivariable settings
(Figure 5; Table 4). Patients with positive LNs detected by cytology smears exhibited signif-
icantly shorter RFS and OS, and therefore higher risk of relapse and /or death compared
with LN-negative patients (HR: 4.50, p < 0.0001 for DFS; and HR: 2.54, p = 0.008 for OS).
The association with adverse patient survival was also significant for patients with positive
LNs when detected by H&E (HR: 4.85, p < 0.0001 for DFS; and HR 2.70, p = 0.004 for
0S). When assessed by OSNA, patients with positive LNs were at a significantly superior
risk of cancer recurrence and/or death using a TTL threshold of 250 copies/ uL (HR: 3.80,
p < 0.0001 for RFS; HR 2.51, p = 0.02 for OS) (Table 4). As expected in early-stage and locally
advanced CRC, the relationship with unfavourable survival outcomes was statistically
more pronounced for RFS than for OS (Figure 5; Table 4).
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Figure 5. Kaplan-Meier estimates displaying RFS and OS rates according to pN-positive /negative
patients by the three methods of LN analysis. p-values were calculated using a log-rank test and
hazard ratios (HRs) by Cox proportional hazards models both in univariate and multivariable settings.
Multivariable models were adjusted by age, sex, pT stage, and histological grade. H&E, haematoxylin,
and eosin; TTL, total tumour load; OSNA, one-step nucleic acid amplification; univ., univariate;
multiv., multivariable.

Table 4. Patient’s survival related to lymph node status.

Disease-Free Survival (RFS) Overall Survival (OS)

Univariate Analysis Multlvan:able Univariate Analysis Multlvan'able
Variable Strata Analysis Analysis
HR HR HR HR
@%en PV gy o PVANE  gry o PVAlIE goeop  PrValue
pN stage N1/N2 vs. 4.85 4.27 2.70 295
H&E NO @eo-s7y 0001 544549 00001 55y, 0004 (1-5.08) L
pNstage NI1/N2vs. 4.50 3.87 2.54 2.20
eytology NO asg3z) <0001 95769 00001 o5 5qg) 0008 o goqy 0057
Positive
3.80 2.90 2.51 1.97
L e e1-685 P01 qs3ss0 0001 oss0e) %2 (go1aze 008
Negative

H&E, hematoxylin and eosin; TTL, total tumour load.

4. Discussion

In this large multicentre cohort study, we demonstrated the feasibility of using LN
cytology smears for pN assessment in CRC. Moreover, cytology smears were superior
in the detection of the presence of tumour cells within the LNs than conventional H&E
pathology, with a similar performance to the OSNA molecular assay. We observed that both
the number of positive LNs and the positive detection rate, or the proportion of positive
patients, were significantly superior when the LN analysis was performed by cytology or
OSNA than by H&E (p < 0.0001). The high sensitivity of the cytology compared to H&E
could be explained by the smooth pressure applied on the LN when performing the circular
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smear on the slide, which may contribute to squeezing out the epithelial cells from deeper
areas of the LN, thus, the cells represented on the smear are not just those from the cut
surface.

The concordance between the three methods of LN analysis to classify LN-positive
and negative cases was 84.3%. Regarding cytology and H&E, it was very high, with
92.2% of cases (200/217) concordantly classified by both methods of LN analysis. Indeed,
the positive predictive value of cytology smears for identifying LN positive cases was
80.3%, and its negative predictive value to differentiate LN negative cases was 98.6% with
respect to H&E. In the current study we had 15.7% (34/217) discordant cases between the
three methodologies, of which 2.7% (6/217) were patients with positive LNs by OSNA
and/or cytology, not detected by H&E. Discordant results were mostly attributed to tumour
allocation bias, due that different parts of the LN were used for the different methodologies.

According to current international guidelines, H&E is the gold standard method of
LN assessment and pN stage in CRC. In the pre-screening era of CRC, this method of
LN stage has had a good correlation with patient’s recurrence and survival, but it has
been demonstrated to be insufficient for the detection of LN micrometastases, which are
frequent in early stages of the disease [9]. In fact, stage I1 CRC patients are still difficult
to manage, and 10-15% may recur within 5 years of curative-intended surgery [34]. The
latter is attributable to the fact that only a small part of the LN is examined by H&E, which
is the reason for requiring the analysis of a minimum of 12 LNs to ensure a reliable pNO
stage [2]. In the setting of pNO CRC, the presence of LN micrometastases detected by
other methods is known to be related to worse survival rates. Several alternative methods
of LN assessment have proved to be more sensitive than conventional H&E, allowing
for the detection of occult metastases in CRC LNs [9]. Among them, some authors have
included both half parts of the LNs in the paraffin block, performing serial H&E sections,
or alternating consecutive H&E sections and cytokeratin [HC stains, as it is conducted
with sentinel LNs. Other studies have considered the OSNA molecular assay to detect LN
metastases with good results [14,24,33,35,36]. In CRC, the OSNA assay has demonstrated
its significant superiority to conventional H&E pathology analysis to detect LN metastasis,
with an LN upstaging ranging from 10 to 50% [12,15,24,33,36-39]. In one recent review of
16 studies with OSNA in CRC, the overall diagnostic performance had a specificity of 96.8%,
with a concordance rate of 96.0%, and a negative predictive value of 98.6%, confirming the
utility of this method of LN analysis [40]. Nevertheless, all the studies performed up to date
regarding the analysis of CRC LNs with OSNA, have used one part of the LN for OSNA
analysis and the other part for pN staging by means of FFPE and H&E diagnosis [14,22,33].
In consequence, it cannot be disregarded that the current OSNA results published so far,
may have an inherent tumour allocation bias of the metastases, and thus, also a bias in the
real amount of tumour present in the LNs of CRC. Despite this methodological-related
bias, the results obtained with OSNA LN staging in CRC have been encouraging, being
better than those obtained with H&E. In this regard, Rakislova et al. first observed that
patients with TTL > 7000 copies/ pL of CK19 mRNA had an increased recurrence hazard
ratio of 4.3. More recently, a study by Itabashi found that OSNA positivity was related to
recurrence in stage Il CRC patients, with significantly lower 3-year DFS rates (p = 0.027).
Archilla et al. validated the latter results and observed that a TTL > 6000 copies/uL was
related to prognosis with poorer DFS and OS. Thus, TTL has proved to be a prognostic
factor related to DFS and OS in CRC [12,15,30]. In addition, the amount of tumour within
the LNs, or TTL, is related to the conventional pN stage. Yamamoto observed a progressive
increase of the TTL from pNO to pN2, with 1550 copies/uL for pNO, 24,050 copies/ uL for
pN1, and 90,600 copies/uL for pN2 patients [24]. These results were endorsed by Archilla
et al. with similar TTL values, i.e., 1775 copies/uL in pNO, 49,413 copies/ uL in pN1, and
95,000 copies/uL in pN2 cases [15]. In the present study, we also observed that the TTL
significantly increased as it increased the pN stage obtained by both cytology and H&E,
being under 500 copies/ uL for pNO, under 50,000 copies/ uL for pN1, and between 110,000
and 144,000 copies/ uL for pN2.
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In this study, we observed that LN positivity obtained by any of the three methods
of LN analysis was related to worse DFS and OS. Thus, it is advisable to use methods
with a high positive detection rate to be able to identify all possible patients with worse
outcomes. In addition, there is still an unmet need for a more accurate assessment of LNs
in CRC [9]. Importantly, in breast carcinoma, LN analysis with OSNA is performed by
using the entire LN tissue, having the TTL both predictive and prognostic values [21,41,42].
LN cytology analysis would not only allow giving an accurate pN stage of CRC patients,
but also would enable to use of the whole LN tissue for OSNA analysis, as it is performed
in breast carcinoma, and provide complete information of the real tumour burden present
within the LN compartment of CRC patients. An alternative new approach to H&E LN
analysis should be considered in CRC for an enhanced detection of LN metastases, which
would enable direct therapeutic decisions and better patient management [12,15].

We performed this large multicentre cohort study to go one stage forward in the CRC
LN stage. It represents an intermediate step to using the whole LN for the OSNA assay
as it is performed in breast carcinoma. To reach this goal, we analysed CRC LNs by three
methods, cytology smears, H&E and OSNA, and compared the pN stage obtained with
cytology with the conventional pN stage resulting from H&E, as well as with the OSNA
TTL values. We have demonstrated with good results the use of cytology smears as an
improved alternative method of the pN stage. Cytology pN stage could be used instead
of the conventional pN H&E stage to guide the oncologist in early stages of CRC, as an
intermediate step before the use of LN molecular analysis. The next step should be to
perform a large study in which the pN stage would be obtained only using cytology smears,
plus the analysis of the whole LN with the OSNA assay. The combination of LN cytology
smears and the OSNA assay performed on the entire LN tissue would allow to obtain more
reliable data of the LN status in CRC.

A limitation of our study is the inevitable tumour allocation bias, since two parts
of the LN were used for the different determinations. Nevertheless, the conventional
LN assessment by H&E is far more questionable regarding its reliability to diagnose
micrometastases, as only 2-5 microns of the LN tissue are analysed with H&E, and the
rest of the LN is either left in the paraffin block or in the formalin. Another limitation is
the assessment of the size of LN metastases by cytology smears [43]. Nevertheless, the
size of LN metastases in CRC is not as determinant as it is in breast carcinoma since the
lymphadenectomy is performed with the colorectal surgical procedure.

Our results have shown that LN cytology smears are a feasible method for pN stag-
ing in CRC, which allows us to integrate the OSNA assay into daily practice pathologi-
cal diagnosis of early-stage CRC. This procedure would allow for the preservation of a
morphology-based pN stage performed with the use of cytology smears, i.e., the number
of positive LNs, which meet the current pN stage guidelines, and proceed with the entire
molecular LNs analysis.

5. Conclusions

We conclude that cytology-based LN analysis not only enables the performance of
the pN stage in CRC but is more accurate and sensitive than H&E to detect LN metastases.
It results to have a higher positive patient detection rate than H&E, being comparable to
highly sensitive LN molecular analysis. It is a very promising approach and a possible
alternative to the conventional pathological pN stage. Using cytology pN stage would
enable to use of the whole LN tissue for molecular analysis, which could help to better
stage and detect CRC patients at risk of recurrence.
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El CCR tiene una elevada incidencia y prevalencia asi como una elevada
mortalidad asociada, constituyendo la segunda causa de muerte relacionada con
cancer en ambos sexos. Este hecho hace que el CCR sea, junto con el cancer de
mama y el de cérvix, una de las principales dianas de los programas de cribado
poblacional en nuestro medio. Gracias a estos programas de cribado se ha
conseguido cambiar el paradigma de la enfermedad, al incrementar

significativamente el nimero de casos diagnosticados en estadios precoces (144).

Pese a que la cirugia con intenciéon curativa constituye el tratamiento
estandar en estadios precoces de CCR, hasta un 10-15% de los pacientes en estadio
IT que no han recibido tratamiento adyuvante presentan recidiva de la enfermedad
(43). Actualmente, el tratamiento adyuvante con quimioterapia se reserva
exclusivamente para aquellos pacientes con CCR en estadio III o CCR en estadio II
que presentan determinados factores clinico-patologicos de mal prondstico,
recogidos en distintas guias clinicas (42,44) Sin embargo, en un estudio
retrospectivo en casi 25.000 CCR estadio II, se observé que hasta el 75% de estos
pacientes presentaban uno o mas factores de mal pronodstico, incluyendo
obstruccion intestinal, perforacién, pT4, alto grado histoldgico y menos de 12 GLs
analizados; sin observar un beneficio del tratamiento adyuvante en cuanto a
supervivencia a los 5 afnos entre aquellos pacientes que presentaban factores de
mal pronostico, con respecto a aquellos que no los presentaban (145). Estos
hallazgos sugieren que, si bien estos parametros clinico-patoldgicos se asocian a un
peor pronostico, no tienen capacidad predictiva sobre el potencial beneficio del
tratamiento quimioterdpico, lo que refuerza la necesidad de encontrar otros
factores que puedan ayudar a seleccionar qué pacientes pueden beneficiarse del

tratamiento adyuvante.
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Como hemos comentado previamente, la presencia de metastasis ganglionar
es el factor prondstico mas importante en CCR, , si bien en los tltimos afios se ha
observado que la reseccion de los GLs no siempre esta asociada a una mejora en la
supervivencia de los pacientes. En base a ello, se ha postulado que la celularidad
neopldsica presente en las metdstasis linfaticas podria no ser el origen de las
metastasis a distancia en el CCR, habiéndose descrito que en el 65% de los casos
metastdsicos el origen genético de las células metastasicas de los GLs es diferente
del de las metdstasis a distancia, mientras que solo el 35% comparten un origen

subclonal comun (146).

La evaluacion histologica de los GLs continta siendo el gold standard para el
estadiaje pN. No obstante, su interpretacion esta sometida a cierta subjetividad y
no esta exenta de resultados falsos negativos, debido entre otras razones al sesgo
de localizacion tumoral; de ahi la recomendacion de las guias clinicas acerca de la
necesidad de evaluar al menos 12 GLs en las piezas de reseccion quirtrgica (109).
En este contexto, en los tltimos afios ha adquirido cada vez mas importancia la
deteccion de micrometdstasis ganglionares en CCR, definidas a nivel histologico
como grupos constituidos entre 10 y 20 células neoplasicas en una extension de al
menos 0.2 mm de didmetro (39). Su presencia se ha asociado a una peor
supervivencia global y libre de enfermedad en estadios precoces de CCR (147-149)
y, en su ultima edicion, la AJCC recomienda considerar como positivos aquellos
GLs donde se identifique su presencia, aunque sigue existiendo cierta controversia
sobre el papel que puede tener la presencia de células tumorales aisladas. No
obstante, la deteccion de micrometastasis mediante el analisis histoldgico
convencional no es sencilla, habiéndose demostrado que la utilizacién de métodos
de deteccién alternativos como cortes seriados, técnicas IHQ o técnicas moleculares

con RT-PCR como el OSNA pueden incrementar su deteccion, si bien el valor
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prondstico de la positividad molecular por OSNA no esta bien establecido en este

contexto (150).

El OSNA se trata de una técnica cuantitativa y objetiva, con una elevada
sensibilidad, entre el 86,2% y el 100%; y una especificidad de entre el 96,5% y el
98,4% en CCR; asi como una tasa de concordancia del 95,7% - 98,7% con respecto a
la evaluacion histologica ganglionar convencional con H&E, ademas de presentar

una baja tasa de falsos negativos (151).

En nuestro primer articulo, que constituye la mayor cohorte de CCR
evaluada mediante OSNA hasta la fecha, hemos observado que una CTT superior
a 6.000 copias/ul se correlaciona con una peor supervivencia global y
supervivencia libre de enfermedad. A pesar de que el punto de corte para definir la
positividad ganglionar por OSNA se ha establecido tradicionalmente en 250
copias/ul, en nuestro estudio no existian diferencias estadisticamente significativas
en los andlisis de supervivencia cuando estableciamos el punto de corte en este
umbral. En cancer de mama, por ejemplo, se define como micrometdstasis una
positividad entre 250 copias/ul y 5.000 copias/pl, mientras que una CTT superior a
5.000 copias/ul se considera macrometastasis; si bien en el contexto de ganglio
centinela, se han llegado a definir diferentes puntos de corte que varian de 2.150
copias/ul hasta 15.000 copias/pul como factor predictivo para determinar la
probabilidad de metdstasis axilares adicionales (118,152). Sin embargo, a diferencia
de lo que ocurre en cancer de mama, donde la positividad por OSNA del GC
supone la necesidad de realizar una linfadenectomia axilar, en la cirugia reglada de
CCR la linfadenectomia forma parte del propio acto quirargico. De esta manera, el
significado biologico de la presencia de ocasionales células neoplasicas en los GLs
regionales ya resecados quirdrgicamente podria no tener un impacto significativo

en la supervivencia de los pacientes al haber sido completamente extirpados, y es
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solo a partir de un umbral determinado, en nuestro caso 6.000 copias/ul, que
representa un verdadero factor pronostico. Cabe afiadir que en este primer estudio
solo se utilizo una parte del GL para el analisis mediante OSNA, por lo que muy
probablemente estos valores cambiaran cuando se analice todo el GL con ONSA,

tal como ha ocurrido en el cancer de mama.

De hecho, en linea con estos hallazgos, en diferentes estudios se ha
observado positividad molecular en GLs de piezas de reseccion quirurgicas por
lesiones colorectales no infiltrantes, como adenomas o adenocarcinomas in situ
(pTis). Aldecoa et al reportaron positividad por OSNA en 3/8 adenomas y en 10/17
pTis (129); mientras que Rodrigo et al reportaron positividad molecular en 11 de 39
pTis, cuyas CIT variaban entre 400 y 4.270 copias/ul, en ningin caso siendo
superiores a 6.000 copias/pl (153). En este sentido, otras técnicas moleculares
altamente sensibles, tales como la biopsia liquida, también han demostrado la
presencia de ADN circulante tumoral en pacientes con lesiones precursoras (154).
Estos hallazgos apoyarian la idea de que la deteccion de la presencia de pequenas
cantidades de ARNm de CK19 ganglionar podria no tener un impacto pronostico

en CCR.

En cuanto a su papel en estadios precoces, nuestro estudio incluia 139 casos
con CCR estadio I y 130 estadios II, de los cuales tinicamente 3 y 9 pacientes
presentaron recidiva de la enfermedad respectivamente; lo que constituye una
frecuencia muy baja de eventos. Por ello, no pudimos demostrar la existencia de
una relacion entre la deteccion molecular por OSNA y una peor supervivencia
libre de enfermedad ni supervivencia global en estadios localizados. Sin embargo,
otros estudios en CCR estadio II han descrito que la positividad molecular
ganglionar por OSNA si que se asocia a una peor supervivencia libre de

enfermedad, aunque no a una peor supervivencia global (133). Otro estudio
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japonés que evaluo la deteccion molecular de células neoplasicas en CCR estadio II
mediante la deteccion de ARNm de CEA por qRT-PCR también determiné que el
volumen de micrometastasis ganglionares se comporta como un factor predictor
de recidiva en estadios precoces (155). En base a estos hallazgos, podria plantearse
la utilidad de incorporar el estadiaje molecular ganglionar como otro factor de alto
riesgo a tener en cuenta a la hora de valorar la necesidad de tratamiento adyuvante
en estadios II, si bien seria necesario realizar estudios con cohortes mas amplias y

con un mayor tiempo de seguimiento.

De manera similar a resultados publicados previamente, también
observamos en nuestro estudio que existia una correlacion entre la CTT y el
numero de ganglios metastasicos por H&E, de manera que la CTT incrementaba
gradualmente a medida que aumentaba el estadio pN. En nuestro estudio, la
media observada de copias de ARNm de CK19 en estadio pNO fue de 1.775
copias/ul, mientras que en estadios pN1 fue de 49.413 copias/pl, y en pN2 de
95.000 copias/ul, resultados muy similares a los reportados por Yamamoto et al,
con 1.550 copias/ul en estadio pNO, 24.050 copias/ul en estadios pN1 y 90.600
copias/ul en estadios pN2 (122).

Merece la pena destacar también la asociacion de la positividad molecular
por OSNA con otros factores histoldgicos de alto riesgo en nuestro articulo, como
son el estadio pT, la ILV, la IPN, la IVEM y el alto grado histologico, como ya se
habia descrito previamente (123). Sin embargo, hasta la fecha no se habia descrito
su asociacion con otros dos factores histoldgicos que recientemente han alcanzado
cierta relevancia en CCR como son el TB y los PDCs. Ambos se consideran
manifestaciones morfoldgicas del fenotipo EMT, un proceso fisioldgico que
permite que las células epiteliales adquieran propiedades mesenquimales y con

ello, un mayor potencial de migraciéon e invasién estromal, esencial para el
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desarrollo de metastasis (156). Tanto el TB como los PDCs han demostrado ser
factores prondsticos independientes en cdncer de colon, y su presencia se ha
asociado a metastasis ganglionar, al estadio pT, a un mayor grado tumoral, IPN,
ILV, IVEM y metastasis a distancia (54). Ademads, también se ha descrito en la
literatura que existe una buena correlacion entre el grado de TB y el de PDCs
(61,157) lo cual hemos podido confirmar en nuestra cohorte, tanto cuando ambos

se evaluaron con H&E como cuando se utilizaron técnicas de IHQ para CK109.

Desde que en el 2016 el Consorcio Internacional de tumor budding definiera
por primera vez las recomendaciones para la estandarizacion en el reporte del TB
en CCR (55), se ha considerado al TB como un factor histologico de alto riesgo a
considerar para seleccionar a pacientes en estadio II candidatos a tratamiento
adyuvante por la guia de la ASCO (44), mientras que los PDCs todavia no se
contemplan como factores de alto riesgo en las guias clinicas. Sin embargo, hay
autores que consideran su superioridad en cuanto a la estratificacion del riesgo con
respecto a otros factores histologicos contemplados en las guias, como es el grado
histoldgico. En este sentido, se considera que la evaluacion del grado histoldgico
presenta una serie de limitaciones, como son la subjetividad a la que estd sometida
la estimacion del porcentaje de formaciéon glandular, asi como el hecho de que
unicamente es aplicable al adenocarcinoma NOS y no a otros subtipos histologicos
como el carcinoma medular, micropapilar, mucinoso o carcinoma con células en
anillo de sello (158). Ademas, existen evidencias de que el significado prondstico
del grado histologico en CCR depende fundamentalmente del estado de
inestabilidad de microsatélites, ya que los CCR de alto grado tienen peor
prondstico solo si son MSS, mientras que se comportan como tumores de bajo
grado en aquellos casos que presentan MSI (159). Por otro lado, se considera que la

evaluacion de los PDCs tiene una menor variabilidad interobservador al presentar
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una mayor estandarizacion de los criterios empleados para su evaluacion, ademas
de que es aplicable a todos los subtipos histologicos de CCR y que mantiene su
impacto pronostico independientemente del estado de inestabilidad de
microsatélites, sugiriendo que su determinacion podria ser mas precisa que la

evaluacion del grado histoldgico (56).

Adicionalmente, en nuestra cohorte no solo observamos que existia una
correlacion positiva entre la positividad molecular por OSNA vy la presencia de TB
y de PDCs, sino que a medida que aumentaba el grado de TB y de PDCs, lo hacia
también la CTIT ganglionar. De esta manera, aquellos tumores Bdl presentaban
una CTT media de 3.292 copias/pl; los Bd2 de 18.002 copias/pl y los Bd3 de 45.331
copias/ul; mientras que los tumores con PDC G1 mostraron una CIT de 4.962
copias/ul, los PDC G2 de 13.146 copias/ul y los PDC G3 de 61.108 copias/pl. Este
aumento exponencial de la CTT en funcion del grado de TB y de PDCs apoya el
concepto bioldgico de que ambos factores estan relacionados con un mayor grado

de infiltracion estromal y de capacidad metastasica.

Curiosamente, identificamos que no existian diferencias significativas entre
los niveles de copias de ARNm de CK19 de los casos con bajo grado y los de grado
intermedio, tanto para el TB como para los PDCs. Sin embargo, cuando
estratificdbamos ambos factores histoldgicos tinicamente en dos grupos en vez de
tres, diferenciando tumores con grado bajo-intermedio (Bd1+Bd2 y PDC G1+PDC
G2) y grado alto (Bd3 y PDC G3), se mantenian diferencias estadisticamente
significativas. Estos hallazgos sugieren que, para ambos factores, los casos
intermedios podrian comportarse bioldgicamente como si se trataran de casos de
bajo grado. En esta linea, diversos autores han propuesto su unificacion en un
sistema de gradacion dual e incluso en un sistema de gradacion unificado donde se

contemplen ambos factores combinados, diferenciando aquellos casos de alto
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grado (Bd3 + G2, Bd2 + G3 o0 Bd3 + G3) de los de bajo grado, lo que podria ayudar a
aumentar la concordancia interobservador y a ser mas preciso a la hora de

determinar el impacto prondstico (61).

Pese a su elevada sensibilidad, especificidad y tasa de concordancia, una de
las principales limitaciones de la técnica OSNA es que no permite determinar el
numero exacto de GLs metastasicos, lo cual es requerido a la hora de determinar el
estadio pN segun las guias clinicas actuales. Por ello, esta técnica no permite
realizar el estadiaje convencional. En este aspecto, se ha de tener en cuenta que
todos los estudios realizados con OSNA hasta la fecha en el contexto de CCR han
sido realizados utilizando una parte del GL para el andlisis molecular, mientras
que la parte restante se ha procesado para su evaluacion convencional por H&E, lo
que permite determinar el niumero exacto de GLs metastasicos. Este hecho no esta
exento de determinados sesgos a la hora de comparar la utilidad de la evaluacion
ganglionar por OSNA, como puede ser el sesgo de localizacion tumoral, lo que
podria explicar por qué la concordancia no es del 100% cuando se compara la
evaluacion ganglionar mediante ambas técnicas, asi como explicar la presencia de
falsos negativos y falsos positivos de la técnica. Cabe afiadir que, al utilizar una
parte del GL para H&E, los resultados obtenidos con OSNA no corresponden a los
valores reales de la CTT que presenta el GL en su totalidad, sino inicamente a la
CTT de la seccion del ganglio evaluada mediante OSNA. Por ello, el hecho de que
la evaluacion molecular de inicamente una hemiseccién del GL haya demostrado
tener un impacto pronostico supone un valor afiadido a los resultados obtenidos
hasta ahora, que podrian ser mucho mas precisos si se utilizara todo el GL para

analizarse con OSNA.

Con el objetivo de intentar minimizar este sesgo y poder utilizar todo el

tejido ganglionar completo para su evaluacion molecular, sin perder la

94

—
| S—



informacion relativa al nimero de ganglios metastdsicos requeridos para el
estadiaje ganglionar convencional, planteamos nuestro segundo estudio, que
representa una fase intermedia antes de utilizar todo el GL para su evaluacion
mediante OSNA. En ¢él comparamos tres métodos diferentes de evaluacidon
ganglionar: el método convencional con H&E, el método OSNA, y extensiones
citologicas de los GL disecados en fresco de las piezas de reseccion quirurgica. De
esta manera, los GLs se hemiseccionaban, realizando extensiones citologicas con
una de las mitades que posteriormente se procesaria por el método convencional, y

la mitad del GL restante se procesé por OSNA.

En este segundo estudio observamos que existia una muy buena
concordancia entre las extensiones citologicas y la evaluacion histoldgica
convencional, asi como una sensibilidad y especificidad del 96,8% y 90,3%,
respectivamente, y un VPN del 98,6%. Ademas, se alcanzaba un sobreestadiaje del
6% de los casos, es decir, tumores que por el método convencional no mostraban
metdastasis ganglionares, y que si fueron detectadas con las extensiones citologicas.
Esta elevada sensibilidad de la citologia comparada con la H&E podria ser
explicada por la suave presidon que se aplica sobre el ganglio linfatico cuando se
realiza un movimiento circular sobre la preparacion, lo que contribuye a distribuir
de una manera mas homogénea la posible celularidad epitelial contenida dentro
del GL y que se pueda encontrar localizada en regiones mas profundas del mismo.
De esta manera, se podria evitar el sesgo de localizacién tumoral dentro de esa
hemiseccion del ganglio, de forma que las células representadas en el corte
histologico no tienen por qué corresponderse exactamente con las células

observadas en la extension.

En este sentido, la presencia de ocasionales células epiteliales metastasicas si

que podria verse reflejada en las extensiones citoldgicas, mientras que la
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sensibilidad del OSNA esta establecida en un minimo de 250 copias/pl, por lo que
la deteccion de células tumorales aisladas podria darnos resultados falsos
negativos en el OSNA. Esto podria explicar por qué la citologia presenta una
sensibilidad mayor que la técnica OSNA; si bien, como se ha comentado
previamente, existe cierta controversia sobre el significado biologico que puede
representar la presencia de células tumorales aisladas en GLs en el contexto de

CCR (150).

Ademas, cuando comparamos la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del
OSNA con respecto a la evaluacion convencional por H&E observamos que estas
eran discretamente inferiores que los valores descritos para las extensiones
citologicas. De nuevo, merece la pena recordar que la hemiseccién de la que se
realizaron las extensiones es la que posteriormente se utilizd para la evaluacion
histoldgica convencional; lo que pone de manifiesto que el analisis convencional de
una hemiseccion del ganglio podria no reflejar fielmente lo que se encuentra
localizado en la hemiseccion que se evalia mediante OSNA debido a un sesgo de

localizacion tumoral.

Sin embargo, cuando se compard el valor pronostico de los tres métodos de
estadificacion ganglionar, se observd que la positividad ganglionar evaluada tanto
por el método convencional, como mediante las extensiones citoldgicas, asi como
por la técnica OSNA (considerando como positivos aquellos casos que tenian una
CTT superior a 250 copias/ul) se relacionaba con una peor supervivencia libre de
enfermedad y peor supervivencia global. Cabe mencionar que el impacto
prondstico de la evaluacion mediante la técnica OSNA se realizé para una CTT
superior a 250 copias/ul y no para una CTT > 6.000 copias/ul, debido a que
unicamente 15 de los 217 pacientes presentaban una CTT superior a las 6.000

copias/ul en nuestra cohorte.
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Este es el primer estudio hasta la fecha que compara el valor pronostico de
la realizacion de extensiones citologicas para el estadiaje ganglionar en CCR. Esto
abre la puerta a considerar la utilizacién de todo el GL para el andlisis molecular
ganglionar por OSNA, ya que la realizacion de extensiones citoldgicas permitiria
cumplir con las guias actuales, que obligan a establecer un estadio pN valorado en
funcién del numero de GLs metastasicos. De esta manera todo el tejido ganglionar,
una vez realizadas las extensiones citoldgicas, se podria emplear para su estudio
molecular por OSNA, lo que disminuiria significativamente el sesgo de
localizacion tumoral, que es una de las principales limitaciones y fuentes de
discrepancia actuales cuando se comparan los métodos de OSNA con la evaluacion

convencional ganglionar.

En este aspecto, cabe mencionar que se encuentra en marcha un estudio
prospectivo multicéntrico (estudio ELNMA, Entire Lymph Node Molecular Analysis)
en el que, tras la diseccion en fresco de los GLs, se realizan extensiones citologicas
y se utiliza todo el GL para su andlisis con OSNA. De esta manera, la evaluacion
del impacto pronodstico de la estadificacion molecular ganglionar mediante la
técnica OSNA del GL completo podria arrojar mas luz sobre los resultados aqui
expuestos, especialmente en estadios precoces de CCR. Pese a que hemos
demostrado que una CTT superior a 6.000 copias/pl tiene un impacto prondstico,
este punto de corte podria estar infraestimado al evaluarse iinicamente una seccion

del ganglio linfatico.

A la vista de los resultados obtenidos en ambos dos estudios se pone de
manifiesto la importancia de un estadiaje ganglionar preciso en CCR,
estableciéndose como un factor prondstico fundamental. La implementacion de
métodos sensibles para el andlisis ganglionar, que permitan la deteccion de

metdstasis de una forma objetiva y cuantificable, podria ayudar a la hora de
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valorar la necesidad de tratamiento adyuvante en estadios precoces de CCR,

contribuyendo a un mejor manejo clinico de los pacientes.
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La evaluacion ganglionar mediante la técnica OSNA tiene valor prondstico

en cancer colorrectal.

Una carga tumoral total superior a 6.000 copias de ARNm de CK19/ul se

asocia a peor supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global.

La positividad por OSNA se correlaciona con la mayoria de los factores
prondsticos en CCR, incluyendo el tumor budding y los poorly differentiated

clusters.

La determinacion de la carga tumoral total podria utilizarse para valorar la

necesidad de tratamiento adyuvante en CCR en estadio II.

Se puede determinar el nimero de ganglios linfaticos metastédsicos y realizar
un estadiaje ganglionar pN de acuerdo con las guias actuales mediante la

realizacion de extensiones citologicas.

La realizaciéon de extensiones citologicas de los ganglios linfaticos para

establecer el estadio pN presenta una elevada sensibilidad y especificidad.

La realizacion de extensiones citologicas permite utilizar la totalidad del

ganglio linfatico para su evaluacion molecular mediante OSNA.
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