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ABREVIACIONS

AST: Adenoma serrat tradicional

AT: Adenoma tubular

ATV: Adenoma tubulovellos

AV: Adenoma vellos

CaMill: Carcinoma colorectal associat a malaltia inflamatoria intestinal
CCR: Cancer colorectal

CCRnMII: Cancer colorectal no associat a malaltia inflamatoria intestinal.
CIMP: Fenotip de perfil metilador
CIMP-H: Fenotip de perfil metilador alt
CIMP-L: Fenotip de perfil metilador baix
CIN: Inestabilitat cromosomica.

CU: Colitis ulcerosa

DAG: Displasia d’alt grau.

DBG: Displasia de baix grau

DC: Displasia convencional

DNC: Displasia no convencional

EROs: Espeécies reactives d’oxigen
ERNs: Espécies reactives de nitrogen
IDH: index de desenvolupament huma
IMS: Inestabilitat de microsatel-lits

IND: Indeterminat per displasia

LS, NOS: Lesio serrada no especifica
LSS: Lesi6 serrada sessil

LSSD: Lesio serrada sessil amb displasia
MC: Malaltia de Crohn

MG: Metaplasia gastrica

MIl: Malaltia inflamatoria intestinal

MMR: Reparacié de desajusts

NEG: Negatiu per displasia



p53-mut: Patré d’expressié mutat de la proteina p53
p53-wt: Patré d’expressidé no mutat de la proteina p53
PH: Polip hiperplastic

SI: Sistema immunologic

SIA: Sistema immunitari adaptatiu

SlI: Sistema immunitari innat

SL: Sindrome de Lynch
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Resum

El carcinoma colorectal (CCR) associat a la malaltia inflamatoria intestinal
(CaMll) es desenvolupa seguint la sequiéncia “inflamacio cronica-displasia-
cancer”. Aquesta via inflamatoria de carcinogénesi es caracteritza per
alteracions precoces de TP53, a diferencia de la via serrada, on no s’observa
aguesta mutacio i solen ser tumors inestables (IMS). Recentment s’ha descrit a
la via serrada una metaplasia gastrica (MG) com a resultat de I'estres cronic a

la mucosa, on s'iniciaria la carcinogenesi serrada.

La malaltia inflamatoria intestinal (MIl) és una entitat que cursa amb episodis
d’'inflamacio6 recidivant que, perllongats en el temps, podria acabar generant
una MG com a mecanisme adaptatiu de la mucosa a l'estrés cronic. Aixi,
podem hipotitzar que ambdues vies de carcinogenesi, tot i generar-se per
alteracions moleculars diferents, comparteixen la MG com a lesié inicial on es

desenvolupa la displasia.

Pretenem en aquest treball, estudiar marcadors que caracteritzen la via serrada
per veure com es comporten al CaMll i diferenciar ambdues vies, i explorar si la
MG contribueix a la carcinogénesi de la via inflamatoria estudiant els CaMll, les

lesions precursores i la mucosa adjacent d’ambdues lesions.

Al primer estudi es recopilaren 57 CCR en pacients amb MIl i 35 mostres de
mucosa adjacent. La caracteritzacié molecular es va realitzar mitjancant
I'analisi de I'expressié de proteina p53 (marcador subrogat d’alteracions de
TP53), de les proteines dels gens reparadors de 'ADN per analitzar la
inestabilitat de microsatél-lits (IMS) i separar tumors estables i inestables, i

I'expressio de MUCS5AC com a marcador de fenotip gastric.

Al segon estudi es van analitzar 76 lesions precursores revisant 33 colectomies
de pacients amb MIl. En aquest cas també es va estudiar I'expressié de CDX2,
marcador de fenotip intestinal, la negativitat del qual, en preséncia d’expressio

de MUCS5AC, confirma la MG. La IMS es va explorar amb I'expressié de MLH1,

com a marcador subrogat de la hipermetilacié del gen.

Vam observar que els CCR presentaven majoritariament un patré mutat de p53
(p53-mut), eren tumors estables i negatius per MUC5AC, malgrat es va veure
positivitat a la mucosa adjacent tant amb inflamacié aguda com amb canvis

cronics. La mucosa adjacent mostrava majoritariament patré de p53-wt,
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Resum

especialment en casos MUC5AC positius, i era estable. Només 6 CCR eren
inestables, tots ells amb un patré d’expressié de p53-wt (p=0.010) i MUC5AC
positius (p=0.005), els quals podrien correspondre a carcinomes de la via

serrada o associats a la sindrome de Lynch.

Entre les lesions precursores es van trobar 15 lesions de displasia
convencional (DC), i 61 de displasia no convencional (DNC), en ambdds casos
amb diferents graus de displasia. Es va observar p53-mut en lesions de DNC
gue presentaven displasia, expressid que augmentava al incrementar-se el
grau de displasia. Totes les DC eren p53-wt. La majoria de les DNC
expressaven MUCS5AC, i aquesta disminuia a mida que augmentava el grau de
displasia (p=0.006). L’expressio de CDX2 es perdia de forma inversa a
I'expressio de MUC5AC (p<0.001) confirmant la MG. Cap DNC ni DC va perdre
expressio de MLH1. Es va demostrar també MG a la mucosa adjacent a les
lesions de DNC amb canvis cronics o amb inflamacié aguda.

Concloem que el CaMll es caracteritza per alteracions de TP53, estabilitat de
microsatél-lits i manca d’expressié de MUCS5AC, que a la Ml es poden originar
CCR per la via serrada, i confirmem que la MG apareix a la mucosa inflamada
de pacients amb MII, persisteix en estat quiescent i va desapareixent a mida
gue augmenta el grau de displasia en lesions de DNC, prévia a alteracions de
TP53. Per tant, la MG seria la lesié sobre la qual s’inicia la carcinogénesi del

CaMill, fet que comparteix amb la via serrada.
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Abstract

Colitis-associated colorectal carcinoma (CAC) develops following the
‘inflammation-dysplasia-cancer’ sequence. CAC pathway is characterised by
early TP53 gene alterations in contrast the serrated pathway, where TP53
alterations are rare and a late event, and it can present as unstable tumours.
Recently, a gastric metaplasia (GM) has been described as a result of chronic

mucosal stress in the serrated pathway, as an early carcinogenic event.

Inflammatory bowel disease (IBD) is an entity that presents with recurrent
episodes of inflammation that, prolonged over time, could develop GM as an
adaptive mechanism of the mucosa to chronic stress. Thus, we can hypothesise
that both carcinogenic pathways share GM as the initial lesion where dysplasia
develops, although each pathway is generated by different molecular

alterations.

The aim of this study is evaluate serrated pathway markers in CAC to
differentiate between the two pathways, and explore the presence of GM in
CAC, precursor lesions and adjacent mucosa, to elucidate how GM contributes

to carcinogenesis.

In the first study, 57 CAC were collected and 35 samples of adjacent mucosa.
Molecular characterisation was performed using p53 protein expression (a
surrogate marker of TP53 alterations), DNA mismatch repair proteins to analyse
microsatellite instability (MSI) and separate stable tumours from unstable (MSI)

tumours, and the expression of MUC5AC as a marker of gastric phenotype.

In the second study, 76 precursor lesions were analysed by reviewing 33
colectomies of patients with IBD. In this case, we also studied the expression of
CDX2, as intestinal phenotype marker. CDX2 negative with MUC5AC
expression confirms GM. MSI was explored with MLH1 expression, as a
surrogate marker of gene hypermethylation.

We observed that CACs mostly had a p53-mutated pathway (p53-mut), were
MSS and negative for MUC5AC, although the adjacent mucosa was MUC5AC
positive in acute inflammation and chronic inflammation. The adjacent mucosa
showed mostly p53-wt expression, especially in MUC5AC-positive cases, and
was MSS. Only 6 CRC were inestable tumours, all of them with p53-wt
(p=0.010) and MUC5AC-positive (p=0.005) expression pattern, which could
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correspond the serrated pathway carcinomas or associated with Lynch

syndrome.

Among the precursor lesions, 15 lesions of conventional dysplasia (CD) and 61
of non-conventional dysplasia (NCD) were found, in both cases with different
degrees of dysplasia. We observed p53-mut in NCD lesions with dysplasia, and
p53 expression increased as the degree of dysplasia increased. All DC were
p53-wt. Most of the NCDs expressed MUC5AC, which decreased as the degree
of dysplasia increased (p=0.006). CDX2 expression was lost inversely to
MUCS5AC expression (p<0.001) confirming GM. Neither NCD nor DC lost MLH1
expression. GM was also demonstrated in the mucosa adjacent to NCD lesions

with chronic changes or acute inflammation.

We conclude that CAC is characterised by TP53 alterations, microsatellite
stability and lack of MUC5AC expression, and also serrated pathway is related
with IBD. Finally, we confirm that MG appears in the inflamed mucosa of
patients with IBD, persists in a quiescent state and disappears as the degree of
dysplasia increases in NCD lesions, prior to TP53 alterations. Therefore, CAC
and serrated pathway share GM as a change on which the carcinogenesis

begins.
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1. Introduccio

1.1. GENERALITATS DEL CANCER COLORECTAL
1.1.1 Epidemiologia

El cancer colorectal (CCR) és el tercer tipus de cancer més frequient a nivell mundial
(18.5%) i el segon pel que fa a mortalitat (15.5%) (1). Tant els habits alimentaris
occidentals com la manca d’activitat fisica i la obesitat suposen els factors de risc
meés importants per a I'aparicié de la malaltia, deixant en quart lloc la predisposicié
genética (2). Aquests habits son caracteristics de paisos desenvolupats i de paisos
en desenvolupament industrial i economic, per tant, la incidencia i la mortalitat del
CCR es troben relacionats amb I'index de desenvolupament huma (IDH) d’un pais
(3). A nivell global, Espanya es troba entre els 15 paisos amb major incidencia, i

entre els 10 primers en relacié a Europa (1) (Fig. 1).
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Figura 1: Epidemiologia descriptiva del CCR. a) Correlacié entre I'index de desenvolupament huma i la
incidencia de CCR al 2022, on s’observa que la major incidéncia té lloc en aquells paisos amb major IHD. b) Taxes
d’incidéncia estimades de CCR a nivell mundial on s’observen grans variacions entre diferents arees geografiques.
c) Taxes d’incidéncia dels 10 paisos amb major incidéncia a nivell europeu on s’observa que Espanya es troba a
la vuitena posicio. Dades de GLOBOCAN 2022 (1).

La tendéncia observada preveu que per I'any 2030 es diagnostiquin 2.2 milions nous
casos de CCR i la mortalitat augmenti a 1.1 milions, principalment em paisos amb un
IDH mitja o alt (2). Els paisos amb I'IDH més elevat veuran una disminucio de la
incidéncia i la mortalitat per I'éxit de la implantacié de mesures de prevencid i

millores en el tractament (4).
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1. Introduccio

La supervivencia del CCR ha augmentat al llarg del temps degut a millores en la
deteccio precog, aparicié de tecniques quirdrgiques menys invasives i 'administracio
de tractaments més especifics (5). Es de vital importancia implementar programes
de deteccio precog, doncs a banda d’augmentar la supervivéncia i reduir la
mortalitat, permeten reduir costos, un factor important tenint en compte que el CCR
suposa un elevat cost pel sistema sanitari situant-se en segona posicié en despeses

en referencia als altres tipus de cancer (6-8).

1.1.2. Etiologia

La variacié que s’observa a I'epidemiologia del CCR entre paisos es pot
explicar parcialment a través de les diferencies en I'exposicio a factors de risc,
les variacions demografiques i als factors genétics (9). Conéixer els factors de
risc relacionats amb l'aparicié del CCR i incidir en aquells que es puguin
modificar mitjancant politiques sanitaries educatives encarades a la poblaci6 de
risc, €s necessari per reduir la incidéncia (10). En aquest sentit, tenint en
compte l'etiologia dels factors de risc generals associats al CCR, aquests es

poden classificar en 2 grups: modificables i no modificables (Fig. 2).

Factors derisc

No medificables

Modificables

« Edat
* Gendre

» Obesitat 11
+ Activitat fisica | |

+ Raga/Etnia *Dietatro]]
« Alcohol 1

« Tabac t

* Geneétics
= Mil

+ Altres

* Aspirina)

Figura 2. Factors de risc no modificables i modificables en CCR. Llistat dels principals factors que
poden prevenir-se o no dins del desenvolupament del CCR. 11: factor altament associat a I'aparicio del
CCR. 1: factor associat a I'aparicié del CCR. ||: factor altament protector del CCR. |: factor protector del
CCR. Esquema adaptat de Keum et al. i Sawicki et al.(2,10).

Els factors de risc modificables son aquells considerats responsables de les
alteracions genétiques i epigenétiques adquirides a través d’habits que poden

ser corregits o eliminats. Dins d’aquest grup trobem l'obesitat, la manca
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1. Introduccio

d’activitat fisica, la dieta no saludable, I'alcohol i el tabac que en general actuen
generant substancies proinflamatories i una resisténcia a la insulina, afavorint
I'aparicié del CCR (11-15). En aquest mateix grup hi trobem farmacs com
I'aspirina, que en aquest cas, pel seu efecte antiinflamatori en redueix el risc
(16). Aquests factors es troben fortament relacionats amb el CCR esporadic,

gue suposa un 60-65% de tots els casos de CCR (10).

Per altra banda, els factors no modificables s6n aquells factors endogens que
s’escapen a la prevencio. Dins d’aquests trobem com a factors que augmenten
el risc 'edat avangada, el sexe, observant que els homes tenen major risc, pero
les dones pitjor pronostic, patir malaltia inflamatoria intestinal (Mll), que
augmenta entre 2 i 6 vegades el risc, i les alteracions genetiques heretades. En
aguest sentit trobem que un 25% dels casos es troben associats a antecedents
familiars, encara que no es relacionin a cap sindrome genética hereditaria, i
només un 5% corresponen a CCR associats a sindromes hereditaries
(2,17,18). No obstant aixo0, tot i que I'associacio del CCR a alteracions
genetiques es troba provada, en aquests casos els factors modificables també

contribueixen en el desenvolupament de la malaltia (10).

1.1.3. Diagnostic i tractament

El descens en la taxa de mortalitat del CCR en paisos desenvolupats és degut
a la deteccio precoc de la malaltia i als avencos en el seu tractament (19). Al
nostre pais el programa de cribratge de sang oculta en femta és el test utilitzat
per la deteccié precoc del CCR, seguit de la colonoscopia, que a més permet
extirpar lesions precursores i evitar la seva progressié a adenocarcinoma (20).
El diagnostic de certesa del CCR es duu a terme mitjangant la confirmacio
histologica de mostres del tumor extretes per colonoscopia (21). Existeixen
altres eines diagnostiques per imatge com la tomografia axial computeritzada o
la ressonancia magnetica dirigides al colon, principalment encarades a

I'estadifiacio clinica (21).

La classificacio TNM és el factor pronostic més important, i el que determinara
el maneig terapéutic del pacient (21). Tot i aixi, s’han observat diferéncies

considerables en I'evolucid i el pronostic de la malaltia en pacients amb el
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1. Introduccio

mateix estadi patologic, especialment en estadis intermedis (Il i lll). Per aquest
motiu, durant les ultimes décades, s’ha donat émfasi també a I'aportacié que
poden afegir biomarcadors moleculars i factors histologics en la millora de
I'estimacioé pronodstica de la malaltia i 'adequacio de les terapies adjuvants i

neoadjuvants (22,23).

El tractament ideal i d’eleccio, si es pot, és la resecciéo completa del tumor i de
les metastasis, ja que és la Unica opcio curativa en un CCR tant en estadis
inicials com en estadis avancats. En cas de que aquesta opcié no sigui viable,
I'ds de quimioterapia neoadjuvant i/o adjuvant, els tractaments dirigits o la
radioterapia es fan servir per reduir la mida del tumor i la seva disseminaci6
(24). En pacients metastatics, I'is dels marcadors moleculars, principalment
I'analisi dels gens KRAS, NRAS i BRAF i també I'estat dels gens reparadors del
sistema de reparacié de desajusts (MMR) de ’ADN permet decidir I'estrategia
de tractament més optima. A dia d’avui, el nombre de tractaments efectius per
aguest tipus de cancer ha crescut significativament, i 'augment de I'efectivitat
dels nous farmacs i de les terapies dirigies han incrementat substancialment la

supervivencia dels pacients (24).

1.1.4. Carcinogénesi del cancer colorectal

Diversos factors genetics i epigenétics intervenen en les diferents fases de la
historia natural del CCR. En aquesta, es produeix la transformaci6 de les
cel-lules epitelials de la mucosa colica en lesions precursores que poden

acabar generant CCR mitjancant diverses vies de carcinogenesi (25).

1.1.4.1 Vies de carcinogenesi

Les alteracions genetiques i epigenétiques que intervenen en la carcinogenesi
del CCR determinen tres fenotips amb diferents caracteristiques moleculars
entre ells, pero que no son mutuament excloents (26). El primer fenotip
representa un perfil d’'inestabilitat cromosdmica (CIN), caracteritzat per errors
generats durant la divisio cel-lular que provoquen alteracions en el nombre de
copies cromosomiques i en la seva estructura. El segon fenotip representa un

perfil metilador (CIMP), caracteritzat per una hipermetilacié dels dinucleotids
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1. Introduccio

CG repetits (illes CpG) en les regions promotores dels gens supressors de
tumors. | per ultim, el tercer fenotip representa un perfil d’'inestabilitat de
microsatel-lits (IMS), caracteritzat per alteracions en la longitud dels
microsatel-lits, segments repetitius d’ADN dispersos per tot el genoma en
regions no codificants intercalades entre el gens o dins dels gens. Aquesta
darrera alteracio sol estar provocada pel silenciament del gen reparador de

'’ADN MLH1 a través d’una hipermetilacié del seu promotor (27).

D’aquesta manera, el CCR esporadic s’inicia a través de tres vies de

carcinogénesi (Fig. 3):

Iniciacio Promocio Progressio Metastasi

Via
classica

Pulmé

Normal

Via
serrada

Normal Lesid serrada séssil Lesio semada séssil Cancer \. Fetge

amb displasia
\g & my g &
s S )

oy \\Ejﬂ . y.
R L
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Nosmal Displasia indefinida Displasia baix grau Displasia alt grau Cancer

Via
M

Figura 3. Vies de carcinogénesi en CCR. La historia natural del CCR segueix quatre fases (iniciacio,
promocid, progressio i metastasi) a través de tres vies de carcinogénesi: la via classica amb una seqiiencia
adenoma-carcinoma, la via serrada amb una seqiiéncia lesié serrada-carcinoma i la via de malaltia
inflamatoria intestinal (MIl) amb una seqiiencia displasia-carcinoma associada a una inflamacié cronica.
Imatge adaptada de Keum & Giovannucci, 2019 (10).

1) Via classica: Es caracteritza per una acumulacié gradual d’alteracions
geneétigues i epigenétiques que condueixen a la transformacio de les cél-lules
normals en petits adenomes que progressen a adenomes de risc (>10 mm i
d’histologia vellosa o amb displasia d’alt grau) i finalment a cancer (Fig. 3)
(10,28,29) exemplificant la sequiéncia adenoma-carcinoma a través del
desenvolupament de CIN. Aquest procés comenga amb mutacions
inactivadores del gen supressor de tumors APC. Aquest fet provoca 'activacio
de la via de senyalitzaciéo Wnt/[3-catenina que altera la regulacié de la
proliferacio cel-lular i genera adenomes (10). Posteriorment es produeixen

mutacions en 'oncogen KRAS que promouen el creixement dels adenomes i la
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inactivacio del gen supressor de tumors TP53, afavorint la progressio a

carcinoma (30).

Pel que fa a les lesions precursores en aquesta via, conegudes com adenomes

convencionals, se’n defineixen 3 subtipus:

a) Adenoma tubular (AT), que constitueix el grup d’adenomes més
freqientment trobats a la poblacié general. Es tracta d’'una proliferacio
glandular d’arquitectura preservada, amb increment del nUmero de
glandules, augment de la mida nuclear de les cél-lules epitelials,
hipercromasia, pseudoestratificacié nuclear amb polaritat preservada i
disminuci6 de cél-lules caliciformes.

b) Adenoma tubulovellés (ATV), que presenta les mateixes caracteristiques
pero arquitecturalment s’observen vellositats al 25-75% de la lesi6
(Fig.4A).

c) Adenoma vellés (AV), quan I'arquitectura vellosa representa més del
75% de la lesi6 (31).

Totes aquestes lesions poden progressar a displasia d’alt grau, presentant
complexitat de I'arquitectura glandular, amb fusioé de glandules i patré

cribiforme, i major atipia cel-lular.

2) Via serrada: Les dues alteracions moleculars caracteristiques d’aquesta via
son: i) 'activacio de la via MAPK, que indueix la proliferacié cel-lular
descontrolada, i es caracteritza per dues mutacions principals: la mutacio de
'oncogen BRAF, que és la majoritaria, i es relaciona principalment amb lesions
serrades sessils (LSS) i carcinomes de colon dret, i la mutacié de KRAS, més
frequent en adenomes serrats tradicionals i caracteristica de colon esquerre; ii)
I'adquisicioé d’'un fenotip CIMP que és el major substrat genetic que caracteritza
aguesta via i que provoca la progressio a lesions serrades amb displasia cap a
'adenocarcinoma (Fig. 3). L’alteracié de CIMP esta present en
aproximadament un 75% de les lesions serrades, i en un 90% dels
adenocarcinomes de subtipus serrat (10). EI CIMP es classifica en baix (CIMP-
L) quan la hipermetilacié afecta de 1 a 5 gens, i alt (CIMP-H) quan afecta de 6 a
8. A la via serrada el perfil CIMP es solapa amb el perfil IMS en els casos en

gue la hipermetilacio es produeix al gen MLH1, fet que suposa el 75% dels
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casos de les LSS, i 12% de tots els CCR esporadics (32). Un 3% dels IMS

corresponen a la sindrome de Lynch (SL) (33).

Segons la Organitzacié Mundial de la Salut (64), les lesions serrades es

classifiquen en:

a) Polip hiperplasic (PH), una lesi6 glandular amb serres a I'epiteli de
superficie 0 a la part superior de les criptes, sense dilatacio basal de les
criptes i proliferacio limitada a la base, i sense atipia nuclear. Es
classifiquen en PH microvesiculars i PH rics en cél-lules caliciformes.

b) Lesio serrada séssil (LSS), una lesié amb abundants serres ocupant tota
I'extensio de la glandula fins a la cripta, i dilatacio basal i
horitzontalitzacié de, com a minim 1 de les criptes, amb atipia nuclear
minima.

c) Lesi6 serrada sessil amb displasia (LSSD), de morfologia semblant a
I'anterior pero amb un component displastic constituit per un patré
complex de criptes, disminucio de serres i displasia epitelial que pot ser
intestinal, indistingible de la displasia convencional, o serrada, de nucli
clar, amb nucléol i citoplasma eosinofil, i habitualment ambdues
conviuen (Fig. 4B).

d) Adenoma serrat tradicional (AST), polips protuberants que es
caracteritzen per tenir serres en forma de fletxa, cel-lules amb
citoplasma eosinofil i nuclis en punta de llapis; a més a més solen tenir
criptes ectopiques i displasia epitelial.

e) Adenoma serrat no classificable (LS, NOS), terme utilitzat en aquells
casos que no es pot discernir entre LSSD i AST, i també per una nova

entitat anomenada adenomes serrats tubulovellosos.

La progressio d’aquestes lesions segueix dues vies: i) els PH
microvesiculars poden presentar mutacié de BRAF, que genera la
progressié a LSS, o AST del colon dret. Posteriorment adquireixen un
fenotip CIMP-H pel que progressaran a LSSD i a AST amb displasia d’alt
grau. La majoria de LSSD manifestaran hipermetilacio de MLH1. Per ultim
adquiriran diferents alteracions moleculars que acabaran generant el CCR;
i) els AST de colon esquerre, que soén la majoria, i alguns PH rics en
cel-lules caliciformes, presenten mutacié de KRAS, i mitjangant I'adquisicio
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d’un fenotip CIMP-L i alteracions de la via Wnt, progressa la displasia.
Finalment poden presentar inactivacié de TP53, entre altres alteracions

moleculars, pel que desenvolupen CCR (34).

A

Figura 4. Representacio de lesions adenomatoses i serrades. A) ATV (HE, 1X). B) LSSD, s’observa

displasia a la zona marcada amb la rodona (HE, 5X).

3) Via de la inflamaci6: Aquesta via es caracteritza per la formacié de displasia

sobre una mucosa inflamada, es relaciona principalment amb pacients amb Mil,
i exemplifica la sequéncia “inflamacio cronica-displasia-carcinoma” que dona
lloc a mdltiples lesions planes no visibles a la colonoscopia, entre d’altres, que
poden acabar desenvolupant CCR (Fig. 3). Els esdeveniments moleculars
d’aquesta via es caracteritzen per mutacions precoces de TP53 i rarament
mutacions en el gen de 'APC de forma tardana (només observat en el 13%

dels pacients) (35).

Pel que fa a les lesions precursores d’aquesta via, classicament es consideren
lesions majoritariament planes amb diferents graus de displasia convencional
(36). Tot i aixi, recentment s’han descrit noves lesions de morfologia molt
variada: serrada, plana, hipermucinosa, etc., de les quals en parlarem en

profunditat en capitols posteriors.

La importancia de diferenciar aquestes lesions recau en la implicacié pronostica
donada les diferéncies en la seva progressio. Només una petita proporcié d’'AT
acabaran malignitzant, excloent els associats a la sindrome de poliposi familiar
colonica, on gairebé tots progressen a adenocarcinoma (37,38). Pel que fa a
les lesions serrades, a diferencia dels AT, tenen més predisposicio a tenir
lesions metacroniques i a desenvolupar carcinomes sincronics (39). A més a

més, s’ha vist que les LSSD progressen més sovint i amb més rapidesa a CCR
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que els AT (40). En el cas de les lesions precursores de la via de la inflamacio,
la principal dificultat rau en identificar-les macroscopicament, donat que moltes
son planes, i en reconeixer-les i diagnosticar-les histologicament, degut a la
manca d’experiéncia dels patolegs i la falta de consens en les classificacions
aparegudes recentment (41-45). Diagnosticar aquestes lesions en pacients
amb MII és important ja que la seva evolucid a carcinoma afecta a persones
més joves, tenen més probabilitats de patir CCR sincronics (46), i tot i que en
estadis inicials tenen el mateix pronostic que el CCR no associat a Mll, en
estadis avancats el pronostic empitjora pel fet que més freqlientment presenten

histologies agressives (47,48)

1.1.4.2 Subtipus moleculars dels CCR

La classificacié del CCR mitjancant les seves caracteristiques
histopatologiques deixa de banda I’heterogeneitat molecular que poden
presentar els tumors (49). Per aquest motiu, el 2015 el “Colorectal Cancer
Subtyping Consortium” va elaborar un sistema de classificacié molecular de
CCR amb un consens de 4 subtipus moleculars que suposa la classificacié més
robusta elaborada fins a dia d’avui, tot i que el seu valor pronostic i aplicabilitat
no es considera suficientment optima per ser implementada a la practica clinica
diaria (50,51) (Fig.5).

Els diferents subtipus moleculars sén:

a) CMS1 (immunologic): Representen aproximadament el 14% dels CMS i
normalment es desenvolupen sobre adenomes serrats, sén de bon
pronostic en estadis inicials i en estadis avancats responen a
immunoterapia. Acostumen a presentar un microambient ric amb
limfocits, s’associa a gens relacionats amb la via amb JAK/STAT, i
frequentment presenten IMS, CIMP i mutacions de BRAF V600E.

b) CMS2 (canonic): Representen aproximadament el 37% dels CMS,
habitualment estan relacionats amb a AT i tenen més bon pronaostic.
S’associen a la via carcinogénica classica degut a 'augment de
I'activacio de la via de Wnt/3-catenina i del proto-oncogen MYC.

c) CMS3 (metabolic): Representen aproximadament el 13% dels CMS,

normalment es troben relacionats amb AT, pero tenen pitjor pronostic
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gue els dos anteriors. S’associa amb caracteristiques de desregulacio
metabolica. Associats a mutacions de KRAS i un CIMP baix.

d) CMS4 (mesenquimal): Representen aproximadament el 23% dels CMS,
normalment es troben relacionats amb adenomes serrats, i tenen pitjor
pronostic sent els que meés probablement desenvolupen metastasis.
Aquest CMS presenta un microambient amb alt component de cel-lules
de I'estroma i s’associa a I'activacio de les vies de TGF§, VEGF i
Integrina-B3, vinculades respectivament a la transicio epiteli-
mesenquima, a I'angiogénesi i a la remodelacié de la matriu

extracel-lular. Freqientment es troben associats a CIN.

Cal dir que les caracteristiqgues moleculars es solapen en alguns dels grups,
fent dificil la seva classificacio, i que aproximadament un 13% dels CCR no es

poden classificar en cap grup, (52).

Lesio
precursora

Microambient Infiltracid Alt component
immunologica cél-lules estromals
. EMT
Vies Evasié Sl Epitelial Epitelial
y i Angiogénesi
senyalitzacié Via JAKISTAT Via WNT/B-Catenina Metabalic desregulacié

Remodelacié matriu

Mutacions KRAS
Caracteristiques
moleculars CiMP CIN CIMP1ow CIN

DFS

Pronostic &

Temps Temps Temps Temps

Figura 5. Representaci6 biologica i clinica del CMS del CCR. Cada CMS constitueix una entitat amb
caracteristiques cliniques i moleculars diferents on les lesions precursores assignades a cadascun dels
subtipus es basen en caracteristiques moleculars. CIMP, fenotip metilador de les illes CpG. CIN: inestabilitat
cromosomica; EMT, transici6 epitelial-mesenquimal; IMS, inestabilitat de microsatel-lits; Sl, sistema

immune. Imatge adaptada de Medema et al. 2016 (52).
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1.2. MALALTIA INFLAMATORIA INTESTINAL

1.2.1. Introducci6

La MII és una malaltia cronica recidivant associada a una desregulacio del
sistema immunologic de la mucosa colica del pacient, que pot alternar episodis
d’activitat amb episodis quiescents, i que es manifesta com una inflamacio
cronica i descontrolada de l'intesti (53). Es més prevalent als paisos
occidentals desenvolupats, afectant aproximadament dos milions de persones
a Europa, tot i que en els darrers vint anys s’ha observat un augment de la
incidéncia en paisos en desenvolupament d’Europa de I'est, Asia, Sud América
i Africa (54).

La patogenia de la MIl és deguda a la interaccié multifactorial d’alteracions
genetiques, immunologiques i ambientals (53). Aquestes ultimes afecten a la
microbiota intestinal de tal manera que es produeix una disminucio6 del gruix de
la barrera intestinal que permet una activacié inadequada de les cel-lules
immunologiques. Aguesta situacié genera els simptomes tipics de la Mll i el
seu curs natural alternant, episodis d’exacerbacié amb episodis de remissio
(54).

La MIl compréen dues entitats que presenten diferencies en la seva presentacio
clinica, la colitis ulcerosa (CU) i la malaltia de Crohn (MC). La CU afecta
principalment a la mucosa i la submucosa del recte i del colon, de distal a
proximal i de forma continua, a diferéncia de la malaltia de Crohn (MC), les
lesions de la qual tenen predileccié per I'ileum i el colon dret, encara que poden
observar-se a qualsevol nivell del tub intestinal, afectant-lo de forma
discontinua, penetrant la paret, amb aparicid d’estenosis i fistules. En ambdés
casos, la simptomatologia és semblant i principalment es presenta amb dolor
abdominal, diarrea, femta amb materials patologics com moc, sang o a
vegades pus, fatiga, perdua de pes, anémia i febre en alguns casos. A banda
d’aix0, també pot apareixer simptomatologia extraintestinal com artritis,

colangitis esclerosant i problemes cutanis (55).

La inflamacio és una de les caracteristiques distintives del cancer, i s’ha

demostrat que els pacients amb una MII de llarga evoluci6é tenen un risc més
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elevat de desenvolupar un CCR comparat amb la poblacié general (56). Els
principals factors de risc per desenvolupar un CCR associat a MIl (CaMIl) sén:
la llarga durada de la malaltia, I'extensio de la malaltia, pacients joves en el
moment del diagnostic, la coexistencia de colangitis esclerosant primaria, la
severitat de la inflamacio i la historia familiar de CCR (57). El CaMIl sol
apareixer en pacients mes joves, es localitza més sovint al colon dret i pot
presentar histologies més agressives: diferenciacio mucinosa, carcinoma amb
cel-lules en anell de segell, adenoescamds o indiferenciat. Per tant, aquestes
caracteristiques els hi confereix, en aquests casos, un pitjor pronostic (58). No
obstant aix0, en els darrers anys el risc de desenvolupar CaMll ha disminuit
degut als programes de vigilancia, on la detecci6 preco¢ de displasies, la
cirurgia primerenca i els farmacs biologics que disminueixen la inflamacié, sén

actuacions claus per aquest decreixement en la incidéncia (57).

1.2.2 Paper de la inflamaci6é en el desenvolupament del CaMll

La inflamacio cronica €s una caracteristica fortament associada al cancer ja
que molts tumors apareixen després d’una inflamacié perllongada en el temps, i
d’altres, desencadenen una inflamacié cronica del teixit peritumoral durant la
seva progressio (59). El paper que juga aquesta inflamacio6 cronica en la
carcinogenesi del CaMll es troba explicada per dos mecanismes: un
mecanisme indirecte mediat per les citocines produides per les cel-lules
inflamatories i epitelials com a resposta a la inflamaci6, i un mecanisme directe
produint dany a 'ADN a través de I'estrés oxidatiu que genera la inflamacié
(60). L’estres oxidatiu és una de les diferencies principals en la patogénia del
CaMll respecte al CCR no associat a Mll (CCRnMII) (61).

En individus sans existeix una comunicacio fermament controlada entre els
enterocits i les cél-lules del sistema immunitari del budell per mantenir un
equilibri entre la microbiota intestinal i els mediadors inflamatoris. En el procés
de resposta contra agents patogens, les cél-lules immunologiques son
reclutades i activades sustentant un equilibri entre mediadors proinflamatoris i

senyals antiinflamatories (60). En els pacients amb una MIl severa, aquest

26



1. Introduccio

equilibri es troba trencat, produint-se també una disminuci6 de la capacitat
antioxidant. Aquesta situacié provoca que les cel-lules immunologiques alliberin
de forma massiva espécies reactives d’oxigen (EROs) i espécies reactives de
nitrogen (ERNS) creant un estrés oxidatiu que danya I'’ADN i condueix a la

mutagenesi cel-lular (62).

No obstant aix0, el dany a ’ADN i 'acumulacié de mutacions en gens
involucrats en la carcinogeénesis no és I'tinica via en la que la inflamacié pot
promoure el desenvolupament de CCR (63). En realitat, la inflamacio6 cronica és
capac de produir un escenari de propensié on indueix canvis epigenéetics i on
es genera una disbiosi a la mucosa que allibera radicals lliures extracel-lulars

que incrementen la permeabilitat intestinal afavorint la inflamacio.

Aquesta situacié promou la reparacio i regeneracio tissular, pero quan aquest
dany histologic és recurrent, aquest procés de reparacié també indueix un dany
permanent de 'ADN i una inestabilitat gendmica a les cél-lules epitelials (63).
L’acumulacié d’aquests esdeveniments inflamatoris i d’alteracions moleculars i
genetiques genera una serie de canvis preneoplastics previs a la displasia,
també anomenat camp de canceritzacid, que afavoreixen la seva aparicio i

progressio a carcinoma (61) (Fig. 6).

Inflamacié cronica

odificacions epigenétiques, augment
permeabilitat intestinal, disbiosi

Modificacions genétiques: CIN, IMS
Nivell IV

Displasia/Cancer

Figura 6. Esquema que representa la suma de les diferents alteracions infamatories, epigenétiques
i moleculars que afavoriran I'aparicié del CaMIl. El camp afecte, generat per la inflamacio, pot ser pensat
com arees concentriques on el seu microambient especific, creat per 'acumulacié de cél-lules immunitaries
i els seus productes, generen una pressié selectiva que afavoreix I'adquisicid progressiva de

caracteristiques associades a 'aparicié de displasia. Esquema modificat de Fantini et al. (60).
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1.2.3. Microambient inflamatori i tumoral

La mucosa intestinal €s un component important del sistema immunologic (SI) i
esta formada per dos components, el sistema immunitari innat (Sll) i 'adaptatiu
(SIA). El Sl esta constituit per una barrera fisica formada per una capa de moc
amb agents antimicrobians, i per les cel-lules epitelials riques en receptors que
exposen els agents patogens a les cel-lules immunitaries de primera resposta
com sén neutrofils, macrofags i cél-lules dendritiques (64). Per altra banda, el
SIA s’encarrega de fer arribar a la mucosa limfocits B i T, poc frequients en
condicions normals, i que mantindran 'homeostasi de I'intesti generant diverses
citocines (65). A banda d’aix0, la microbiota intestinal també participa en
I'hnomeostasi del Sl a través de la seva interaccié amb ell, el que produeix
I'alliberacié de diversos metabodlits i components encarregats de protegir la

mucosa i regular el SlI (66).

Les cél-lules epitelials, immunoldgiques i de I'estroma del microambient
inflamatori es comuniquen entre elles per contacte directe o mitjancant la
secrecio de citocines que permeten coordinar la resposta inflamatoria a partir
de vies autocrines i paracrines (60). Els efectes de la inflamacio, aixi com
també la resposta antitumoral i protumoral ve determinada per diversos
mediadors immunologics i per 'abundancia i I'estatus de les cél-lules
immunologiques de la zona (65). Aleshores, aquests dos factors coordinen el
procés de transformacié del microambient inflamatori a un microambient
immunosupressor del tumor, el qual es troba format per infiltrats de cél-lules
immunitaries, cél-lules de I'estroma i cél-lules tumorals que son essencials per
mantenir les senyals de proliferacié, resisténcia a la mort cel-lular i induir
I'angiogenesi (60). Aquest fet afavoreix 'adquisicio progressiva de canvis
histologics, morfologics i moleculars, on es troben gens implicats com TP53,
entre d’altres, que provocarien I'aparicio de canvis displastics a 'epiteli
intestinal. L'aparicié d’'una displasia de baix grau pot progressar a displasia d’alt

grau i podria arribar a evolucionar a adenocarcinoma (67) (Fig.7).
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Figura 7. Representacié esquematica dels efectes de la inflamacié sobre la carcinogénesi. La
inflamacié cronica promou el reclutament de cél-lules immunitaries a la mucosa que secreten citocines,
interleucines i factors de necrosi tumoral. A més a més produeixen EROS i ERNs generant dany de 'ADN
que afavoreix la proliferacié cel-lular i les alteracions genetiques. Les mutacions de TP53 afavoreixen
I'aparicié de la displasia de baix grau, i posteriorment, es creu que la mutacié de KRAS esta implicada en
I'evolucié a displasia d’alt grau. Finalment, les mutacions de I'APC provoquen la invasié. La inflamacié
cronica també activa mecanismes immunosupressors que afavoreixen la progressio del cancer (M2, T-regs,
etc). A més a més també es produeix un increment de factors angiogenics i citocines antiinflamatories que
afavoreixen el seu creixement. Esquema extret de Frigerio et al. (67).

1.2.4 Alteracions moleculars relacionades amb el CaMll

Tot i seguir sequencies carcinogéniques diferents, les alteracions genétiques
observades en el CaMll i el CCRnMII s6n molt similars, pero existeixen

diferencies importants en la frequencia i el moment en que es produeixen (68).

CCRnMII CaMll
Epiteli normal Epiteli normal .
p53 mutacions puntuals
APC  ------- > U U - Aneuploidia o IMS
) o p53 LOH
Petit adenoma Camp de canceritzacio
KRAS/BRAF  -------] > U ﬂ € .
Adenoma de risc Displasia baix grau i KRAS
Deleci6é 189 ------- 4 <" !
oo > <------ ,
Aneuploidia o IMS E Adenoma malignitzat Displasia alt grau ' APC
e > U <
p53  ------- >
Carcinoma infiltrant Carcinoma infiltrant

Figura 8. Alteracions moleculars del CaMll respecte al CCRnMIl. Ambdues vies comparteixen varies
alteracions genetiques, pero difereixen en el moment que es produeixen. Les alteracions en TP53 i
I'aneuploidia es produeixen en fases inicials del CaMlIl, mentre al CCRnMIl es produeixen en fases tardanes,
i a la inversa pel que fa a les mutacions de 'APC i KRAS. Esquema modificat de Leedham et al.(69).
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L’aneuploidia, les mutacions de TP53 i la IMS estan implicades en estadis
inicials de la carcinogénesi del CaMll, a diferéncia del CCRnMII. D’altra banda
les mutacions en gens d’APC i KRAS son menys frequents i es produeixen en
fases més tardanes al CaMll respecte al CCRnMIlI (60,82) (Fig. 8).

1.2.4.1 Alteracions genétiques en seqiéncies codificants de 'ADN

La inflamacio de llarga durada a la mucosa intestinal de la MIl produeix un
camp de premalignitzacié o canceritzacio en el qual es desenvolupen
mutacions somatiques que condueixen a I'aparicié del CaMll (116). Aquestes
mutacions, inexistents a I'epiteli sa, es troben presents a I'epiteli inflamat no
displastic i apareixen anys abans del desenvolupament de 'adenocarcinoma
(117). Les alteracions genétiques més freqients detectades a la mucosa
inflamada, respecte a la mucosa sana, son les alteracions de TP53 i
esdeveniments d’aneuploidia que sovint es troben associats a TP53 (118).
Recentment, estudis que perfilen el camp de canceritzacié de la mucosa
inflamada han detectat més mutacions previes a la displasia relacionades amb
la inflamacid, en els gens KRAS, ARD1A i PIGR, entre d’altres (119) (Taula 1).

Gen CaMil CCRnMIl
p53 72% 55%
KRAS 12% 43%
TGFBR2 17% 5%
SMAD4 13% 1%
TRRAP 13% 11%
SOX9 10% 14%
PIK3CA 10% 29%
SMAD?2 10% 5%
EP300 10% 7%
IDHA1 1% 2%
FBXW7 7% 18%
APC 6% 72%
BRAF 4% 14%
CTNNB1 3% 7%

Taula 1. Principals alteracions genétiques del CaMIl respecte al CCRnMII. Dades de “The

Cancer Genoma Atlas Project” (70).
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Les mutacions de TP53 afavoreixen la proliferacié cel-lular i la progressio cap a
CaMill (71). Aquest és un esdeveniment molt frequient i inicial, a diferencia del
CCRnMII, que es produeix en fases tardanes (70). A més a meés, també s’ha
descrit en fases inicials la pérdua d’heterozigositat de p53, que té un paper clau

en I'evolucio de la displasia de baix grau cap a carcinoma (72).

Els dos tipus d’inestabilitat gendmica descrits en CCR sén la CIN i la IMS (73).
Aquestes dues alteracions es troben en la mateixa freqiéncia al CaMll que al
CCRnMII, 85% i 15% respectivament, pero divergeixen en el temps d’aparicio,
sent un fenomen preco¢ al CaMll (74). Dels 15% dels CCR IMS 12%
corresponen la via serrada, trobant-se en la majoria de CCR associats a
aquesta via, i un 3% a la SL (33).

L’aneuploidia s’ha vist relacionada també amb estadis inicials de la
carcinogenesi del CaMll, i es va incrementant a mida que augmenta el grau de

displasia fins I'aparicio de I'adenocarcinoma (70).

La perdua de la funcié del gen APC és una alteracié molt comu que inicia el
CCR de la via classica. Al CaMIl aguesta mutacio €és menys frequent, i quan
apareix ho fa en fases tardanes del procés de carcinogenesi (75). Pel que fa a
les mutacions del gen KRAS, la seva prevalenca al CaMll varia segons els
estudis, perd és menor que al CCRnMIl i, com en aquest Ultim, és mutuament

excloent amb la mutacié de BRAF (76).

A banda de les alteracions descrites, altres mutacions més frequents al CaMll
respecte al CCRnMII sén 'amplificacié del protooncogen MYC, i mutacions
d’'IDH, TGFBR2 i SMAD4 (77). A més a més, s’han trobat mutacions
susceptibles de ser diana terapeutica com PIK3CA i BRAF (78) (Taula 1).
Aquestes diferencies en les alteracions genétiques de la via de CaMll respecte
als CCRnMll, suggereixen camins diferents a nivell molecular que poden

contribuir al procés oncogenic en cada via (68).

Tenint en compte la rellevancia de I'estrés oxidatiu en la inflamacié de la
mucosa, una alteracié molecular que té un paper important son els canvis a
nivell de ’ADN mitocondrial. Al CaMIll, I'increment d’aguestes mutacions

proporciona un estatus precancerigen que accelera la transformacio
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oncogenica (79). Per tant, I'estudi de ’ADN mitocondrial en pacients amb Mil
podria ser util per predir el risc de carcinogénesi i/o crear noves dianes

terapéeutiques (70).

1.2.4.2 Alteracions en seqiiéncies no codificants de 'ADN

L’epigenética fa referéncia a canvis en I'expressio genica i I'organitzacié de la
cromatina que no son degudes a alteracions en la seqiiencia de 'ADN (70).
Com al CCRnMII, especialment a la via serrada, I'esdeveniment epigenétic que
caracteritza el CaMll és el perfil metilador de les illes CpG (CIMP), pero en
aguest cas també, la frequiéncia de les alteracions és diferent ambdos casos
(61) (Taula 2).

Gen CaMil CCRnMII
p16imKaa 100% 36%
CDH1 93% 87%
HPP1 59% 84%
MINT31 59% 11%
MINT1 50% 15%
pldarr 50% 33%
hMLH1 9% 5%
RUNX3 45% 23%
DAPK 28% 57%

Taula 2. Principals alteracions epigenetiques (metilacions) del CaMll respecte al CCRnMII.

Dades de “The Cancer Genoma Atlas Project” (70).

Les principals alteracions epigenétiques del CaMll s6n la metilacio del
promotor, i per tant la consequent silenciacio, dels gens p16NK4, p14ARF i
caderina 1 (CDH1) (70). Les dues primeres sén esdeveniments precoc¢os en la
carcinogenesi del CaMll, i juguen un paper important en la inhibicio del cicle
cel-lular (80). CDH1, per altra banda, té un paper essencial en la classificacio,
migracio i diferenciacié cel-lular, i la metilacio del seu promotor, provoca una
desregulacio del gen en estadis inicials de la carcinogenesi del CaMll (81). La
hipermetilacio de MLH1 succeeix amb la mateixa frequieéncia al CaMIl que al
CCRnMII, en el context d’'IMS (82).
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A més a més, un progressiu increment en la metilacié dels gens de la via Wnt
estan implicats en la carcinogeénesi del CaMll pero en fases més tardanes que
al CCR de la via classica (83). Aquesta alteracié també esta descrita en els
CCR de la via serrada en fases tardades, en relacio a la progressio dels AST
(84)

Altres metilacions relacionades amb la carcinogénesi del CaMll, i involucrades
en la supressio tumoral i la regulacio del cicle cel-lular, sén les dels gens
RUNX3, MINT1, MINT32, HPP1 i DAPK (85).

Una altra alteracio epigenética involucrada amb la via del CaMll és I'alteracio
dels microARNs (70). Els dos més rellevants sén el miR-31 i el miR-224. El
primer exhibeix un increment en pacients amb MiIl, prévia a la displasia,
considerant-se un esdeveniment precoc del procés de canceritzacid; a més a
mes es troba en proporcions majors respecte al CCRnMIl (86). D’altra banda, la
sobreexpressié del miR-224 provoca una desregulacio del cicle cel-lular (87). El
miR-31, a diferencia del CCR classic, també s’ha vist expressat en lesions
serrades amb mutacié de BRAF i CIMP (88).

1.2.5 Definicid i evoluci6 de les lesions precursores del CaMll

Els pacients amb MII tenen un alt risc de desenvolupar displasia i per tant,
acabar desenvolupant CCR (42). Es per aquest motiu que la detecci6 precog,
un diagnostic precis i el tractament de les formes de displasia previes a
I'aparicié del CCR sén el model a seguir per reduir la mortalitat per CCR en

pacients amb MIl (89).

Al 2015, la declaracié de consens internacional sobre la Vigilancia per a la
Deteccio i Gestid de Neoplasia Endoscopica Colorectal a la MIl (SCENIC) va
establir una série de definicions amb I'anim d’estandarditzar la classificacio i el
diagnostic de la displasia associada a Mll (90). Aquest sistema SCENIC
classifica les lesions com “visibles” i extirpables quan es poden identificar a
través de biopsies dirigides i tenen una mida < a 2 cm (polipoides
pedunculades, polipoides sessils, superficialment elevades, planes o
deprimides) o “invisibles” en cas de que siguin identificades a través de

biopsies aleatories (91).
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1.2.5.2 Histologia de la displasia

La displasia es defineix histologicament com una alteracio neoplasica

inequivoca confinada a I'epiteli intestinal que no s’interpreta com reactiva (92).

El sistema de classificacio histologica més utilitzat és el proposat al 1983 per
Ridell et al. on I'epiteli es divideix en 4 categories: negatiu per displasia (NEG),

indefinit per displasia (IND), displasia de baix grau (DBG) i displasia d’alt grau
(DAG) (Fig. 9) (90).

Figura 9. Imatges histologiques de la Classificacié de Ridell. A) Negatiu per displasia. La imatge mostra
canvis reactius de I'epiteli colic (HE, 20x). B) Indeterminat per displasia. El cercle marca una area on I'epiteli
presenta caracteristiques d’atipia, sense poder determinar si es tracta de canvis reactius o displastics (HE,
20x). C) Positiu per displasia, displasia de baix grau. Els cercles mostren com I'epiteli presenta atipia i
pseudoestratificacio, tipica de la displasia de baix grau (HE, 20x). D) Positiu per displasia, displasia d’alt
grau. Els cercles mostren com l'epiteli presenta atipia franca i perdua de la polaritat nuclear, tipica de la
displasia d’alt grau (HE, 20x).

La categoria NEG compren la mucosa normal, la mucosa amb canvis subtils
que es podem veure en una MIl en estat quiescent i la colitis activa (Fig. 9A).
En principi no es dificil diferenciar un epiteli displastic d’'un epiteli reactiu

perque, entre altres caracteristiques, en aquest ultim, I'atipia citoldgica fluctua

al llarg de I'epiteli de la mateixa manera que la intensitat de la inflamaci6 local.
Per contra, en la displasia, les regions d’atipia es troben ben demarcades o sén

iguals o superiors en la superficie que en la base de les criptes (36). Per altra
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banda, la categoria IND compren aquells casos on I'epiteli presenta una atipia
citologica que no es pot categoritzar amb precisioé perque no es pot diferenciar
entre epiteli reactiu i epiteli displastic, o bé per factors técnics de la mostra (36)
(Fig. 9B). Finalment, dins de les categories positives per displasia,
morfologicament, el prototip classic intestinal de la categoria DBG és el de 'AT
convencional, amb patrons de creixement ordenats, atipia citologica lleu i
polaritat epitelial preservada (Fig. 9C). A mesura que la displasia progressa cap
a DAG, la pauta de creixement és desordenada, I'atipia citologica augmenta i la

polaritat epitelial disminueix o desapareix (36) (Fig. 9D).

1.2.5.3 Displasia no convencional

La displasia intestinal o convencional (DC) és el tipus de displasia que ha sigut
més comunament observada, donat que els seus criteris morfologics es troben
ben establerts. No obstant aix0, a la Mll es troben altres models de displasia,
descrits recentment i anomenats displasia no convencional (DNC), que
presenten patrons morfologics poc reconeguts, dificils d’identificar i de
classificar (42,93-95). El diagnostic d’aquestes lesions és de vital importancia
ja que sovint sén planes o invisibles endoscopicament, tenen un major risc de
desenvolupar DAG o CCR i habitualment presenten alteracions moleculars de

neoplasia avancada (43).

Comparacio dels diferents sistemes de classificacié proposats per la displasia en Ml

Harpaz et al (2017) Gui et al (2020) Choi et al (2020)
Tipus adenoma convencional Adenomatosa Tipus adenoma convencional
Deficiencia de cél-lules caliciformes Eosinofilica Deficiencia de cél-lules caliciformes
Diferenciacié terminal Desdiferenciat Diferenciacio de cél-lules de la cripta
Hipermucinosa Mucinosa Hipermucinosa

Diferenciacié de cél-lules de Paneth
Tipus lesié serrada sésil Tipus lesio serrada sésil Tipus lesié serrada sésil
Tipus adenoma serrat tradicional Tipus adenoma serrat tradicional Tipus adenoma serrat tradicional
Serrada de tipus no especific Serrada de tipus no especific Serrada de tipus no especific

Inclassificable

Taula 3. Comparativa dels principals sistemes de classificacié realitzats sobre la displasia a la MII.

Taula modificada extreta de Harpaz et al. (94).

La preséncia de patrons poc reconeguts en aquestes displasies ha fet que
existeixin diverses classificacions de displasies no convencionals (42,43,94,95)

(Taula 3). Totes aquestes classificacions comparteixen similituds, pero en el
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moment de la publicacio dels articles d’aquesta tesi, la classificacié de Choi et
al., publicada a la revista Modern Pathology I'any 2021, era la més recent tot i

que la seva validesa no es troba demostrada a dia d’avui (41) .

Aquesta classificacio identifica set subtipus de DNC en referencia principalment
a criteris morfologics, pero també a criteris clinicopatologics i moleculars (Fig.
10i11):

a) Displasia hipermucinosa: representa el 2% del total de les DNC i es
considera que pot relacionar-se amb un major risc de neoplasia avancada.
Morfologicament es caracteritza per presentar una arquitectura exofitica,
tubulovellosa, amb prominents céel-lules mucinoses en més del 50% de la lesio
(42) (Fig. 10A).

b) Displasia amb diferenciacié de cel-lules de la cripta: representa el 4% del
total de les DNC. Morfologicament és una lesio tubular de cél-lules entériques,
de citoplasma marcadament eosinofil i nucli amb discreta atipia, limitades a la
base de la cripta, sense que la superficie epitelial estigui involucrada o aparegui

una arquitectura atipica (42) (Fig. 10B).

Figura 10. Lesions de DNC. A) Displasia hipermucinosa . B) Displasia amb diferenciacié de cél-lules de la
cripta. C) Displasia amb una diferenciacié de cel-lules Paneth. D) Displasia deficient de cel-lules
caliciformes.

c) Displasia amb una diferenciacio de cél-lules Paneth: representa el 13% del
total de les DNC. Morfoldogicament es una lesioé tubular amb displasia que
presenta un augment de la diferenciacié de cél-lules de Paneth en al menys

dos criptes displastiques continues en dos focus diferents (42) (Fig. 10C).

36



1. Introduccio

d) Displasia deficient de cel-lules caliciformes: representa el 3% del total de les
DNC. Morfoldgicament s’observen cel-lules epitelials amb el nucli
hipercromatic, de major mida, i es caracteritza principalment per una pérdua

total o quasi total de ceél-lules caliciformes (42) (Fig. 10D).

e) DNC de morfologia serrada (Fig. 11): compren les lesions tipus lesio serrada
sessil (LSS-like) (Fig. 11A), les lesions tipus adenoma serrat tradicional (AST-
like) (Fig. 11B) i les lesions tipus lesié serrada no especifica (LS, NOS-like)
(Fig. 11C), que son els tres subtipus diferents de displasies serrades. Aquestes
lesions es presenten com a lesions poliposes amb caracteristiques
clinicopatologiques i moleculars similars a les dels seus equivalents esporadics.

A nivell histologic, presenten les mateixes caracteristiques que les descrites

relacionades amb la via serrada (42) (Fig. 13).

Figura 13. DNC de morfologia serrada. A) DNC tipus lesié serrada sessil. B) DNC tipus adenoma serrat
tradicional. C) DNC tipus lesid serrada, NOS.
De totes aquestes lesions, les dues primeres i la displasia deficient en cél-lules

caliciformes son les que s’associen a un major risc de desenvolupar CaMll (42).

Recentment una nova classificacié ha sorgit durant el transcurs del
desenvolupament d’aquesta tesis. Aquesta classificacié descrita per Harpaz
I'any 2023 (94) és la continuacié d’'una classificacié préviament descrita pel
mateix autor I'any 2017 (95) i comparteix caracteristiques amb les altres dues
classificacions existents (42,43). Aquesta ultima classificacié de Harpaz et al.
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engloba 3 grans categories atenent al tipus de diferenciacio: displasia intestinal,

displasia gastrica i displasia mixta (94) .

La displasia intestinal engloba sis categories: adenomatosa, deficient en
cel-lules caliciformes, amb diferenciacio de cél-lules de la cripta i els tres tipus
de displasies serrades. Aquesta classificacio exclou de les lesions precursores
la displasia amb diferenciacio de cél-lules de Paneth descrita per Choi et al.
(42).

La displasia gastrica es defineix per tenir un epiteli de diferenciacié mucinosa
de tipus foveolar gastric que expressa MUCS5AC, i engloba dues categories:
lesions mucinoses de creixement tubular, vellds o mixt, i lesions de creixement
serrat (94). No obstant aix0, pocs son els casos d’aquesta displasia informats a
la literatura com entitats aillades. Més aviat, aquestes displasies s’han informat
combinades amb la displasia vellosa rica en cel-lules intestinals, és a dir
adenomatosa, i que representen la tercera categoria, displasia mixta intestinal-
gastrica. Per tant, s6n necessaris més estudis sobre la historia natural i les
caracteristiques bioldgiques d’aquests dos tipus de diferenciacié per poder

definir-les i diagnosticar-les correctament (96).
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1.3. METAPLASIA | CARCINOGENESI
1.3.1 Introducci6

La metaplasia és la substitucié d’'una cél-lula madura diferenciada, a una altra
cel-lula madura diferenciada que normalment no esta present en un teixit
especific (97,98). Aquest fenomen, encara que pot formar part del
desenvolupament adult normal, sovint es produeix com a resposta a un estres
ambiental donat per I'exposicié a estimuls anormals com determinades
substancies o agents infecciosos (99). En aquest context, les cél-lules originals
s’adapten a aquest estrés ambiental canviant d’identitat. Si I'estimul que causa
la metaplasia desapareix, pot succeir que la cel-lula torni al seu estat inicial. Si
I'estimul persisteix, la metaplasia pot progressar a displasia i ocasionalment a
malignitat (98,99).

L’efecte carcinogénic directe o indirecte de la fase oncogénica sobre les
cel-lules metaplasiques és conegut com la seqiieéncia “metaplasia-displasia-
cancer”, un fet provat en diversos organs com el cérvix uteri, la bufeta urinaria,
el tracte bronquial, I'esofag, I'estomac i el pancrees (100). L’estudi dels
mecanismes gue contribueixen a la progressié de la metaplasia a displasia
poden revelar estratégies en la prevencié i deteccié precoc de lesions

primerenques (98).

El tipus de metaplasia que es desenvolupara es depenent del teixit resident.
Actualment, les principals metaplasies associades a la progressio a una fase
oncogeénica son: escamosa, intestinal i ductal (98) (Taula 4) (Fig. 12).

La metaplasia escamosa és la metaplasia més frequent i té lloc principalment
als epitelis de les vies respiratories i al cervix, degut a I'exposicié del tabac al
pulmd, i a la infecci6 pel virus del papil-loma huma a la mucosa cervical (101).
Aquesta metaplasia es caracteritza per la substitucié d’'un epiteli mucinds,
columnar, cuboidal o alveolar per un epiteli tipus escamoés, amb multiples
capes, que el fan més resistent al dany al que esta exposat I'epiteli original (98)
(Fig. 12A). Si l'estimul nociu continua, perpetuant la inflamacio, la metaplasia
escamosa desenvolupa una displasia que pot acabar evolucionant a un

carcinoma escamos (101,102).
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Transicio llinatge

Tipus metaplasia Estimul cel-lular
ESCAMOSA
Vies respiratories Tabac Columnar a escamés

Cérvix Baix pH vaginal, HPV Columnar a escamads
ONTESTNAL

Esofag Acid i/o bilis Escamos a intestinal

Estémac H. pilory, tabac/alcohol, gastritis Columnar a intestinal

autoimmune

Biliar a columnar o

Vesicula biliar Litiasi, inflamacié

intestinal
DUCTAL
Pancrees Inflamacio Acinar a ductal
Glandula mamaria Inflamacié Acinar a ductal
Glandula salival Inflamacié Acinar a ductal

Taula 4. Tipus de teixit amb metaplasiai dany ambiental que el produeix. Procés d’adaptacié del
teixit i relacio de la metaplasia com a lesié precursora de la seqiiéncia metaplasia-displasia-cancer. Taula
adaptada de Giroux et al.(98).

La metaplasia intestinal és el segon tipus de metaplasia més frequient i té lloc
principalment als epitelis de diferents parts del tub digestiu com I'esofag, la unio
gastroesofagica i 'estobmac, aixi com també a la bufeta biliar. L’estimul nociu
que la produeix son el reflux d’acids gastrics a I'esofag, la infeccio per
Helicobacter pylori i altres causes de gastritis a 'estomac i les litiasis a la bufeta
biliar. Aquesta metaplasia es caracteritza per la substitucié de I'epiteli d’origen
per un epiteli columnar amb cel-lules caliciformes, amb o sense preséncia de la
vora en raspall citoplasmatic i/o cel-lules de Paneth (103,104) (Fig. 12B). Tenint
en compte que I'epiteli glandular té més capacitat proliferativa en un ambient
acid, provocat pels estimuls mencionats, aquesta metaplasia pot progressar a

displasia i culminar en un adenocarcinoma (98,103,105-107).

La metaplasia ductal té lloc principalment al pancrees, degut a pancreatitis
agudes de repeticié o pancreatitis croniques, i excepcionalment a la glandula
salival o a la mamaria. Es defineix per la substitucio dels acins del paréenquima
per estructures ductals, a causa d’un procés inflamatori de llarga evolucio,
produint la pérdua de la funcio de les cél-lules acinars d’origen (99) (Fig. 12C).
Una inflamaci6 persistent produeix una metaplasia ductal que pot progressar a

neoplasia intraepitelial i desenvolupar un adenocarcinoma (108).
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Figura 12. Tipus de metaplasia. A) Metaplasia escamosa al cérvix (quadrat) (HE, 20x) . B) Metaplasia

intestinal a 'estomac (quadrat) (HE, 20x). C) Metaplasia ductal al pancrees (quadrat) (HE, 20x).

1.3.2 Mecanismes de transformacio: inflamacié-metaplasia-displasia

Els diferents factors que promouen la inflamacié del teixit i que acaben
provocant la metaplasia poden tenir un efecte carcinogénic directe sobre les
cel-lules lesionades de manera cronica, o bé un efecte indirecte mitjangant
mediadors inflamatoris derivats de les cel-lules metaplastiques i immunitaries.
Aquest microambient metaplastic pot influir a la diferenciacié cel-lular i també
induir canvis geneétics i epigenetics que afavoreixen la progressié a cancer
(98,100) (Fig. 13).

Les senyals proinflamatories i immunologiques que alliberen les cél-lules
immunitaries del microambient intervenen en les vies de senyalitzacié de les
cel-lules epitelials i indueixen la metaplasia (98). A més, I'epiteli metaplastic per
ell mateix, també afavoreix la produccié d’aquestes senyals (100) (Fig. 13). El
procés de progressié de la metaplasia a la displasia suposa una série de
modificacions que alliberen a les cél-lules metaplastiques dels mecanismes que
regulen la seva proliferacio cel-lular i I'apoptosi (100). L'ERN contribueix al
desenvolupament de mutacions del gen TP53, el qual es un esdeveniment
primerenc que precedeix a la invasioé tumoral. Aquestes mutacions també
afavoreixen un augment de la produccié de d’oxid de nitrogen, donat que p53
€s un inhibidor de la seva sintesi. Aquest cercle vicios porta al fet que es
produeixi un augment del dany de 'ADN i acabin apareixent una varietat
d’anormalitats cromosomiques que van des de mutacions especifiques a dany
dels cromosomes (100). Els canvis més significatius en la transicié de displasia

a metaplasia son: 1) I'increment del grau d’hipometilacio de ’ADN gendmic que
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augmenta a mesura que la lesio prolifera de benigna a invasiva; 2) les
modificacions postraduccionals d’histones que indueixen inflamacio i
reprimeixen gens supressors de tumors; i 3) la hipermetilacio de gens que es
troben involucrats amb el cicle cel-lular, la reparacié de 'ADN, les interaccions

cel-lulars, I'apoptosi i 'angiogénesi (100).

Epiteli natiu

L L L B BE % BN BN J
Epiteli escamés Epiteli glandular

Inflamacid cronica — —

Dany persistent .

N
A
\
\

Metaplisia |

Metaplisia intestinal Metaplisia escamosa 4
_ l
-
-

B Immunovigiéneis A Canvis genétics | epigenitiocs

Displasia/Carcinoma

‘ Gitacines ® Radicals liuras Frostanlandines

Figura 13. Esquema representatiu del desenvolupament de la metaplasia associat a carcinogénesi.
En resposta al dany persistent i a una inflamacié cronica es produeix una metaplasia. Aquesta resposta
adaptativa esta associada a una expressio alterada de citocines, radicals lliures i factors immunosupressors.
Aquests factors produits tant per cel-lules epitelials com inflamatories promouen I'aparicié de metaplasia, i

si es mantenen en el temps poden promoure I'aparicio de displasia i carcinoma. Esquema modificat de Herfs
et al. (100).

1.3.3. Metaplasia gastrica com precursora de displasia en Mll

1.3.3.1.Metaplasia gastrica

La metaplasia pilorica, també anomenada pseudopilorica, mucinosa o foveolar,
representa la substitucio de I'epiteli d’origen per un epiteli de cél-lules
columnars que recorda I'epiteli foveolar gastric o piloric, o I'epiteli glandular
mucinds (109,110). No obstant aix0, el terme metaplasia gastrica (MG) seria el
meés acurat per englobar totes aquestes troballes histologiques (110,111).

Aquest procés metaplastic s’ha observat tant dins del propi epiteli del cos i
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fundus gastric com a altres organs del tracte gastrointestinal com sén el duode,

I'intesti prim, el cdlon, la bufeta biliar i el pancrees(110).

Habitualment la MG s’origina a zones ulcerades, i es caracteritza per la
preséncia d’un epiteli columnar, mucinds, amb un citoplasma pal-lid i nuclis
basals. A nivell immunohistoquimic, expressa mucines de |'epiteli gastric com
MUCS5AC i MUCB6, pero no expressa mucines intestinals com MUC2, i presenta
una expressioé reduida de CDX2, un marcador d'immunofenotip intestinal que

s’expressa a la major part de les cél-lules intestinals (110,112) (Fig. 14).

Figura 14. Imatge histologicai comportament immunohistoquimic de la MG de tipus foveolar (cercle)
i de tipus piloric (fletxes) en una mucosa colica amb malaltia de Crohn. A) Seccid histologica on
s’identifica a la superficie la metaplasia foveolar i a nivell més profund la metaplasia pilorica (HE, 5X). B)
Tincié IHQ de MUCS6, que mostra expressio intensa a la metaplasia pilorica i a la foveolar (5X). C) Tincié
IHQ de MUCS5AC, mostrant positivitat principalment a la metaplasia foveolar, i positivitat debil a la pilorica
(5X). D) Tincié IHQ amb CDX2, que mostra positivitat a I'epiteli intestinal i pérdua d’expressio a la metaplasia
gastrica (5X).

La MG es considera una reacci6é defensiva de la mucosa contra un dany
ulceratiu, ja que les mucines que produeix promouen factors de creixement i la
restitucié epitelial (109,110). A més a més, la MG pot persistir tot i haver
finalitzat el procés de reparacio, per tant, la seva presencia es pot considerar

un indicatiu d’'un antecedent de dany inflamatori cronic a la mucosa (113).

Hi ha indicis de I'associacié de la MG amb la displasia a I'estdmac, al duodé i a
la bufeta biliar, on es creu que la seva presencia és un pas previ a la
metaplasia intestinal que pot comportar evolucio a displasia i adenocarcinoma
(107,109). En el cas de I'intesti prim i el colon, la informacio sobre el possible

paper de la MG en la seqiiencia displasia-carcinoma €s escassa.
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1.3.3.2.Metaplasia gastrica al colon

a) Inflamacié i metaplasia gastrica

La preséncia de MG a l'intesti és un indicador de cronicitat d’'una malaltia o d’'un
proceés inflamatori subjacent com a resposta adaptativa de la mucosa intestinal
a un proceés d’inflamacié aguda o ulceracio perllongat en el temps (114). Al
colon i ileum, esta associada a diferents escenaris de dany cronic com
infeccions, intervencions previes, presa d’AINEs i enteritis regionals com la Mill,
considerant-se aquesta ultima la causa més frequent (109,111).

L’existéncia de MG a l'intesti de pacients amb MIl primerament va ser descrita
en pacients amb MC a nivell d’intesti prim, tot i que més endavant s’ha descrit
també en diferents trams del colon i en pacients amb CU (111). La seva
prevalenca €s major en pacients menors de 50 anys que presenten una
inflamacio severa i activa de MC amb afectacié d’intesti prim. En el cas de la
CU, la MG s’observa més frequientment en pacients més grans a nivell de colon
I recte (111). El fet que la MII cursi amb episodis recurrents d’inflamacio
servera, produeix una pérdua epitelial i degradacio de la matriu extracel-lular
evidenciada per la preséncia d’erosions i Ulceres, que provoca un regeneracio
constant de I'epiteli, produint-li canvis de cronicitat que van des de la distorsié
de les criptes, la plasmocitosi basal, la infiltracié difusa d’infiltrat inflamatori
limfoplasmocitari a la lamina propia, els agregats limfoides, la metaplasia de
cel-lules de Paneth, i finalment la MG (103).

b) Metaplasia gastrica i displasia

Tant lesions precursores de la via de 'adenoma convencional classic com
lesions de la via serrada s’han descrit en casos de displasia associada a Ml.
No obstant aixd, sembla que és a les lesions de DNC associades a MIl on s’ha
observat que el desenvolupament de la displasia es troba estretament
relacionat amb la via inflamatoria de carcinogénesi del CCR (43—-45,90,115).
Aquest fet coincideix amb la recent descripcié del fenotip gastric en algunes de

les DNC, realitzat per Harpaz et al., i que pot correspondre a MG (94).

Recentment s’ha descrit a la via serrada de carcinogenesi del CCR, una

possible relacié amb la MG secundaria a un procés inflamatori (116).
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Morfologicament, la MG en polips serrats es pot veure pel seu recobriment a la
superficie, que recorda histologicament a I'epiteli foveolar gastric, aixi com
també pel seu comportament immunohistoquimic, observant-se positivitat per
MUCS5AC a les lesions serrades sessils i als polips hiperplastics, i perdua

parcial de CDX2 a ambdues lesions (116).

Chen et al. descriuen que s’ha observat una signatura genética semblant a la
mucosa gastrica a les cél-lules mare de les LSS, a diferéncia de les dels
adenomes, que concorden més amb la mucosa colica. Es postula que una
disbiosi de la microbiota pot provocar un dany i reparacio de la mucosa colica
donant lloc a una MG. Posteriorment, degut a un estrés oxidatiu, la MG mutaria
en BRAF desenvolupant una LSS, i mitjancant la hipermetilacié de MLH1
acabaria generant 'adenocarcinoma com a resultat del seu perfil

hipermutacional degut al microambient citotoxic (116,117) (Fig. 15).

Aquesta associacié MG-CCR a través de LSS obre nous plantejaments del
desenvolupament del CCR, i descriu per primera vegada al colon la metaplasia
com a un esdeveniment previ a la displasia. Basant-nos en aquest fet i tenint en
compte que la preséncia de MG esta descrita a la MIl secundaria a la
inflamacio perllongada, i també en algunes lesions de DNC considerades
precursores associades al CaMll, es podria considerar que la MG podria jugar
un paper rellevant en les etapes primerenques de la via carcinogénica de la
MII, i ambdues vies, la serrada i la associada a MIl, compartirien la MG com a
pas previ a la displasia, seguint la sequiencia “inflamacié cronica- metaplasia-

displasia-carcinoma”, fet, que fins a dia d’avui, no s’ha explorat (Fig. 15).

CCRviaserrada CaMil
Epiteli normal Epiteli normal
Disbiosi  ------- > - | p53 mutacions puntuals
Metaplasia gastrica Metaplasia gastrica | Aneuploidia (o MSI)
«---—--— PS3LOH
BRAF -—-—— » P I
Lesid serrada séssil Displasia baix grau i KRAS
Metilacié MLHT =~ ——--—-- » < !
e
CCRIMS Displasia alt grau E APC
|
-

Carcinoma infiltrant

Figura 15. Paper de la metaplasia gastrica al CCR. Tant a la via serrada com a la via de la inflamacio la
MG inicia el procés de carcinogénesi previ a I'aparicié de la displasia per diferents mecanismes, seguit de
diverses alteracions genetiques que difereixen segons la via de carcinogenesi. Esquema combinat de
JSpeert et al. i Leedham et al. (69,117).

45



2. HIPOTESI




2. Hipotesi

El carcinoma colorectal associat a la malaltia inflamatoria intestinal es
desenvolupa seguint la sequéncia “inflamacié cronica-displasia-carcinoma” i es
caracteritza principalment per alteracions precoces de TP53. La via de
carcinogenesi serrada, per contra, no sol presentar aguesta mutacio, i es
caracteritza per mutacions de BRAF i presentar inestabilitat de microsateél-lits.
Recentment s’ha descrit en aquesta via, la preséncia de MG com a resultat de

I'estrés cronic a la mucosa, on s’iniciaria la carcinogenesi serrada.

Donat que ambdues vies de carcinogenesi del CCR, la serradai la
inflamatoria, comparteixen la mateixa sequéncia “inflamacié cronica-
displasia- carcinoma” podem formular la hipotesi que a la malaltia
inflamatoria intestinal es poden trobar CCR originats a través de la via
serrada. A més, com a ambdues vies existeix un substrat d’estrés al colon
podem hipotitzar que, tot i presentar alteracions moleculars diferents,
comparteixen la MG com a mecanisme d’adaptacié a I’estrés cronic de la

mucosai com alesio on es desenvolupa la displasia.
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3. Objectius

3.1 OBJECTIU PRINCIPAL

Explorar la presencia de marcadors moleculars de via serrada al CaMll per
diferenciar ambdues vies i explorar si la metaplasia gastrica contribueix a la
carcinogenesi de la via inflamatoria seguint la sequencia “inflamacié cronica —
metaplasia gastrica — displasia — carcinoma” estudiant els carcinomes, les
lesions precursores i la mucosa adjacent d’'ambdues lesions en peces de

colectomia afectes per MII.

3.2 OBJECTIUS SECUNDARIS

1. Identificar tipus de displasies no convencionals i la seva distribucié en
peces de colectomia afectes per malaltia de Crohn i colitis ulcerosa amb i
sense carcinomes concomitants.

2. Explorar I'expressié de marcadors de via serrada a les lesions de displasia
convencional i no convencionals per establir la seva relaci6 amb el
carcinoma associat a Mll.

3. lIdentificar la preséncia de metaplasia gastrica a les lesions de displasia
convencional i no convencionals per establir quin paper juga a la via

inflamatoria de carcinogenesi.
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Abstract: Colitis-associated colorectal carcinoma (CAC) occurs in inflammatory bowel disease (IBD)

because of the “chronic inflammation-dysplasia-cancer” carcinogenesis pathway characterized by p53
alterations in the early stages. Recently, gastric metaplasia (GM) has been described as the initial event
of the serrated colorectal cancer (CRC) process, resulting from chronic stress on the colon mucosa.

The aim of the study is to characterize CAC analyzing p53 alterations and microsatellite instability
(MSI) to explore their relationship with GM using a series of CRC and the adjacent intestinal mucosa.
Immunohistochemistry was performed to assess p53 alterations, MSI and MUC5AC expression as a
surrogate for GM. The p53 mut-pattern was found in more than half of the CAC, most frequently
stable (MSS) and MUC5AC negative. Only six tumors were unstable (MSI-H), being with p53
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wt-pattern (p = 0.010) and MUC5AC positive (p = 0.005). MUC5AC staining was more frequently
observed in intestinal mucosa, inflamed or with chronic changes, than in CAC, especially in those
with p53 wt-pattern and MSS. Based on our results, we conclude that, as in the serrated pathway of
CRC, in IBD GM occurs in inflamed mucosa, persists in those with chronic changes and disappears
with the acquisition of p53 mutations.

Keywords: intestinal bowel disease; colorectal cancer; MUC5AC expression; gastric metaplasia;
DNA-damage response

1. Introduction

Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are pathologies with a two- to three-
fold increased risk of colorectal cancer (CRC) [1,2]. Likewise, colitis-associated colorectal
cancer (CAC) is the leading cause of death among long-standing inflammatory bowel
disease (IBD) patients [3]. The continuous inflammatory stress of the colonic mucosa,
with constant epithelial lesion repair and alterations of the microbiota, damage the colonic
epithelia leading to dysplasia. As a result, CAC appears following the same pattern of
distribution as inflammation in the different IBD subtypes. In CD, neoplasms are most
often located in the small bowel or on the right side of the colon, whereas in UC tumors are
usually located in the rectum and left colon. CACs are more frequently poorly differentiated,
mucinous or signet ring cell carcinomas [4]. Recently, similar characteristics between CAC
and CRC with microsatellite instability high (MSI-H), whether sporadic MSI-H or Lynch
syndrome (LS)-related, have been described [5-7].

The sequence “chronic inflammation-dysplasia-cancer” should determine the driving
genes that guide this carcinogenesis pathway of CRC, which is different from the canonical
and serrated pathways [8]. In this “inflammatory” context the Wnt-signaling pathway is
not involved, and TP53 alterations appear early and with different hotspot mutations as
opposed to the canonical pathway where TP53 plays a role at later stages [9-12]. In addition,
copy number alterations are frequently found involving genes such as c-MYC, IRS2 and
HER2 as well as mutations in BRAF and IDH1 and the activation of transforming growth
factor f related to the epithelial-mesenchymal transition [10,13,14]. In LS, the mutation
of genes of the mismatch repair (MMR) system (MLH1, MSH2, MSH6 and PMS?2) are the
hallmark of this hereditary cancer predisposition syndrome [15]. In the serrated pathway,
the mutation of genes in the MAP kinases cascade, especially BRAF, and the methylation
of CpG islands are the main effectors [16].

In CD the presence of metaplastic changes such as pyloric gland metaplasia or gastric
foveolar metaplasia have been described in the small bowel mucosa or in pouchitis in
long-standing disease [17-22]. Recently, gastric metaplasia (GM) has been identified as a
substrate for the initiation of the serrated pathway of CRC, due to the continuous lesion of
the colonic epithelium of the right colon [23]. Hence, considering that both the serrated
and IBD-associated pathways share the sequence “inflammation-dysplasia-carcinoma”, we
hypothesize that they could have a common origin in GM, as a mechanism of adaptation to
colonic mucosal stress.

The aims of the study are to characterize CAC analyzing p53 alterations and mi-
crosatellite instability (MSI) and to explore their relation to GM.

2. Results
2.1. Patients and Specimens
A total of 57 CACs were studied from 38 (72%) men and 15 (28%) women, all Caucasian,
aged between 34 and 90 years (mean 62.6), 34 (64%) with UC and 19 (36%) with CD.
According to location, CAC in patients with CD were more frequently located in the
ileum (7/19, 37%) and the right colon (6/19, 31.5%), whereas CAC in patients with UC
were more frequent in the left colon (15/38, 39.5%). This distribution was statistically
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significant (p = 0.003). All eight (21%) synchronous tumors were found in UC which
was statistically significant (p = 0.042). In most cases (29/53, 55%) the colectomy mucosa
showed active inflammation. Regarding histology, the majority of CRC (47/57, 82.5%)
were adenocarcinomas in both CD and UC. Intestinal mucosa adjacent to the tumor was
identified in 35 (61.4%) cases mostly with chronic changes, especially in UC. According to
staging, stage III was more frequent in CD (10/19, 52.6%) while in UC the most prevalent
was stage I (17/38, 44.7%) (Table 1).

Table 1. Clinicopathological features of IBD patients and adenocarcinomas.

Crohn’s Disease (%) Ulcerative Colitis (%) Total (%) p Value
Patients 19 (36) 34 (64) 53 (100)
Age Mean years [range] 58.4 [35-88] 64.8 [34-90] 62.6 [34-90]
Gender 1.000
Male 14 (74) 24 (71) 38 (72)
Female 5(26) 10 (29) 15 (28)
IBD duration 0.244
Mean years [range] 13.2 [1-43]
Concominant * 5(26) 2(6) 7 (13.2)
<8 years 4(21) 13 (38) 17 (32.1)
9-15 years 3(16) 7 (20.6) 10 (18.9)
16-20 years 1(5) 5(14.7) 6(11.3)
>21 years 5 (26) 6(17.6) 11 (20.8)
Unknown 1(5) 1(3) 2(3.8)
IBD activity 0.780
Active 11 (58) 18 (53) 29 (55)
Quiescent 8 (42) 16 (47) 24 (45)
Synchronous CRC (1 = 57) 0.042
Non synchronous CRC 19 (100) 30 (79) 49 (86)
2 synchronous CRC 0 8(21) 8 (14)
Adenocarcinoma location (1 = 57) 0.003
Tleum 7 (37) 0 7 (12.3)
Right colon 6(31.5) 11 (28.9) 17 (29.8)
Left colon 3(16) 15 (39.5) 18 (31.6)
Rectum 1(5) 6(15.8) 7 (12.3)
Colon 2 (10.5) 5(13.2) 7 (12.3)
Tleal reservory 0 1(2.6) 1(1.8)
Histology (n = 57) 0.504
Adenocarcinoma NOS 15 (78.9) 32(84.2) 47 (82.5)
Mucinous 3(15.8) 4(10.5) 7 (12.3)
Mucinous and signet ring cell 1(5.3) 0 1(1.8)
Medullary 0 1(2.6) 1(1.8)
Undifferentiated 0 1(2.6) 1(1.8)
Histologic grade (1 = 57) 1.000
Low-grade 15 (79) 31(82) 46 (81)
High-grade 4(21) 7 (18) 11 (19)
Adjacent mucosazt(; andenocarcmoma (n 0.077
Absent 10 (53) 12 (32) 22 (39)
Present 9 (47) 26 (68) 35 (61)
Active inflammation 0 4 (15) 4(11.9)
Chronic changes 4(21) 15 (58) 19 (54.3)
Normal 5 (26) 7(27) 12 (34.3)
Stage (8th ed) (n = 57) 0.305
I 3(15.8) 9(23.7) 12 (21)
II 6(31.6) 17 (44.7) 23 (40)
11 10 (52.6) 12 (31.6) 22 (39)

Abbreviations: IBD, intestinal bowel disease; NOS, not otherwise specified. Concomitant*, in this case the
diagnosis of IBD was made at colectomy.
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2.2. Immunohistochemistry
2.2.1. p53, MUC5AC and MSI in Adenocarcinoma

The p53-mut pattern (defined in Section 4) was found in more than half (29/57, 51%)
of the adenocarcinomas (22 with overexpression and 7 with null pattern). The differences
in the distribution of both expression patterns between CD and UC were not statistically
significant (Table 2).

Table 2. Expression of p53, MSI and MUC5AC in CAC according to IBD subtypes.

Crohn’s Disease (%) Ulcerative Colitis (%) Total (%) p Value
p53 pattern 0.914
mut-pattern Overexpression 8 (42) 14 (37) 22 (39)
Null pattern 2(11) 5(13) 7(12)
Focal nuclear
wt-pattern shaining 9 (47) 19 (50) 28 (49)
Microsatellite
instability 0589
MSI-H 3(16) 3(8) 6(11)
MSS 16 (84) 35(92) 51 (89)
MUCS5AC 0.511
Negative 10 (52.6) 22 (57.9) 32 (56.1)
Positive Extensive 2(10.5) 7 (18.4) 9 (15.8)
Focal 7 (36.8) 9(23.7) 16 (28.1)

Abbreviation: mut, mutation; wt, wild type; MSI-H, microsatellite instability high grade; MSS, microsatellite stable.

When MSI was analyzed, we identified only six (11%) tumors that were unstable
(MSI-H), all with a lack of expression for MLH1/PMS2, with the same distribution in both
IBD subtypes (Table 2).

MUCSAC staining was identified in 44% of CACs, 9 adenocarcinomas with positivity
in more than 50% of the tumor (extensive expression) and 16 with focal expression. The
differences in the distribution of both expression patterns between CD and UC were not
statistically significant (Table 2).

2.2.2. Relation of the Three IHC Markers in Adenocarcinoma

Analyzing p53 expression with MSI, we observed that the six unstable tumors were
p53 wt-pattern (100%), and most of the stable tumors presented a p53 mut-pattern (29/51,
57%) establishing a statistically significant relation (p = 0.010) (Table 3).

Table 3. Relation between p53 immunohistochemical patterns and MSI.

Microsatellite Instability

MSI-H (%) MSS (%) Total (%) p Value
p53 pattern 0.010
mut-pattern 0 29 (57) 29 (51)
wt-pattern 6 (100) 22 (43) 28 (49)

Abbreviation: MSI-H, microsatellite instability high-grade; MSS, microsatellite stable; mut, mutation; wt, wild type.

When we analyzed p53 according to MUC5AC expression, we found that 60% of
CACs with MUC5AC expression had a p53 wt-pattern. In contrast, 59% of CACs with p53
mut-pattern were MUC5AC negative. Nevertheless, this distribution was not statistically
significant (Table 4 and Figure 1).
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Table 4. Relation of p53 and MUC5AC expression in CAC.

MUC5AC
Negative (%) Positive (%) Total (%) p Value
P53 pattern 0.186
mut-pattern 19 (59) 10 (40) 29 (51)
wt- pattern 13 (41) 15 (60) 28 (49)

Abbreviation: mut, mutation; wt, wild type.

Figure 1. Two CACs with different expression of p53 and MUC5AC. (a) p53 shows a wt-pattern with
focal nuclear staining in tumor cells. In the same tumor, MUC5AC expression is diffuse (20x, scale
bar 50 um). (b) In this other tumor, nuclear overexpression is observed in the form of mut-pattern
staining of p53 while MUC5AC is negative. Note the MUC5AC positivity in non-dysplastic glands
on the left side (10, scale bar 100 pm).
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Analyzing the relation between MUC5AC expression and MSI, a statistically signifi-
cation was found, with all MSI-H CACs being positive for MUC5AC and all MSS CACs
being MUC5AC negative (Table 5).

Table 5. Relation between MUC5AC expression and MSI.

MUC5AC
Negative (%) Positive (%) Total (%) p Value
Microsatellite
instability 206
MSI-H 0 6 (24) 6(11)
MSS 32 (100) 19 (76) 51 (89)

Abbreviation: MSI-H, microsatellite instability high-grade; MSS, microsatellite stable.

The clinicopathological characteristics and THC expression of MSI-H CAC are shown
in Figure 2 and Table 6. Of notice, these adenocarcinomas were in the ileum or right
colon and showed histological features characteristic of sporadic MSI-H or LS-associated
CRC—i.e., medullary, mucinous or signet ring cell carcinomas.
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Figure 2. Cont.
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Figure 2. Two examples of MSI-H CAC. (a) medullary and (b) mucinous. In both adenocarcinomas
p53 showed scattered nuclear positivity corresponding to a wt-pattern, MUC5AC expression was
focal positive, and MLH1 showed an absence of nuclear staining in tumor cells. Note in both MLH1
staining the positive internal control in lymphocytes (20 x, scale bar 50 pm).

Table 6. Clinicopathological and THC features of unstable CRC.

Patient (YAe gres) Gender IBD D(:IE?;“ Location  Histology l’al:f:m MUC5AC  MLH1 g t’:‘:}; MethI;'f: :ion P l‘etgié];zilli-on
8 7 Male  UC 12 RIEN Medullary  wt pocve  Negative  V60OE NP e
3 NOS with
8 (t§§ers) ";‘{r:“:vpti“s wt pg;’i‘t?“,e Negative  V600E NP e
14 52 Male uc 4 zlgoh r: NOS wt E;:‘o‘:;t‘i‘;? Negative wt Wi ﬁl‘\; ‘l)ak d syhydnrgl:ne
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Table 6. Cont.

IBD i e
. Age . . N p53 BRAF MLH1 Predisposition

Patient (Years) Gender IBD D(t;:::::)n Location  Histology Patteri MUC5AC  MLH1 Status Methylation to Cancer
NOS with

20 50 Male CD  Concomitant  Tleum nr;;{‘nptts wt i):::lx:s“lze Negative wt NP Unknown

nent

24 54 Male  CD 1 Tleum NOS wt pz‘s’;‘i‘",e Negative ~— wt* NP Unknown
Mucinous

53 52 Female CD 2 Right and wt Extensive \joative  wt NP Unknown

colon signet positive

ring cell

Abbreviations: 1BD, Intestinal bowel disease; UC, ulcerative colitis; CD, Crohn’s disease; wt, wild type; IHC,
immunohistochemistry; NP, not performed. wt¥, in this case a G13D mutation in KRAS was identified.

Only one patient with MSH-H CAC was affected by LS, and another had two syn-
chronous sporadic tumors harboring the V600E BRAF mutation. The remaining unstable
CRCs were BRAF wild type, and the hypermethylation of MLH1 was not performed.

2.2.3. p53 and MUC5AC Expression in the Mucosa Adjacent to Adenocarcinomas

To determine whether p53 and MUC5AC staining were present in the non-tumoral
intestinal mucosa, we explored the mucosa adjacent to the adenocarcinomas, which was
available in 35 cases, 1 from the small intestine and 34 from the colon.

P53 immunostaining showed focal positivity in the nuclei of the glands surrounding
the adenocarcinomas in all cases, corresponding to wt-pattern.

MUC5AC immune-expression was found in 77% (27/35) of the mucosa adjacent to
CAC, being in the ileum (100%, 1/1), in 70% (7/10) of the mucosa located in the right colon,
in 80% in the left colon (12/15) and in 100% (4/4) of the rectal mucosa. Regarding the type
of lesion, MUC5AC was positive in all cases with active inflammation, in 79% (15/19) of
the mucosa with chronic changes and in 67% (8/12) of the mucosa without morphological
lesions, although these differences were not statistically significant (Figure 3).

Figure 3. Cont.
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Figure 3. Colon mucosa adjacent to a CAC. Severe distortion of colonic epithelia with chronic
inflammation, glandular atrophy and granulation tissue (H&E, 10x, scale bar 100 um). Strong
expression of MUC5AC was seen in the epithelium re-epithelizing the granulation tissue and in part
of the irregular glands (10, scale bar 100 um). p53-wt pattern showed few positive nuclei in the
surface epithelium and in the glands (10, scale bar 100 um; in magnification, 40x).

The relation between MUC5AC expression in adenocarcinoma and adjacent mucosa
was not statistically significant. MUC5AC-positive non-tumoral mucosa was adjacent to
negative adenocarcinoma in more than 60% (16/27), and MUC5AC-negative mucosa was
adjacent to positive or negative adenocarcinoma in the same proportion (50%, 4/8) (Table 7
and Figure 4).
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Figure 4. Colonic mucosa with chronic changes adjacent to a CAC. (a) p53 staining showed a wt-
pattern with few positive nuclei (in magnification) in the colon glands adjacent to an adenocarcinoma
with p53 nuclei overexpression (p53 mut-pattern) (10, scale bar 100 um). (b) MUC5AC strongly
positive in the colon mucosa adjacent to a negative neoplasm (5x, scale bar 200 pm).
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Table 7. Expression of MUC5AC in mucosa adjacent to adenocarcinomas.

MUC5AC
Negative (%) Positive (%) Total (%) p Value
Adjacent mucosa
(1 = 35) 1.000
Location
Colon 8 (100) 26 (96) 34 (97)
Small bowel 0 1(4) 1(3)
Specific location 0.614
Ileum 0 1(4) 1(3)
Right 3(37.5) 7 (26) 10 (29)
Left 3(37.5) 12 (44) 15 (43)
Rectum 0 4(15) 4(11)
Colon 2(25) 3(11) 5(14)
Status 0.374
AEHTE 0 1(148) 1(114)
inflammation < '
Chronic changes 4 (50) 15 (55.6) 19 (54.3)
Normal 4 (50) 8(29.6) 12 (34.3)
MUCSA.C in 0.700
adenocarcinoma
Negative 4 (50) 16 (59) 20 (57)
Positive 4 (50 11 (41) 15 (43)

3. Discussion

Colitis-associated colorectal cancer (CAC) is the result of the alteration of genes in-
volved in the sequence of “chronic inflammation-dysplasia-cancer” which draw a different
landscape from the other colorectal cancer pathways.

It is well known that p53 alterations appear in early stages even in the colon mucosa
without dysplastic changes, contributing to establish a field cancerization [9,14]. In line
with published data, in our series a pattern of p53 mutation was present in more than
half of the CAC, independently of the IBD subtype [9-14]. However, not any of the p53
mut-patterns were found in any adjacent intestinal mucosa.

MSI-H in IBD, especially in UC, has been reported between 3 and 18% [5-7,24-30].
In our study, MSI-H was found in 10.5%, within the described range and with the same
incidence in CD and UC. Furthermore, we found a statistical signification between p53 and
MSI, such as that all p53 mut-pattern were stable tumors and all MSI-H CAC showed a p53
wt-pattern. Therefore, our results support a role for MSI in a subset of CAC. In addition,
our unstable tumors had other clinical and pathological features of MSI-H CRC, such as
the right location in the colon and histology of mucinous, medullary or signet ring cell
carcinomas, in line with previous observations of other authors [5-7]. In our study, LS
was excluded in one patient older than 70 years with UC and two synchronous tumors,
since the molecular characteristics of both CRC and family history did not support LS
diagnosis. Multifocal neoplasms are present in 38% of UC patients, and these synchronous
neoplasms are usually heretogeneous [14]. In contrast, our patient had two MSI-H CACs
which shared the molecular alterations and histological features probably due to both
neoplasms appearing in the same side of the colon.

The other four patients with MSI-H CRC were in their 50s. One was a LS with
UC of 4-year duration. The CRC was probably the result of the summatory risk of the
two conditions. The presence of IBD and LS in the same patient is a rare situation given the
scarce literature reporting these cases [31-37] and the low rate of germline mutations found
in IBD patients [12]. Nevertheless, it is important to exclude LS in those MSI-H CACs to
define the outcome in patients with early onset CRC, which is worse in the IBD-related
group, intermediate in the sporadic group and best in the hereditary group [35]. In the
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remaining three patients with MSI-H CRC, short course IBD and tumors with wt-BRAF, LS
cannot be ruled out.

MUCS5AC staining, characteristic of gastric foveolar epithelium [38], was identified
in less than half (44%) of the CACs but was retained in 77% of the 35 available adjacent
intestinal mucosa. The MUC5AC-positive CACs were more frequently those with a p53
wt-pattern and MSS, although MUC5AC expression was present in all cases with MSI-H.
Furthermore, considering that most of the tumors with p53 mut-pattern lack MUC5AC
expression, it can be deduced that the appearance of gastric epithelial change occurs in the
inflamed mucosa, persists in those with chronic-regenerative changes and is maintained
in CAC without p53 mutation, to finally disappear in parallel to the acquisition of p53
mutations. Our results agree with the recently published data by Chen et al. who identified
GM as a substrate for the initiation of the serrated pathway of CRC, due to continuous
injury of the colonic epithelium of the right colon [23]. Therefore, we could argue that GM is
the change shared by CAC and serrated CRC in which the sequence “chronic inflammation-
dysplasia-cancer” is initiated. Considering all this, we cannot rule out that the group of
MSI-H CRC that appear in IBD, with characteristics like MSI-H sporadic tumors with MLH1
hypermethylation, are nothing more than serrated pathway CRCs that appear in a context
of continuous colon injury.

Further studies are needed to explore the expression of MUC5AC in dysplastic epithe-
lia IBD-associated, an intermediate step between colon mucosa with chronic changes and
the onset of neoplastic events of CAC.

4. Materials and Methods

We retrospectively reviewed a series of 53 IBD colectomies with CAC from 14 hospitals.
Specimens were classified as CD or UC based on histology, radiological studies and clinical
information collected from patient histories. Intestinal mucosa adjacent to the tumor was
evaluated for the presence of inflammatory activity or chronic changes.

4.1. Immunohistochemistry

Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections were analyzed using standard
THC techniques. The primary antibodies used were anti-p53 (clone DO-7, Ventana Med-
ical Systems, Inc., 1910 E. Innovation Park Drive, Tucson, AZ, USA), anti-MUC5AC
(clone MRQ-19, Ventana Medical Systems), anti-MLH1 (clone ES05, Leica Biosystems,
Newcastle Upon Tyne, UK), anti-MSH2 (clone 79H11, Leica Biosystems), anti-MSH6 (clone
EP49, Leica Biosystems) and anti-PMS2 (clone EP51, Leica Biosystems, Newcastle Upon
Tyne, UK). Immunostaining was performed automatically using a Ventana BenchMark
ULTRA machine (Roche, Basel, Switzerland) for p53 and MUC5AC and a Bond-IIIl machine
(Leica Biosystems, Newcastle Upon Tyne, UK) for the MMR antibodies. Immunostaining
was independently evaluated by two pathologists (M.G. and E.M.).

For the evaluation of p53 immunostaining, we used the 3-level scores described by
Kobel et al. that correlated with TP53 alterations: the overexpression pattern, when strong
and intense p53 staining was observed in all nuclei, and the complete absence (null pattern),
when a total absence of nuclear staining was observed, were considered as surrogates
for TP53 mutation (p53-mut pattern) [39]. The wild-type pattern, corresponding to focal
nuclear positivity of varying intensity, was considered normal (p53-wt pattern), even
knowing that it could be a false negative for a mutated TP53 [39] (Figure 5). An external
positive control was included on each slide.
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Figure 5. Three patterns of p53 staining. (a) Overexpression pattern, all tumor nuclei are strongly
positive (scale bar 10 um). (b) Null pattern, no staining is observed in tumor cell nuclei in the presence
of a positive internal control in stromal cells (scale bar 10 um). (c) Wild-type pattern, focal nuclear
positivity of varying intensity in tumor cell nuclei (scale bar 50 pum).

Positive staining for the MMR antibodies were in the nucleus of the neoplastic cells.
We considered the tumor stable if nuclear staining was retained in tumor cells for all
four MMR antibodies and unstable if one or more of the four markers lacked nuclear
expression in tumor cells. Nuclear immunoreaction in lymphocytes, normal colonic mucosa
or stromal cells served as the internal anti-MMR positive control. Loss of MMR staining
was considered when the nuclei of all neoplastic cells were negative.

MUCS5AC in adenocarcinomas was considered positive extensively if more than 50%
of the tumor glands showed positive staining in the cytoplasm, focally positive if less than
50% of the glands had expression in the cytoplasm and negative if 100% of the tumor glands
lacked expression. MUC5AC in the mucosa adjacent to the CRC was consider positive if
more than 50% of the gland showed cytoplasmic staining. An external positive control was
included on each slide.

Microscopy images were acquired with a digital slide scanner (Ultra Fast Scanner 1.8,
Philips, Amsterdam, The Netherlands).

4.2. Statistical Analysis

Analysis was carried out using SSPS software version 26.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).
The x2 test was used to analyze the association between qualitative variables, whereas
the Fisher’s exact test and the Student’s t-test or the Mann-Whitney test were used for
quantitative variables. A p < 0.05 was considered statistically significant.

5. Conclusions

Our results reflect that CAC shows a molecular profile characterized by p53 alterations
and an absence of both MSI and MUCS5AC staining, which differentiate it from CRC of the
canonical and serrated carcinogenesis pathways. In relation to the expression of MUC5AC
in CAC and surrounding intestinal mucosa, we could hypothesize that the appearance of
GM occurs in inflamed mucosa, persists in those with chronic-regenerative changes and
disappears with the acquisition of p53 mutations (Figure 6).
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Figure 6. Pathways of CRC carcinogenesis in IBD. GM appears in the inflamed colic mucosa as an
adaptive mechanism to continued stress, persists in the mucosa with chronic changes and disappears
with the acquisition of p53 mutations. CACs are characterized by p53 alterations, a lack of MUC5AC
expression and MSS, whereas those CRCs with MSI-H, MUC5AC expression and p53 wt-pattern could
represent sporadic CRC of the serrated pathway that appear in a context of “chronic inflammation-
dysplasia-cancer” from a gastric metaplastic epithelium. Figure created with BioRender.com.
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Abbreviations
CAC colitis-associated colorectal carcinoma
IBD inflammatory bowel disease
GM gastric metaplasia
CRC colorectal cancer
MSI microsatellite instability
CD Crohn’s disease
ucC ulcerative colitis

MSI microsatellite instability
MSI-H  microsatellite instability high
MSS microsatellite stability

LS Lynch syndrome

MMR mismatch repair
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Keywords: Gastric metaplasia in colonic mucosa with inflaimmatory bowel disease (IBD) develops as an adaptation mech-
Gastric metaplasia anism. The association between gastric metaplasia and nonconventional and/or conventional dysplasia as pre-
Nonconventional dysplasia

cursors of colitis-associated colorectal cancer is unknown. To address this question, we retrospectively reviewed
a series of 33 IBD colectomies to identify gastric metaplasia in 76 precursor lesions.

We obtained 61 nonconventional and 15 conventional dysplasias. Among nonconventional dysplasia, 31 (50.8
%) were low-grade (LGD), 4 (6.5 %) were high-grade (HGD), 9 (14.8 %) had both LGD and HGD, and 17 (27.9 %)
had no dysplasia (ND), while 14 (93 %) conventional dysplasias had LGD, and 1 (7 %) had LGD and HGD.

Gastric metaplasia was assessed by concomitant immunoexpression of MUC5AC and loss of CDX2 staining.
Expression of a p53-mut pattern was considered as a surrogate for gene mutation, and complete loss of MLH1
staining as presence of MLH1 hypermethylation.

In nonconventional dysplasia, MUCSAC immunoexpression decreased as the degree of dysplasia increased,
being 78 % in LGD and 39 % in HGD (p = 0.006). CDX2 was lost in epithelial glands with high expression of
MUCS5AC (p < 0.001). The p53-mut pattern was observed in 77 % HGD, 45 % LGD, and in 6 % with ND (p <
0.001). Neither nonconventional nor conventional dysplasia showed complete loss of MLH1 staining. Gastric
metaplasia was also present in mucosa adjacent to nonconventional dysplasia with chronic changes or active
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inflammation. Our results show that gastric metaplasia appears in IBD-inflamed colon mucosa, it is the substrate
of most nonconventional dysplasia and occurs prior to p53 alterations.

1. Introduction

Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are conditions with a
2- to 3-fold increased risk of colorectal cancer (CRC) [1,2] and
colitis-associated colorectal cancer (CAC) is the main cause of death in
long-standing inflammatory bowel disease (IBD) [3]. Certain factors
such as severity of the disease, extensive involvement of the colon
(pancolitis), young age at diagnosis, more than 8 years of disease, and
the presence of extracolonic manifestations, especially primary scle-
rosing cholangitis, have been associated with a higher risk of malig-
nancy [4,5]. In IBD, chronic inflammation inducing injury-repair
processes and microbiota dysbiosis generate continuous stress on the
colon mucosa. Repeated damage in extensive areas of the colon leads to
the transformation of the mucosa into a cancerization field [6] with the
appearance of multiple precursor lesions which may have no morpho-
logical dysplastic features, but that harbor molecular alterations capable
of initiating CAC carcinogenesis [7].

To prevent the occurrence of CAC, swrveillance colonoscopies are
performed to identify dysplasia, traditionally considered the precursor
lesion of CAC [8,9]. In 2017, Harzac et al. [10] described seven different
categories which they termed dysplasia associated to IBD, and were
named as follows: dysplasia with terminal epithelial differentiation,
sessile serrated polyp/adenoma-like dysplasia, traditional serrated
adenoma-like dysplasia, conventional adenoma-like dysplasia, hyper-
mucinous dysplasia, goblet cell depleted dysplasia, and serrated
dysplasia not otherwise specified (NOS). Currently, most of these en-
tities are included under the designation of nonconventional dysplasia,
to differentiate them from the conventional dysplasia, i.e., tubular ad-
enoma (or tubular adenoma-like) and tubulovillous adenoma (or tubu-
lovillous adenoma-like) [11]. Some of the above entities have been
renamed, such as the former dysplasia with terminal epithelial differ-
entiation by crypt cell atypia/dysplasia [12], and the serrated dysplasia
NOS by serrated lesion NOS [11]. Other new categories have been
recently recognized, such as the dysplasia with increased Paneth cell
differentiation [11] and some new non-adenomatous lesions [13], and
the serrated epithelial change has been redefined [1 4]. Moreover, there
has been increasing interest in characterizing the molecular alterations
of these recently described types of dysplasia to better understand the
contribution of each entity to CAC carcinogenesis [7,12-19].

Gastric metaplasia has been identified as a substrate for the initiation
of the serrated pathway of CRC, due to a multifactorial continuous injury
of the right colon epithelium [20]. In addition, in the context of IBD,
both foveolar and pseudopyloric gastric metaplasia can be seen. We
have previously shown by analyzing a series of CAC and the surrounding
colonic mucosa that gastric metaplasia occurs in colonic inflamed mu-
cosa, it persists in chronic changes, and disappears with the acquisition
of dysplasia and p53 mutations. Furthermore, we identified a subset of
CRC in IBD related to the serrated pathway and characterized by the
absence of mutated p53 pattern, microsatellite instability and MUC5AC
expression [21]. Since the relationship between gastric metaplasia and
nonconventional dysplasia as a precursor of CAC is unknown, we aimed
to study a series of IBD colectomies to explore the presence of gastric
metaplasia in nonconventional and conventional dysplasias.

2. Materials and methods
2.1. Patients and specimens
Thirty-three colectomies of IBD patients from 13 hospitals were

retrospectively reviewed to identify precursor lesions of CAC. To char-
acterize them, we used the following definitions: a) Goblet cell deficient
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dysplasia: flat, tubular lesion, with unequivocal dysplastic crypts char-
acterized by complete or nearly-absence of goblet cells; b) Crypt cell
atypia/dysplasia: flat lesion showing crypts with cells with round-to-
oval, non-stratified nuclei with loss but not complete absence of goblet
cells. The atypia can be located at the base of the crypt but does not
affect the superficial epithelium; ¢) Dysplasia with increased Paneth cell
differentiation: characterized by dysplastic crypts lined by hyper-
chromatic, mostly elongated nuclei with reduced goblet cells showing
increased Paneth cell differentiation involving more than two contig-
uous crypts; e) Serrated epithelial change: flat or slightly elevated lesion
with markedly distorted architecture and loss of erypt orientation, not
perpendicularly aligned to the muscularis mucosae, and often chronic
inflammation between the base of the crypt and the muscular mucosae;
f) Hypermucinous dysplasia: villous or tubulovillous lesion with prom-
inent mucinous differentiation involving more than 50 % of the lesion;
g) Sessile serrated lesion-like: polypoid growth of crypts with prominent
serration, base dilatation and horizontal growth along the muscularis
mucosae; h) Traditional serrated adenoma-like: polypoid proliferation
showing slit-like serration with tall columnar cells with intensely

Table 1
Clinicopathological features of IBD patients and adenocarcinomas.
Crohn’s Ulcerative Total (%) P
disease (%) colitis (%) value
Patients 9 (100) 24 (100) 33 (100)
Age
Mean years [range] 59.7 63.8 [30-85] 62.6
[32-82] [30-85]
Gender 0.137
Male 9 (100) 19 (79) 28 (85)
Female 0 5(21) 5 (15)
IBD duration 0.408
Mean years [range] 15.4 [1-25] 12.5 [1-34] 14.8 [1-
34]
Concominant 2(22.2) 2(8) 4(12.1)
<8 years 1(11.1) 7 (29) 8(24.2)
9-15 years 4 (44.9) 521 9(27.3)
16-20 years 1(11.1) 6(25) 7(21.2)
>21 years 1(11.1) 4(17) 5(15.2)
IBD activity 0.407
Active 5 (56) 17 (71) 22(67)
Quiescent 4 (44) 7 (29) 11 (33)
Multifocal dysplasia 0.350
No 4(44) 15 (62.5) 19 (58)
Yes 5 (56) 9 (37.5) 14 (42)
Type of dysplasia 0.924
Only NCD 6 (67) 15 (62.5) 21 (64)
Only CD 2(22) 5(20.8) 7 (21)
NCD and CD 1(11) 4 (16.7) 5 (15)
Concomitant 0.716
adenocarcinoma
No 4 (44) 9 (37.5) 13 (39)
Yes 5 (56) 15 (62.5) 20(61)
Adenocarcinoma per 0.278
colectomy (n = 20)
1 5 (100) 12 (80) 17 (85)
2 0 3(20) 3 (15)
Adenocarcinoma location 0.394
(n =23)
Right colon 3 (60) 4(22) 7(30.4)
Left colon 1(20) 6(33) 7(30.4)
Rectum 0 3(17) 3(13)
Colon 1(20) 5(28) 6(26.1)
Histology (n = 23) 0.620
NOs 5 (100) 13 (72.2) 18 (78.3)
Mucinous 0 3 (16.7) 3(13)
Poorly differentiated 0 1 (5.6) 1(4.3)
Undifferentiated 0 1 (5.6) 1(4.3)
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Table 2
Clinicopathological features of nonconventional and conventional dysplasia according to the type of IBD.
Nonconventional dysplasia Conventional dysplasia
(n = 61) (n=15)
Crohn’s disease  Ulcerative colitis Total pvalue Crohn'sdisease  Ulcerative colitis Total p value
(n =10) (n=51) (%) (n = 6) (n=9) (%)
Gender
Male 10 43 53 (87) 0.332 6 9 15 (100)
Female 0 8 8 (13) 0 0 0
IBD duration 0.365 0.138
Concominant 1 4 5(8.2) 5 2 7 (46.7)
<8 years 2 8 10 (16.4) 0 1 1(6.7)
9-15 years 4 10 14 (23) 1 1 2(13.3)
16-20 years 1 22 23 (37.7) 0 4 4(26.7)
>21 2 7 9(14.8) 0 1 1(6.7)
IBD activity 0.912 0.264
Active 8 40 48 (79) 1 4 5(33)
Quiescent 2 11 13 (21) 5 10 (67)
Location of inflammation 0.000 0.003
Right colon 4 0 4 (6.5) 5 0 5(33)
Left colon 0 24 24 (39) 1 6 7 (47)
Rectum 0 1 1(1.5) 0 0 0
Pancolitis 2 18 20 (33) 0 3 3(20)
NS 4 8 12 (20) 0 0 0
Type of dysplasia
Nonconventional dysplasia 0.455
HM 2 12 14 (23.0)
GCD 3 9 12 (19.7)
SLNOS 2. 7 9(14.8)
SSL-like 0 7 7 (11.5)
CCA/D 0 7 7 (11.5)
SEC 1 6 7 (11.5)
TSA-like 2 2 4 (6.5)
DPD 0 1 1(1.5)
Conventional dysplasia 0.398
TA-like 6 8 14 (93)
TVA-like 0 1 1@
Dysplasia morphology 0.776
Flat L 28 33 (54) 0 0 0
Polypoid 5 23 28 (46) 6 9 15 (100)
Location of dysplasia 0.040 0.144
Right colon 4 10 14 (23) 4 1 5(33)
Left colon 2 8 10 (16.4) 1 3 4(27)
Rectum 0 17 17 (28) 0 2 2(13)
Colostomy 1 0 1(1.5) 0 0 0
NS 3 16 19 (31) 1 3 4(27)
Grade of dysplasia 0.186 0.398
LGD 8 23 31 (50.8) 6 8 14 (93)
HGD 0 4 4 (6.6) 0 0 0
LGD and HGD 0 9 9(14.8) 0 1 1(7)
ND 2 15 17 (27.9) 0 0 0
GM in type of dysplasia (n = 70) 0.097 0.1875
Yes 2 30 32 (46 %) 1 2 3(19)
No 8 30 38 (54 %) 5 8 13 (81)
Adjacent mucosa to the dysplasia 0.205 0.114
Yes 5 36 41 (67) 6 6 12 (80)
No 5 15 20(33) 0 3 3(20)
Active inflammation 2 10 12 (29 %) 0 0 0
Chronic inflammation/changes 2 20 22 (54 %) 2 0 2(17 %)
Normal 1 6 7 (17 %) 4 6 10 (83 %)
GM in adj mucosa to the dysplasia (n = 41) 1000
Yes 3 21 24 (58.5) 0 0 0
No 2 15 17 (41.5) 6 6 12 (100)
Active inflammation 1 7 8(33.3) 0 0 0
Chronic inflammation/changes 1 13 14 (58.3) 0 0 0
Normal 1 1 2(8.3) 0 0 0
Concomitant adenocarcinoma 0.595 0.114
Yes 4 16 20(33) 6 6 12 (80)
No 6 35 41 (67) 0 3 3(20)

Abbreviations: NS, not specified; HM, hypermucinous; GCD, goblet cell deficient; SL NOS, serrated lesion not otherwise specified; CCA/D, crypt cell atypia/dysplasia;
SEC, serrated epithelial change; SSL-like, sessile serrated lesion like; TSA-like, traditional serrated adenoma like; DPD, dysplasia with increased Paneth cell differ-
entiation; TA-like, tubular adenoma like; TVA-like, tubulovillous adenoma like; LGD, low-grade dysplasia; HGD, high-grade dysplasia; ND, no dysplasia; GM, gastric
metaplasia.
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eosinophilic eytoplasm and ectopic crypt formation, frequently with low
grade dysplasia (LGD); i) Serrated lesion not otherwise specified
(serrated lesion NOS): those polypoid lesions without definite features of
traditional serrated adenoma-like or sessile serrated lesion-like.

Histologic evaluation was performed separately by three expert pa-
thologists in gastrointestinal pathology (M.G., M.C. and E.M.). Cases
with discordant diagnoses were reviewed together to reach a consensus
on the final diagnosis.

Information about the endoscopic appearance of the lesions was not
available for all cases since the lesions were obtained from colectomies.
Thus, those lesions that did not protrude more than half the thickness of
the mucosa were considered flat. The rest were considered flat or
polypoid by definition, such as serrated epithelial change as flat, or
tubulovillous adenoma-like as polypoid.

2.2. Immunohistochemistry

Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections were analyzed
using standard immunohistochemistry (IHC) techniques. Immuno-
staining was performed automatically using a Ventana BenchMark
ULTRA machine (Roche, Basel, Switzerland] for anti-p53 (clone DO-7,
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 E. Innovation Park Drive, Tuc-
son, Arizona 85,755 USA) and anti-MUCSAC (clone MRQ-19, Ventana
Medical Systems, Inc., 1910 E. Innovation Park Drive, Tucson, Arizona
85,755 USA), and a Bond-IIl machine (Leica Biosystems, Newcastle
Upon Tyne, UK) for anti-CDX2 (clone EP25, Leica Biosystems, Newcastle
Upon Tyne, UK) and anti-MLH1 (clone ES05, Leica Biosystems, New-
castle Upon Tyne, UK). An external positive control was included on
each slide. Inmunostaining was independently evaluated by three pa-
thologists (M.G., M.C. and E.M.).

For the evaluation of p53 immunostaining we used the 3-level scores
described by Kobel et al. [22]. Strong and intense p53 staining in all
nuclei (overexpression pattern) and total absence of nuclear staining
(null pattern) were considered as swrrogates for TP53 mutation
(p53-mut pattern). Focal nuclear positivity with variable intensity was
considered as normal or wild-type pattern (p53-wt pattern).

MUCSAC identified foveolar gastric epithelium with a strong cyto-
plasmic staining [23]. MUC5AC was considered positive if more than 50
% of the gland epithelium showed cytoplasm positive staining. CDX2
was considered negative when a focal loss of staining was seen in more
than 10 % of the nuclei of a gland. Foveolar gastric metaplasia was
considered in glands with MUCS5AC expression and loss of CDX2
staining.

Nuclear positive staining for MLH1 was considered positive, and
complete loss of MLH1 expression was defined when all nuclei of
dysplastic cells were negative, and considered as a surrogate for MLH1
promotor hypermethylation. Nuclear immunoreactivity in lymphocytes,
normal colonic mucosa or stromal cells served as a positive internal
control for anti-p53 and anti-MLHI.

In lesions with LGD and high-grade dysplasia (HGD), IHC evaluation
was performed separately in each dysplastic area for all markers.

2.3. Statistical analysis

Analysis was carried out using SSPS software version 26.0 (SPSS,
Chicago, IL, USA). The y2 test was used to analyze the association be-
tween qualitative variables, whereas the Fisher’s exact test and the
Student’s t-test or the Mann-Whitney test were used for quantitative
variables. A p < 0.05 was considered statistically significant.
3. Results

3.1. Patients and specimens

Thirty-three colectomy specimens were retrospectively reviewed, 9
(27 %) with CD and 24 (73 %) with UC, from 28 (85 %) men and 5 (15
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%) women, aged between 30 and 85 years-old (mean 62.6 years-old).
Duration of IBD ranged from 1 to 34 years (mean 14.8 years). In 4
(12.1 %) cases the diagnosis of IBD was made on the colectomy spec-
imen. Acute inflammation was present in 22 (67 %) colectomies. Most of
the dysplastic lesions were found in colectomies affected by UC. Twenty-
one colectomies (64 %) showed only nonconventional dysplasia, and 7
(21 %) presented only conventional dysplasia. In 5 (15 %) colectomies, 4
(80 %) corresponding to UC, nonconventional and conventional
dysplasia occurred simultaneously. Thirteen of the 21 (13/21, 62 %)
colectomies with only nonconventional dysplasia had multiple lesions
located both in the same and in different sections of the colon. Adeno-
carcinoma was present in 20 (61 %) specimens. (Table 1).

3.1.1. Nonconventional dysplasia

Sixty-one nonconventional dysplasias were identified, being more
frequent in UC (51/61, 84 %), found either alone 36 (59 %), or simul-
taneously with conventional dysplasia 25 (41 %). In UC a trend was
observed between the number of nonconventional dysplasia in relation
to disease duration, which was not as evident in CD. The distribution of
nonconventional dysplasia according to the location of inflammation
was statistically significant (p = 0.000). In CD, most of the noncon-
ventional dysplasia were found in the right colon (4/10, 40 %), while in
UC they were in the rectum (17/51, 33.4 %) (p = 0.040) (Table 2).

The most frequent nonconventional dysplasia were hypermucinous
14 (23 %), goblet cell depleted 12 (19.7 %), and serrated lesion NOS 9
(14.8 %), found mostly in mucosa with active inflammation, especially
in UC (Table 2). Histological examples of each nonconventional
dysplasia are shown inFig. 1. The morphologic appearance of the lesions
was flat in most nonconventional dysplasia (54 %). Regarding the grade
of dysplasia, most nonconventional dysplasia had LGD 31/61 (50.8 %)
and all HGD 13/61 (21 %) was observed in UC patients, either alone or
with areas of LGD. Nine nonconventional dysplasias (9/61, 14.8 %)
presented areas of LGD and HGD, and were distributed as follow: 2/4
(50 %) traditional serrated adenoma-like, 3/7 (43 %) serrated lesion
NOS, 3/7 (43 %) sessile serrated lesion-like, and 1/12 (8 %) goblet cell
depleted dysplasia. No histological features of dysplasia were found in
17/61 (27.9 %) lesions, corresponding to 10/14 (71 %) hypermucinous
dysplasia, 4/7 (57 %) serrated epithelial change, and 3/9 (33 %)
serrated lesion NOS (Table 3). Twenty (33 %) nonconventional dys-
plasias were found concomitant with adenocarcinoma, 9 (15 %) on the
same side of the colon, being mostly goblet cell depleted dysplasia (4/
12, 33 %), traditional serrated adenoma-like (1/4, 25 %), and hyper-
mucinous dysplasia (3/14, 21 %); and 5 (8.2 %) were found adjacent to
the neoplasm, being 2/14 (14 %) hypermucinous dysplasia, 1/7 (14 %)
serrated epithelial change, 1/7 (14 %) sessile serrated lesion-like and 1/
12 (8 %) goblet cell depleted dysplasia.

3.1.2. Conventional dysplasia

Fifteen conventional dysplasias were identified, 5 (33.3 %) of them
simultaneously with nonconventional dysplasia. Seven colectomies
showed exclusively conventional dysplasia, being 5 UC and 2 CD. One of
the CD specimens had four tubular adenoma-like lesions and the other
had only one tubular adenoma-like. Each of the 5 UC colectomies had
one tubular adenoma-like.

A statistically significant relation was found between the distribution
of conventional dysplasia and the location of inflammation (p = 0.003).
However, unlike what was observed in nonconventional dysplasia, the
relationship between the location of conventional dysplasia with respect
to type of IBD was not statistically significant (0.144) (Table 2).

Conventional dysplasia lesions mostly appeared in UC, in specimens
with quiescent activity (67 %) and with adenocarcinoma (80 %). Of the
15 conventional dysplasia, 14 (93 %) were tubular adenoma-like with
LGD and 1 (7 %) was a tubulovillous adenoma-like with LGD and HGD
(Table 2).
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Fig. 1. Histological types of nonconventional dysplasia. Goblet cell deficient dysplasia with unequivocal dysplastic crypts with absence of goblet cells (A). Crypt cell
atypia/dysplasia characterized by cells with round-to-oval with non-stratified nuclei (B). Serrated epithelial change with a markedly distorted architecture in which
the crypts, some with mild serration (arrows), have lost orientation and were no longer aligned perpendicularly with the muscularis mucosae. Note the chronic
inflammation on the lower left side (C). Hypermucinous dysplasia as tubulovillous lesion with prominent mucinous differentiation (D). Sessile serrated lesion-like
showing crypts with prominent serrations, dilatations on the base and horizontal growth along the muscularis mucosae (arrows) (E). Traditional serrated adenoma-
like with LGD, showing slit-like serration with tall col cells with i 1 inophilic cytopl and ectopic crypts formation (F). Serrated lesion NOS,
serrated lesion without definite features of traditional serrated adenoma or sessile serrated lesion (G). Dysplasia with increased Paneth cell differentiation showing
dysplastic crypts with hyperchromatic nuclei, reduced goblet cells and increased Paneth cell differentiation affecting more than two contiguous crypts (H).
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Table 3
MUCSAC, CDX2, p53 and MLH1 IHC expression according to dysplasia type and grade.
MUCSAC CDX2 p53 MLH1
wt Mutated pattern
pattern
Positive  Negative P Positive  Negative P Overexpression Null P Positive Partial Complete
value value pattern pattern value loss loss
Nonconventional 0.006 0.064 0.003
dysplasia
HM (n = 14)
ND = 10 9 1 3 7 9 0 1 0 10 0
LGD =3 3 0 1 2 1 1 1 0 3 0
HGD =1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0
GCD (n=13)
ND =0 0 0 0 0 0 0 0 [ 0 0
LGD = 10 6 4 7 3 1 4 5 0 10 0
HGD =3 0 3 3 0 0 1 2 0 3 0
SL NOS (n = 12)
ND=3 3 0 0 3 3 0 0 0 3 0
LGD =6 4 2 4 2 5 0 1 0 6 0
HGD =3 1 2 2 1 0 1 2 0 3 0
CCAD (n=7)
LGD =6 5 i | 2 4 1 3 2 0 6 0
HGD =1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 0
SEC(n=7)
ND =4 3 1 2 2 4 0 0 0 4 0
LGD =3 3 0 2 1 3 0 0 0 3 0
SSL-like (n = 10)
LGD =7 7a 0 2 5 V4 0 0 0 7 0
HGD =3 3 0 1 2 3 0 0 0 3 0
TSA-like (n = 6)
LGD =4 3 1 4 0 3 1 0 0 4 0
HGD =2 0 2 2 0 0 2 0 0 2 0
DPD(n=1)
LGD =1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0
Conventional 0.025 0.175
dysplasia
TA-like (n = 14)
LGD = 14 1 13 9 5 14 0 0 5 9 0
TVA-like (n = 2)
LGD =1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0
HGD =1 1 [ 0 1 1 0 0 0 1 0

Abbreviations: HM, hypermucinous; GCD, goblet cell deficient; SL NOS, serrated lesion not otherwise specified; CCA/D, crypt cell atypia/dysplasia; SEC, serrated
epithelial change; SSL-like, sessile serrated lesion-like; TSA-like, traditional serrated adenoma-like; DPD, dysplasia with increased Paneth cell differentiation; TA-like,
tubular adenoma-like; TVA-like, tubulovillous adenoma-like; LGD, low-grade dysplasia; HGD, high-grade dysplasia; ND, no dysplasia.
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Fig. 2. Illustrations of a sessile serrated lesion-like and the adjacent mucosa with MUC5AC and CDX2 IHC. Low power image of a sessile serrated lesion-like (yellow
circle) and inflaimmatory changes in the adjacent mucosa (red circle) (A). Serrated epithelium with LGD containing a gland with HGD with eosinophilic cytoplasms,
enlarged nuclei and loss of goblet cells (B). Gland with HGD magnified (C) and epithelia with LGD magnified (D). MUC5AC IHC of the previous lesion (E) showing
loss of staining in HGD gland (F) and expression in the epithelium with LGD (G). CDX2 immunostaining in the same lesion (H) with positive staining in the HGD gland
(I) and negative or less intensity of the staining in the cells of semrated epithelium with LGD (J). Mucosa with acute and chronic inflammation, erosion, reactive
changes and crypt atrophy (K), re-epithelialized epithelium (L) and marked MUC5AC expression (M) with intense staining in the same crypts with acute inflammation
(magnified in N and O). CDX2 immunostaining in the same inflamed mucosa (P) with loss of staining in the same crypts with acute inflammation and MUC5AC
expression (magnified in Q and R). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

3.1.3. Adjacent mucosa to the dysplastic lesions

Presence of colon mucosa was detected more frequently adjacent to
conventional dysplasia (80 %, 12/15) than to nonconventional dysplasia
(67 %, 41/61). Acute inflammation was seen in only 12 (29 %) cases, all
in relation to nonconventional dysplasia; chronic inflammation/changes
also occurred more frequently with nonconventional dysplasia (54 % vs
17 %), while normal mucosa was seen more frequently with conven-
tional dysplasia (83 % vs 17 %) (Table 2).

3.2. Immunohistochemistry

3.2.1. Immunohistochemistry in nonconventional dysplasia

Once the precursor lesions were identified, we used MUC5AC, a well-
recognized marker of the foveolar gastric epithelium, to distinguish
gastric metaplasia [23]. MUCS5AC expression was mostly observed in
hypermucinous dysplasia, serrated epithelial change, and serrated
lesion NOS without dysplasia (15/17, 88 %). Interestingly, the MUCSAC
immunoexpression level decreased with the increase of the grade of
dysplasia, being 78 % (31/40) in LGD, and 39 % (5/13) in HGD (p =
0.006) (Table 3 and Fig. 2E, F, 2G, 3B, 3F, 3J). Dysplasia with increased
Paneth cell differentiation was the only nonconventional dysplasia
without MUCS5AC expression.

Considering that the loss of CDX2 in the colon is associated with the
presence of gastric epithelium, we next analyzed CDX2 expression in the
same IBD series. Lack of CDX2 was detected in 12/17 (71 %) lesions
without dysplasia, in 17/40 (43 %) LGD and in 4/13 (31 %) HGD (p =
0.064) (Table 3 and Fig. 2H, I, 2J, 3C). CDX2 was partially lost or
showed less intensity in glands with high expression of MUCSAC (p <
0.001) (Table 4).

To investigate the role of gastric metaplasia as a precursor of CAC, we
evaluated p53 expression as a surrogate of TP53 mutation, considering
that dysregulation of p53 in one of the most frequent events in this
carcinogenesis pathway. The p53-mut pattern (overexpression or null)
was observed in 10/13 (77 %) HGD and in 18/40 (45 %) LGD, in
contrast to the presence of focal nuclear positivity in almost all the
nonconventional dysplasia without dysplasia (16/17, 94 %) (p < 0.001)
(Table 3 and Fig. 3D, G, 3K).

Finally, to unmask the role of microsatellite instability, we evaluated
MLH1 expression as a surrogate for the presence of MHL] promoter
hypermethylation. We did not find complete loss of nuclear expression
in any nonconventional dysplasia, but rather a focal loss of nuclear
staining of irregular distribution was observed (Table 3 and Fig. 3H, L).

Once we had determined the expression of the markers in all
nonconventional dysplasias, we next assessed the association between
MUCS5AC and either CDX2 and p53 expression. MUCS5AC positivity was
associated with the loss of CDX2 expression (p < 0.001) (Table 4).
Gastric metaplasia was identified in 32 (46 %) nonconventional
dysplastic lesions, especially in hypermucinous dysplasia and sessile
serrated lesion-like (p = 0.034) (Table 5). Regarding to p53 and
MUC5AC expression, MUC5AC positive lesions showed mostly a p53-wt
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pattern (34/51, 67 %), whereas those lacking MUC5AC exhibited mainly
a p53-mut pattern (12/19, 63 %) (p = 0.031) (Table 4).

3.2.2. Immunohistochemistry in conventional dysplasia

MUCSAC was expressed in one (7 %) tubular adenoma-like with LGD
and in the tubulovillous adenoma-like (100 %) in areas of LGD and HGD
(Table 3 and Fig. 3N). CDX2 was lost in 5 (71 %) of the tubular adenoma-
like with LGD and in the tubulovillous-like (100 %), in both LGD and
HGD. Gastric metaplasia was identified in one (7 %) tubular adenoma-
like with LGD and in the tubulovillous-like (100 %) in areas of LGD
and HGD (p = 0.1875).

All conventional dysplasia showed a p53-wt pattern (Table 3 and
Fig. 30), 5 tubular adenoma-like retained MLH1 staining and the
remaining 9 tubular adenoma-like and the tubulovillous adenoma-like
showed partial loss of MLH1 expression (Table 3 and Fig. 3P).

3.2.3. Immunohistochemistry in adjacent mucosa to the dysplastic lesions

In mucosa with acute or chronic inflammation, MUCSAC staining
was observed at superficial epithelium lining granulation tissue, and in
irregular crypts with nuclear stratification and loss of goblet cells
(Fig. 2M, N, 20), whereas CDX2 showed conserved or less intense nu-
clear expression in the same areas (Fig. 2P, Q, 2 R) as corresponds to the
definition of foveolar gastric metaplasia. Gastric metaplasia was iden-
tified in the adjacent mucosa of 24 (24/41, 59 %) nonconventional
dysplasia, 21 (21/36, 58 %) with UC and 3 (3/5, 60 %) with CD, 8(8/24,
33.3 %) with active inflammation, 14 (14/24, 58.3 %), chronic changes,
and in 2 (2/24, 8.3 %) normal mucosa. No gastric metaplasia was
identified in the 12 colon mucosa adjacent to conventional dysplasias
(Table 2). A p53-wt pattern was identified in all adjacent mucosa, while
MLH] staining was lost in the superficial epithelium of normal mucosa,
as well as in those with active inflammation or chronic changes.

4. Discussion

The aim of this study was to explore the presence of gastric meta-
plasia and its relationship with dysplasia in a series of nonconventional
and conventional dysplastic lesions identified retrospectively from IBD
colectomies.

We identified differences in the distribution of both types of
dysplasia. While as described in other studies, nonconventional dys-
plasias were more frequently located in colectomies with acute inflam-
mation, following the characteristic distribution of inflammation
according to the type of IBD [24], and observed in specimens without
adenocarcinoma, conventional dysplasias were more frequently found
in specimens with quiescent activity, unrelated to the inflaimmation
distribution in the colon according to the type of IBD, and with
concomitant adenocarcinoma. In contrast to our findings, other authors
have found nonconventional dysplasia more frequently associated with
advanced neoplasms [19]. However, some of the early precursors such
as hypermucinous dysplasia or serrated epithelial were observed
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Fig. 3. Examples of IHC in nonconventional and conventional dysplasias. Crypt cell atypia/dysplasia (A) with intense and diffuse cytoplasmic expression of MUC5AC
(B), loss of CDX2 (C) and p53-mut pattem (overexpression) (D). Goblet cell depleted dysplasia (E) with loss of MUCSAC (note the positive cytoplasmic staining in
adjacent normal glands) (F), p53-mut pattern (null pattern) with positive scattered nuclei in normal glands (arrows) as intemal positive control (G) and partial loss of
MLH]1 expression (H). Traditional serrated adenoma-like (I) without MUCS5AC expression (J), p53-mut pattern (overexpression) (K) and partial loss of MLH1
expression (L). Tubular adenoma-like (M) with MUC5AC negative with presence of a single positive cell (arrow) in the surface epithelium (N), p53-wt pattern with
scattered positive nuclei (arrows) (O) and MLH1 expression (P).
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Table 4
Relation between MUCS5AC expression with CDX2 and p53 staining in noncon-
ventional dysplasias.

MUC5AC p value
Positive (%) Negative (%) Total (%)
CDX2 Positive 19 (37) 18 (95) 37 (53) <0.001
Negative 32 (63) 1(5 33 (47)
Total 51 (73) 19 (27) 70 (100)
pS3 ‘wt-pattern 34 (67) 7 (37) 41 (59 0.031
mut-pattern 17 (33) 12 (63) 29 (41)
Total 51 (73) 19 (27) 70 (100)

adjacent to neoplasms, thus confirming the precursor status of these
early lesions [7]. No relation was observed in both types of dysplasia
with the duration of IBD although there was a trend between UC patients
and nonconventional dysplasia.

We found 61 nonconventional dysplastic lesions in 33 IBD speci-
mens. Given the retrospective nature of the studies describing noncon-
ventional dysplasia, the number and type of nonconventional dysplasia
identified is highly variable. The number of lesions identified depends
directly on the sampling of colectomies and the expertise of the
pathologist, since many of them are flat lesions, invisible to macroscopic
inspection, and different types are often found in the same specimen [11,
17-19,25,27]. Multiple nonconventional dysplasia was present in 13
patients, located on the same and different sides of the colon, as other
authors have reported [11,18], while only one patient had multiple
conventional dysplastic lesions on the same side of the colon.

The presence of foveolar gastric metaplasia was assessed by the
immunoexpression of MUC5AC and loss of CDX2 in the same gland. We
observed gastric metaplasia in the superficial epithelia of colon mucosa
re-epithelializing granulation tissue, as well as in areas of mucosa with
chronic changes, confirming our previous observations about the
appearance of gastric metaplasia as an adaptive mechanism to inflam-
matory damage [21]. In addition, gastric metaplasia was identified
mainly in nonconventional dysplasia and its adjacent mucosa with
chronic changes in colectomies with UC. We detected gastric metaplasia
in all types of nonconventional dysplasia, except for dysplasia with
increased Paneth cell differentiation, located in a quiescent UC in the
rectosigmoid colon. Considering that crypts with Paneth cells charac-
terize intestinal metaplasia and help identify long-standing IBD when
found in the left colon, the absence of gastric metaplasia observed
supports its intestinal origin. Gastric metaplasia was mostly observed in
nonconventional dysplasia without dysplasia such as hypermucinous
dysplasia and in sessile serrated lesion-like but also in erypt cell aty-
pia/dysplasia characterized by dysplastic features. As for conventional
dysplasia, gastric metaplasia was identified less frequently than in
nonconventional dysplasia (19 % vs. 46 %) and was not detected in any
adjacent mucosa, suggesting that gastric metaplasia is not the substrate
of origin for conventional dysplasia.

In our study, there was a strong significant association between
MUCSAC expression and partial loss of CDX2 supporting the foveolar
gastric metaplasia condition. Loss of colonic markers, SATB2 and CDX2,
was previously reported by Ma et al. identifying loss of SATB2 in
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dysplasia and IBD-associated CRC, but not in sporadic patients [23,29].
However, loss of colonic markers was not associated in their studies with
the presence of gastric metaplasia.

We observed a progressive decrease in MUCS5AC expression with the
appearance and increase of the degree of dysplasia. TP53 gene is the
most frequently involved in the early pathway of IBD “inflamed-
dysplasia-carcinoma™ sequence [7,30,31]. The p53-mut pattern of
immunoexpression was identified more frequently in HGD nonconven-
tional dysplasia lacking MUC5AC. Importantly, the fact that MUC5AC
expression showed a p53-wt pattern supports that gastric metaplasia
precedes the appearance of TP53 mutations. Expression changes in
MUCSAC and p53 reflect the molecular alterations that transform the
metaplastic epithelium into dysplastic. Our results support a role for
TP53in the earliest events of the CAC pathway. We observed altered p53
expression in both low-risk and high-risk nonconventional dysplasia,
with increasing rates in higher-grade dysplasia but not in adjacent
colonic mucosal or in non-dysplastic nonconventional dysplasia. How-
ever, TP53 mutations, missense and nonsense, had been reported in
serrated epithelial change without dysplasia using a NGS approach [7].
The fact that these mutations may be subclonal and the lack of a perfect
correlation between the presence of TP53 mutations and p53 expression
could explain the observed discordances [22].

Regarding microsatellite instability, we identified a lack of MLH1
expression in the surface epithelium in both normal mucosa and mucosa
with active inflammation or chronic changes. The lack of MLHI1 staining
in the more mature colon epithelium could be the expression of inacti-
vation of mismatch repair genes in nonproliferating cells. Furthermore,
our results agree with previous reports showing the absence of a relevant
role of mismatch repair genes in DNA repair phenomena occurring in
IBD colonic mucosa [32,33].

Recently, we have shown that CRC characterized by lack of p53 al-
terations, presence of MUCS5AC expression, and complete loss of MLH1
expression appears in IBD probably following the serrated pathway
[21]. Although we have demonstrated the presence of foveolar gastric
metaplasia in most nonconventional dysplasia, we have not seen a
complete loss of MLH1 in any of them that would allow us to identify the
precursor lesions of CRC of the serrated pathway. The methylation
changes that occur in precursor lesions affect different genes in a
non-random manner [34,26]. In sessile serrated lesion, complete loss of
MLH]1 expression correlates with a threshold for promoter methylation
and coincides with the onset of dysplasia [34]. The presence of partial
loss of MLH1 staining could be the expression of MLH1 hyper-
methylation heterogeneity that occurs in both types of precursor lesions
[26].

Finally, the pattern of MUCSAC and CDX2 expression observed in
conventional dysplasia, especially in tubulovillous adenoma-like, favors
the diagnosis of serrated lesions, illustrating the morphological overlap
that occurs between both types of lesions [35].

In summary, our results support that foveolar gastric metaplasia
appears in IBD colon mucosa as an adaptive mechanism to chronic in-
flammatory damage, and is the substrate of most nonconventional
dysplasia prior to the appearance of TP53 alterations and is the initial
event of CAC and serrated pathway CRC appearing in IBD.

Table 5
Relation of the presence of gastric metaplasia according to the type of nonconventional dysplasias.
Gastric metaplasia Type of nonconventional dysplasia Total p value
HM GCD SLNOS CCA/D SEC SSL-like TSA-like DPD
No 4(29) 10 (77) 7 (58) 3 (43) 4 (57) 3 (30) 6 (100) 1 (100) 38 (54) 0.034
Yes 10 (71) 3(23) 5 (42) 4 (57) 3 (43) 7 (70) 0 0 32 (46)

Abbreviations: HM, hypermucinous; GCD, goblet cell deficient; SL NOS, serrated lesion not otherwise specified; CCA/D, crypt cell atypia/dysplasia; SEC, serrated
epithelial change; SSL-like, sessile serrated lesion like; TSA-like, traditional serrated adenoma like; DPD, dysplasia with increased Paneth cell differentiation.

79



E. Musulen et al.

Funding

This work was supported by Roche, Switzerland (activity code:
SP210830002).

Ethics approval/consent to participate

This study has been approved by the ethics committee of the Hospital
Universitari General de Catalunya (2020/139-APA-HUGC-HUSC-HQV)
as well as by the respective ethics committees of the participating
centers.

Author contribution statement

M.G., M.C. and E.M., conceptualization, data curation, formal anal-
ysis, methodology, investigation; M.G., original draft; M.C. and EM.,
writing; E.M., review & editing and funding acquisition; L.A., J.A.V., M.
J.F.-A,, V.F-.C, J.T,, LJ,, RF.-V., CM.-C., C.A.G., C.Z., data curation; M.
T.F.-F. and M.E., resources. All authors read and approved the final
paper.

Data availability statement

The datasets generated during and/or analyzed during the current
study are available from the corresponding author on reasonable
request.

Declaration of competing interest

The authors declare no competing financial interests.

Acknowledgements

We want to particularly acknowledge the patients and the technical
staff of the Hospital Universitari General de Catalunya-Grupo Quir-
onsalud and Patologia Integrada, S.L. Work technically supported by
Xarxa de Banes de Tumors de Catalunya sponsored by Pla Director
d’Oncologia de Catalunya (XBTC).

References

[

[21

3

4]

[5]

[61

71

[8:

Lutgens MW, van Oijen MG, van der Heijden GJ, et al. Declining risk of colorectal
cancer in inflammatory bowel disease: an updated meta-analysis of population-
based cohort studies. Inflamm Bowel Dis 2013;19:789-99. https://doi.org
10.1097/MIB.0b013e31828029c0.

Jess T, Gamborg M Matzen P, et al. Increased risk of intestinal cancer in Crohn’s
disease: a met: of popul based cohort studies. Am J Gastroenterol
2005;100:2724-9. h(l’p‘. dol org/10.1111/j.1572-0241.2005.00287 .x.

Mattar MC, Lough D, Pishvaian MJ, et al. Current management of inflammatory

bowel disease and colorectal cancer. Gastrointest Cancer Res 2011:4:53-61.
Linson EA, Hanauer SB. Epidemiology of col I cancer in infl v bowel
disease - the evolving pe. Curr G ol Rep 2021;23:16. https://doi

org/10.1007/511894-021-00816-3.

Da Cunha T, Vaziri H, Wu GY. Primary sclerosing cholangitis and inflammatory

bowel disease: a review. J Clin Transl Hepatol 2022;10:531-42. https://doi.org,

10.14218/JCTH.2021.00344.

Galandiuk S, Rodriguez-Justo M, Jeffery R, et al. Field cancerization in the

intestinal epithelium of patients with Crohn's ileocolitis. Gastroenterology 2012;

142:855-64. https://doi.org/10.1053/j.gastro.2011.12.004.

Singhi AD, Waters KM, Makhoul EP, et al. Targeted next-generation sequencing

supporls serrated eplthelml change as an early precursor to inflammatory bowel
1 1 neopl, Hum Pathol 2021;112:9-19. https://doi.

org/10.1016/j humpath.2021.03.002.

Schlemper RJ, Riddell RH, Kato Y, et al. The Vienna classification of

gastrointestinal epithelial neoplasia. Gut 2000;47:251-5. https://doi.org/10.1136,

gut.47.2.251.9.

80

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17] K:

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[271

[28]

[29]

[30]

4. Compendi de publicacions

Human Pathology 143 (2024) 50-61

in infl

Riddell RH, Gold H,R hoff DF, et al. Dyspl. y bowel
disease: standardized classification with provisional clinical applications. Hum
Pathol 1983;14:931-68. https://doi.org/10.1016/50046-8177(83)80175-0.
Harpaz N, Goldblum JR, Shepherd N, et al. Novel classification of dysplasia in IBD.
Mod Pathol 2017;30:174A. https://doi.org/10.1007/978-3-030-51268-2 6.
Choi WT, Yozu M, Miller GC, et al. Nonconvennonal dysplnsm in patients with
inflammatory bowel disease and col
clinicopathologic study. Mod Pathol 2020;33:933-43. hrrp st
s41379-019-0419-1.
Wen KW, Umetsu SE, Goldblum JR, et al. DNA flow cytometric and interobserver
study of crypt cell atypia in inflammatory bowel disease. Histopathology 2019;75:
578-88. https://doi.org/10.1111/his.13923.
Gui X Kobel M, Ferraz JGP etal. Newly recognized non-adenomatous lesions
d with enteric in v bowel disease - report of six

rare and unique cases. Ann Diagn Pathol 2020;44:151455. https://doi.org
10.1016/j.anndiagpath.2019.151455.
Waters KM, Singhi AD, Momgomery EA. Exploring the spectrum of serrated

itheli din y bowel disease. Hum Pathol 2023;132:
126-34. https://doi.org/10.1016/j.humpath.2022.06.018.
Johnson DH, Taylor WR, Aboelsoud MM, et al. DNA Methylation and mutation of
small colonic neoplasms in ulcerative colitis and Crohn’s colitis: implications for
surveillance. Inflamm Bowel Dis 2016;22:1559-67. https://doi.org/10.1097
MIB.0000000000000795.
Choi WT, Wen KW, Rabinovitch PS, et al. DNA content analysis of colorectal
serrated lesions detects an ploid subset of infl v bowel disease-
associated serrated epithelial change and traditional serrated adenomas.
Hmopathology 2018;73:464-72. https://doi.org/10.1111 /his. 1 ‘6‘3“

idova K, Vosmikova H, Rozl i K, et al. N 1

lesions (serrated epxthehal change, villous hypermucinous change) are frequent in
patients with i y bowel di Its of mok
immunohistochemical single institutional study. Virchows Arch 2020,476.231—-41.

doi.org/10.1038

https://doi.org/10.1007 /s00428-019-02627-4.
Gu.l X; Kobe] M, Ferraz JG, et al. Histological and molecul;u diversity and

of lesions iated with i y bowel
diseases. J Clin Pathol 2020;73:391-402. https:/ /doi.org/10.1136 Jcl.npuh -2019-

206247.

Lee H, Rabinovitch PS, Mattis AN, et al. Non-conventional dysplasia in
inflammatory bowel disease is more fre i\ iated with ad d neopl.
and loidy than c 1 dysplasia. Histopathology 2021;78: 814—30
https://doi.org/10.1111 /his.14298.

Chen B, Scurrah CR, McKinley ET, et al. Differential pre-malignant programs and
microenvironment chart distinct paths to mali; in human col 1 polyps.
Cell 2021;184:6262-80. https://doi.org/10.1016/j.cell.2021.11.031.

Gené M, Cuatrecasas M, Amnt I, et al. Altemnons in p53, mlcros.’nelllte stability
and lack of MUC5AC exp lar features of col 1 carcinoma
associated with inflammatory bowel disease. Int J Mol Sci 2023;24:8655. https:
doi.org/10.3390/ijms24108655.

Kobel M, Piskorz AM, Lee S, et al. Optimized p53 immunohistochemistry is an
accurate predictor of TP53 mutation in ovarian carcinoma. J Pathol Clin Res 2016;
2:247-58. https://doi.org/10.1002/cjp2.53.

Rico SD, Mahnken M, Biischeck F, et al. MUCSAC Expression in various tumor
types and nonneoplastic tissue: a tissue microarray study on 10399 tissue samples.
Technol Cancer Res Treat 2021;20:15330338211043328. https://doi.org
10.1177/1533033821 1043328, Erratum in: Technol Cancer Res Treat. 2022 Jan-
Dec;21:15330338221099574.

Nguyen ED, Wang D, Lauwers GY, et al. Increased hlstologlc inflammation is an

independent risk factor for ional dysplasia in ive colitis.
Histopathology 2022;81:644-52. https://doi.org/10.1111 /his.14765.
Zhang R, Lauwers GY, Choi WT. I d Risk of Non-Ci 1 and Invisible

Dysplasias in patients with primary sclerosing cholangitis and inflammatory bowel
disease. J Crohns Colitis 2022;16:1825-34. https://doi.org/10.1093/ecco-jcc/
jjac090.

Dhir M, Yachida S, Van Neste L, et al. Sessile serrated adenomas and classical
adenomas: an epigenetic perspective on premalignant neoplastic lesions of the
g:stromt&shnnl tract. Int J Cancer 2011;129:1889-98. https://doi.org/10.1002
125847,

Bahceci D, Lauwers GY, Choi WT. Clini hologic features of
dysplasia found in total colectomy or proctocolectomy specimens of patients with
inflammatory bowel disease. Histopathology 2022;81:183-91. https://doi.org
10.1111/his.14673.

Ma C, Olevian D, Miller C. SATB2 and CDX2 are prognostic biomarkers in DNA
mismatch repair protein deficient colon cancer. Mod Pathol 2019;32:1217-31.
https://doi.org/10.1038/541379-019-0265-1.

Ma C, Henn P, Miller C, et al. Loss of SATB2 Expresnon ls a biomarker of
inflammatory bowel disease-associated col pl and ad a.
Am J Surg Pathol 2019;43:1314-22. https://doi.org 10.1097,
pas.0000000000001330.

Leedham SJ, Graham TA, Oukrif D, et al. Clonnhty, founder mutations, and ﬁeld
cancerization in human ulcerative colitis- i gy
2009;136:542-50. https://doi.org/10.1053/j.gastro "‘DDS 10.086.

d 4




E. Musulen et al.

[31] Robles Al, Traverso G, Zhang M, et al. Whol i 1 of
inflammatory bowel disease — associated colorectal cancers. Gastroenterology
2016;150:931-43. https://doi.org/10.10553/j.gastro.2015.12.036.

[32] De Angelis PM, Dorg L, Pham S, et al. DNA repair protein expression and oxidative/

i ive stress in ul ive colitis and sporadic col 1 cancer. A
Res 2021;41:3261-70. https://doi.org/10.21873/anticanres.15112.
[33] Cawkwell L, Sutherland F, Murgatroyd H, et al. Defective hMSH2/hMLH1 protein
i fro ly in ul ive colitis associated colorectal cancers.

P is seen i q in
Gut 2000;46:367-9. https://doi.org/10.1136/gut.46.3.367.

81

61

4. Compendi de publicacions

Human Pathology 143 (2024) 50-61

[34] Liu C, Fennell LJ, Bettington ML, et al. DNA methylation changes that precede
onset of dysplasia in advanced sessile serrated adenomas. Clin Epigenet 2019;11:
90. https://doi.org/10.1186/513148-019-0691-4.

Cansiz Ers6z C, Kiremitci S, Savas B, et al. Differential diagnosis of traditional
serrated adenomas and tubulovillous adenomas: a compartmental morphologic
and immunohistochemical analysis. Acta Gastroenterol Belg 2020;83:549-56.

[35]



5. RESUM GLOBAL DE
RESULTATS




5. Resum global de resultats

Per respondre a I'objectiu principal, estudiar el comportament dels marcadors
que caracteritzen la via serrada als carcinomes desenvolupats a la MIl |
explorar la contribucio de la MG a la carcinogénesi de la via inflamatoria, es van
estudiar 57 adenocarcinomes i 35 mucoses adjacents en peces de budell prim i
colon afectades per Mll, 19 amb MC i 38 amb CU, i es van analitzar les
segients alteracions moleculars: la mutacio de TP53, amb I'expressio
immunohistoquimica de la proteina p53 com a subrogat de les mutacions del
gen; la IMS, a través de I'expressié de las proteines dels gens reparadors de
'’ADN, i la preséncia d’'un fenotip gastric amb I'expressiéo de MUC5AC, tant a

'adenocarcinoma com a la mucosa adjacent.
Els resultat obtinguts van ser:

1. Ladistribucio dels carcinomes es correlacionava amb el tram afectat per
la MIl, de manera que la majoria dels adenocarcinomes a la MC es
trobaren a I'ileum (7/19, 37%) i colon dret (6/19, 31.5%), mentre que a la
CU els tumors eren més freqlents al colon esquerre (15/38, 39,5%) (p =
0.003).

2. ElI 51% (29/57) dels carcinomes van presentar un patré mutat de p53
(p53-mut), 22 amb patr6é de sobrexpressio i 7 casos amb patré nul.

3. L’'11% (6/57) dels carcinomes eren tumors inestables, amb perdua
d’expressié de MLH1 i de PMS2.

4. Tots els tumors inestables tenien un patr6é de p53 de tipus no mutat
(p53-wt) (6/6, 100%) (p = 0.010).

5. MUCS5AC era positiu extens o focal en el 44% dels adenocarcinomes
(25/57).

6. La majoria d’adenocarcinomes amb expressié de MUC5AC presentaven
un patré de p53-wt (15/25, 60%) (p = 0,186), i tots els tumors inestables
expressaven aquest marcador (6/6, 100%) (p = 0.005).

7. Els tumors inestables tenien caracteristiques histologiques i una
distribucié similar als adenocarcinomes que s’originen a la via serrada o
a la SL, que es va confirmar en 1 dels 4 pacients amb aquesta sospita
(MLH1 negatiu/BRAF-wt).

8. La mucosa adjacent al carcinoma presentava patro de p53-wt en tots els
casos (100%).
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9. L’expressié de MUC5AC a la mucosa adjacent mostrava positivitat en el
77% dels casos (27/35). Segons el tipus de lesid, 'expressio de MUC5AC
va ser positiva en el 100% (4/4) dels casos amb mucosa amb inflamacié
activa, 79% (15/19) amb inflamaci6 cronica i 67% (8/12) a la mucosa

sense alteracions morfologiques (p = 0.374).

A través de l'analisi d’aquests resultats es conclou que és a la mucosa afecta
d’inflamacio cronica on apareix el CaMIl, que aquesta mucosa amb dany cronic
es reepitelitza a través de 'aparicié de MG, i és en aquest epiteli metaplastic on
s’inicia la transformacié que condueix a la displasia, a través de les alteracions

de TP53 i sense la participacié de la IMS.

D’aquesta manera es defineix un perfil molecular del CaMII caracteritzat per la

mutacio de TP53, abséncia d’'IMS i sense expressié de MUC5AC.

D’altra banda la positivitat de MUC5AC a tots els tumors inestables amb absencia
d’expressio de p53, alteracions compatibles amb la via serrada de carcinogenesi,
recolza la hipotesi que la MG és també el substrat on s’inicia aquesta via, i que
comparteix la sequéncia “inflamacié cronica-displasia-carcinoma” amb la via

inflamatoria que origina el CaMll.

Per tal de conéixer com es desenvolupa la via inflamatoria de carcinogénesi a
través de les lesions precursores s’estudiaren 33 peces de colon amb MIl, 9 amb
MC i 24 amb CU, per identificar els diferents tipus de displasies, DC i DNC,
analitzar el seu el perfil immunohistoquimic i comparar-lo amb el de la mucosa

adjacent.

S’estudia I'expressié de la proteina p53 com a marcador subrogat de la mutacio
de TP53, alteracio inicial relacionada amb el CaMll, i la pérdua d’expressi6 total

de MLH1, com a conseguiéncia de la hipermetilacié del gen MLH1.

Per identificar la MG es va analitzar de forma concomitant I'expressié de
MUCS5AC, com a marcador d’epiteli gastric, i la pérdua d’expressi6 CDX2,

marcador de diferenciacio intestinal.
Els resultats més rellevants van ser els segtients:

1. Es van identificar 61 DNC sobretot en peces amb CU (51/61, 84%), de
forma aillada (39/61, 59%) o amb DC (25/61, 41%)).
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2. La presencia de la DNC seguia el mateix patré de distribucio que el de la
inflamacio, a la MC al colon dret (4/10, 40%) i al recte a la CU (17/51,
33%) (p = 0.000).

3. Entre les DNC, els tipus més frequents foren la hipermucinosa (14, 23%),
la deplecié de cél-lules caliciformes (12,19,7%) i les LSS-NOS (9, 14,8%).

4. La majoria de les DNC (48/61, 79%) es trobaren en relacié a una mucosa
amb inflamacio activa, sobretot a la CU (40/51, 78%) (p = 0, 912).

5. La majoria de les DNC (33/61, 54%) tenien una morfologia plana.

6. La major part de les DNC (31/61, 50,8%) presentaven DBG i només 13
(21%) DAG, totes elles a la CU.

7. Només 9 (14,8%) de les DNC presentaven DBG i DAG: AST-like (2),
LS,NOS-like (3), LSS-like (3) i deplecio de ceél-lules caliciformes (1).

8. Disset DNC no presentaven arees de displasia.

9. La DNC es va trobar concomitantment amb CCR en el 33% (20/61) dels
casos.

10.Es van identificar 15 DC, 14 (93%) AT-like amb DBG i 1 (7%) ATV-like
amb DBG i DAG.

11.La majoria de les DC es van trobar a peces amb CU amb activitat
quiescent (67%) i amb adenocarcinoma (80%).

12.S’identifica MG en un 46% (32/61) de les DNC, especialment a la displasia
hipermucinosa i a les lesions tipus LSS, que a la vegada soén les lesions
més frequentment observades de DNC.

13.El nivell d’expressio de MUC5AC en la DNC decreixia amb 'augment del
grau de la displasia (p = 0,006).

14.1’expressio de CDX2 a les DNC es perdia parcialment i disminuia la seva
intensitat de manera inversament proporcional als canvis d’expressio de
MUCS5AC (p = 0,001).

15.La majoria de lesions de DNC amb expressio de MUC5AC presentaven
un patré de p53-wt (34/51, 67%) mentre que aquelles sense expressio de
MUCS5AC mostraren un patrdé de p53-mut (nul o sobrexpressat) (12/19,
63%) (p = 0,031).

16.S’identifica MG en el 7% (1/14) dels AT i al ATV, ambdues amb perdua de
CDX2.
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17.Es va identificar MG a la mucosa adjacent de les DNC en el 59% (24/41)
dels casos, pero mai en relacié a les DC.

18.Totes les mucoses adjacents estudiades presentaren un patré de p53-wt.

19.No s’observa peéerdua total d’expressié de MLH1 en cap de les lesions

precursores ni a la mucosa adjacent.

Amb aquests resultats podem concloure que la majoria de lesions de DNC

s’inicien a la mucosa amb MG sobre la que apareixen alteracions de TP53.

Si analitzem els resultats en global podem extreure que es confirma la relacié
de la MG amb la carcinogénesi del CaMIl per la seva preséncia tant a la
mucosa adjacent a les DNC com a la de I'adenocarcinoma. El fet que la MG
a la mucosa adjacent només s’observi en relacio a les DNC ens indica que
sbén aquestes les lesions precursores del CaMll. També es constata aquest
fet a través de les alteracions de TP53, una alteraci6 inicial caracteristica al
CaMll, ja que s6n nomeés les DNC les que de forma preco¢ expressen p53,

I'expressio de la qual augmenta a mida que s’incrementa el grau de displasia.
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El CaMll és el resultat de I'alteracio de gens implicats a la sequéncia
“‘inflamacio cronica-displasia-cancer”, i malgrat que comparteix aquest fet amb
la via serrada, mostra un escenari d’anomalies diferent del que presenten les

vies canonica i serrada de carcinogenesi del CCR.

La via inflamatoria, en el transcurs de la MIl perllongada, es caracteritza per les
alteracions de TP53 que apareixen en estadis primerencs, fins i tot a la mucosa
del colon sense canvis displastics, contribuint a establir un camp de
canceritzacié (118,119). A la nostra serie de CCR en peces de MIl estudiada, i
d'acord amb les dades publicades, es va observar un patré de p53-mut en més
de la meitat dels tumors, independentment del subtipus de Ml (42,43,94,95).
No obstant aix0, no es va trobar cap patré de p53-mut a la mucosa intestinal
adjacent als adenocarcinomes, per la qual cosa no vam poder constatar la

preséncia d’'un camp de canceritzacio.

Pel que fa a la IMS, s'ha descrit la preséncia d'IMS als CCR amb M|,
especialment a la CU, entre el 3 i el 18% dels casos (52,82,120-123). Al nostre
estudi, es va trobar IMS en el 10,5% dels CCR, dins del rang descrit, i amb la
mateixa incidencia a la MC que a la CU. A més, vam trobar una significacio
estadistica entre I'expressié de p53 i la IMS, de manera que tots els carcinomes
amb patr6 de p53-mut eren estables i tots els que eren inestables mostraven un
patré de p53-wt. Per tant, els nostres resultats donen suport al paper de la IMS
en un subconjunt de tumors desenvolupats en el context de la MIl. A més,
aguests tumors inestables tenien altres caracteristiques cliniques i patologiques
de CCR amb IMS identics als descrits a la via serrada, com la localitzaci6 dreta
al colon i una histologia concreta, carcinomes mucinosos, medul-lars o de
cel-lules en anell de segell, d'acord amb observacions prévies d'altres autors
(124-126). Val a dir que aquesta serie de caracteristiques també es descriuen
als CCR associats a la SL. Al nostre estudi, es va excloure la SL en un pacient
major de 70 anys amb CU i dos tumors sincronics, ja que les caracteristiques
moleculars de tots dos CCR i els antecedents familiars no recolzaven el
diagnostic d’aquesta sindrome. Les neoplasies multifocals son presents al 38%
dels pacients amb CU i aquestes neoplasies sincroniques solen ser
heterogeénies (46). Per contra, el nostre pacient tenia dos CCR inestables que

compartien les alteracions moleculars i les caracteristiques histologiques
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probablement pel fet que ambdues neoplasies apareixien al mateix costat del
colon. Els altres 4 pacients amb CCR inestables tenien uns 50 anys. Un era un
SL amb CU de 4 anys de durada. El CCR va ser probablement el resultat del
risc sumatori de les dues afeccions. La presencia de Ml i SL al mateix pacient
€s una situacio poc freqlent atesa I'escassa literatura que informa d'aquests
casos (127-132) i la baixa taxa de mutacions de linia germinal trobades en
pacients amb Ml (133). No obstant aix0, és important excloure la SL en aquells
CCR amb IMS per definir el pronostic en pacients amb CCR d'aparicio
primerenca, donat que tenen pitjor pronostic els CCR relacionats amb Mll, és
intermedi en els esporadics i millor en el grup hereditari (130). En els tres
pacients restants amb CCR inestables, MIl de curta durada i amb BRAF-wt, no
es pot descartar que estiguin associats a la SL per la impossibilitat de coneixer

I'estatus d’hipermetilacié de MLH1.

La tinci6 MUC5AC, caracteristica de I'epiteli foveolar gastric (110,112), es va
identificar en menys de la meitat (44%) dels CCR, pero es va mantenir en el
77% dels 35 casos a la mucosa intestinal adjacent disponible. Els carcinomes
positius per a MUC5AC eren més frequientment aquells amb un patré de p53-wt
i estables, encara que I'expressié de MUCS5AC era present en tots els casos
amb IMS. A més, tenint en compte que la majoria dels tumors amb patr6é de
p53-mut no tenien expressio de MUCS5AC, es pot deduir que I'aparicié del canvi
epitelial gastric es produeix en la mucosa inflamada, persisteix en aquella amb
canvis cronics i regeneratius, i es manté als CCR sense mutacio de TP53, pero

es perd en els CCR p53-mut.

En base als resultats obtinguts, podem caracteritzar als CaMIl que es
desenvolupen a través de la via inflamatoria per la preséncia de les segiients
caracteristiques moleculars: un patré de p53-mut, manca d’IMS i manca
d’expressié de MUC5AC.

Si extrapolem I'expressio de MUC5AC, marcador de I'epiteli foveolar gastric, a
la preséncia de MG, els nostres resultats concorden amb les dades recentment
publicades per Chen et al. que identifiquen la MG com a substrat per a l'inici de
la via serrada del CCR, com a resultat de I'adaptacio a la lesioé continua de
I'epiteli del colon dret (116). Per tant, en base als nostres resultats podem
argumentar que la MG és el canvi compartit pels CaMll i el CCR serrat en qué
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s'inicia la sequéncia “inflamacié cronica-displasia-cancer”. D’altra banda poden
afirmar que els CCR que apareixen a la MIl i que mostren un perfil inestable
amb patr6 de p53-wt i expressié de MUC5AC, diferent al dels CaMll, son CCR

de la via serrada, un cop exclosa la possibilitat d’estar associats a la SL.

Un cop caracteritzats els CaMIl i identificada la preséncia d’epiteli gastric a la
mucosa adjacent als carcinomes a través de I'expressio de MUC5AC, vam
voler conéixer com es comportaven les lesions precursores dels CaMll a la MC
i la CU estudiant els mateixos marcadors amb els que haviem diferenciat les
vies inflamatoria i serrada, i afegint I'expressié de CDX2 per a definir millor la
MG.

L'objectiu era explorar la preséncia de MG i la relacié amb la displasia en una
serie de DNC i DC identificades retrospectivament a partir de colectomies amb

MIl amb o sense CCR concomitant.

A la Ml la displasia es genera sobre una mucosa inflamada, creant multiples
lesions planes, moltes vegades no visibles a la colonoscopia, per la qual cosa
aguests pacients requereixen controls estrets (10). La DC és la forma més
reconeguda de displasia, tot i que recentment, s’han descrit noves lesions de
patrons histologics diversosanomenades DNC (43). Entre les diverses
classificacions de DNC que existeixen (42,43,94,95), vam escollir la de Choi et
al, per a classificar les lesions del nostre estudi, identificant 15 lesions de DC i
61 de DNC en 33 peces de colectomies de pacients amb MII. La dificultat de
mostreig de les peces degut a que moltes lesions no sén visibles, la preséncia
de multiples lesions a la mateixa peca, la poca reproductibilitat d’aquestes
classificacions, i la manca d’experiéncia del patoleg en la seva identificacio, fa
variar enormement en nombre de DNC trobades (41-45). Pel que fa al nostre
estudi, 13 dels pacients estudiats tenien multiples lesions de DNC en diferents
llocs del colon.

En primer lloc vam identificar diferéncies a la distribuci6 dels dos tipus de
displasies. Mentre que les DNC es van localitzar amb més freqtiéncia en
colectomies amb inflamacio aguda, i seguint la distribucié caracteristica de la
inflamacio segons el tipus de MIl i en especimens sense adenocarcinoma, tal i

com es descriu en altres estudis (42,43,134), les DC es van trobar amb més
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frequencia en especimens amb activitat quiescent, sense relaciéo amb la
distribucié de la inflamaci6 al colon segons el tipus Mll i amb adenocarcinoma
concomitant. A diferéncia de les nostres troballes, altres autors han trobat les
DNC més frequientment associades a neoplasies avancades (139). Tot i aixi,
vam observar alguns dels precursors com la hiperplasia hipermucinosa o les
lesions de DNC de tipus lesi6 serrada, fins i tot sense displasia, adjacents a
neoplasies, confirmant I'estatus precursor d'aquestes lesions primerenques,
com ja s’havia descrit previament (162). No es va observar cap relacio entre
ambdos tipus de displasia i la durada de la MIl, encara que si s’observa una

tendencia entre la presencia de DNC i la CU.

Els nostres resultats reporten com a lesions més frequients de DNC la displasia
hipermucinosa, les lesions tipus LSS i la displasia amb deficiencia de cél-lules
caliciformes. Les primeres es caracteritzen per no presentar displasia, i es en
aquestes on principalment es va observar MG, tot i que també es va identificar
el perfil immunohistoquimic de MG a la displasia de cél-lules de la cripta,
caracteritzada per trets displastics. Tant en la hiperplasia mucinosa com en la
DNC tipus LSS vam observar un clar fenotip gastric, morfologic i
immunohistoquimic. Aquest fet concorda amb I'Gltima classificacié de Harpaz et
al., sobre les DNC, que engloba dins un fenotip gastric la displasia
hipermucinosa i lesions serrades de fenotip gastric (94) i reforca la hipotesi que
les DNC, en especial les que presenten fenotip gastric, son I'evolucié de la MG

observada a la mucosa adjacent d’aquests pacients.

AlaDC, la MG es va identificar amb menys freqiencia que a la DNC (19% davant
del 46%) i no es va detectar en cap mucosa adjacent, cosa que suggereix que la
MG no és el substrat on s'origina la DC. Per altra banda, la preséncia de MG,
gue afavoreix el diagnostic de lesio serrada, especialment al TVA-like, il-lustra el

solapament morfologic que es produeix entre els dos tipus de displasies (135).

Al nostre estudi observarem una disminucio progressiva de I'expressié de
MUCS5AC a mesura que apareixia i augmentava el grau de displasia. El gen
TP53 és el més frequentment implicat a la via primerenca de la sequéncia
“‘inflamacio cronica-displasia-carcinoma” a la Mll (136—138). El patr6 de p53-
mut es va identificar amb més frequiéncia a la DNC amb DAG i sense
MUCS5AC. Es important destacar que el fet que I'expressié de MUC5AC
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mostrés un patré de p53-wt recolza que la MG precedeix l'aparicio de
mutacions de TP53. Els canvis a I'expressio de MUCS5AC i p53 reflecteixen les

alteracions moleculars que transformen I'epiteli metaplastic en displasic.

Els nostres resultats donen suport al paper de TP53 en els esdeveniments més
primerencs de la via inflamatoria, ja que hem trobat una expressio alterada de
p53 tant a la DNC amb DBG com a la DAG, amb taxes creixents a la displasia
de més grau. La mucosa inflamada o sana adjacent a les lesions tenia
expressié de p53-wt, fet que suposa una discordanca respecte a les dades
trobades a la literatura que mostren alteracions de TP53 a mucosa inflamada
(73,74,136) i mutacions, missense i nonsense, a DNC de tipus serrat sense
displasia utilitzant un enfocament NGS (136). El fet que aquestes mutacions
puguin ser subclonals i la manca d'una correlacié perfecta entre la preséncia de
mutacions TP53 i I'expressio de p53 podrien explicar la discordanca observada
(139) .

Tot i que vam demostrar la preséncia de MG a les DNC, no vam observar una
pérdua completa d’expressio de MLH1 a cap d’elles que ens permetés identificar
les lesions precursores del CCR de la via serrada. Els canvis de metilacié que
es produeixen a les lesions precursores afecten diferents gens de forma no
aleatoria (140,141). A la LSS, la péerdua complerta de I'expressié de MLH1 es
correlaciona amb un llindar de metilacié del promotor i coincideix amb l'inici de la
displasia (140). El fet d’observar pérdua parcial de tinci6 de MLH1 podria ser
I'expressio de I'heterogeneitat d'hipermetilaci6 de MLH1 que es produeix en

ambdos tipus de lesions precursores (82,142).

En relacio a la IMS a la mucosa adjacent a les lesions, identifiguem una manca
d'expressié de MLH1 a I'epiteli superficial tant a la mucosa normal com a la
mucosa amb inflamacio activa o0 amb canvis cronics. La manca de tincio de
MLH1 a I'epiteli de colon més madur podria ser I'expressio de la inactivacié dels
gens del sistema MMR a les cél-lules no proliferants. D’altra banda, els nostres
resultats concorden amb estudis previs que mostren lI'abséncia d'un paper
rellevant dels gens del sistema MMR en els fendomens de reparacio de 'ADN

que tenen lloc a la mucosa colica a la Mll (143,144).
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En resum, els nostres resultats recolzen que la MG apareix a la mucosa del
colon amb MIl com un mecanisme adaptatiu al dany inflamatori cronic i és el
substrat de la majoria de les DNC on l'aparicio de les alteracions de TP53

inicien la via de carcinogenesi del CaMII.

Concloem doncs, que la MG és un canvi que comparteixen la via inflamatoria
que origina el CaMll i la via serrada, que apareix com a fenomen d’adaptacio6 al
I'estrés cronic de la mucosa i previ a I'aparicié de la displasia, confirmant la

sequeéncia “inflamacié cronica-metaplasia gastrica-displasia-carcinoma”.
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7. Conclusions

Aixi doncs, amb els nostres resultats concloem que:

1. El CaMll es caracteritza molecularment per les alteracions en el gen
TP53, I'estabilitat de microsatel-lites i la manca d’expressio de
MUCS5AC.

2. La positivitat de MUC5AC en tumors amb inestabilitat de
microsatel-lits i patré de p53 no mutat a la MIl suggereix que es tracta

de carcinomes associats a la via serrada.

3. La DNC, especialment les de tipus hipermucinosa i les lesions
serrades, és una lesio precursora del CaMll que es desenvolupa

sobre un substrat de MG.

4. La preséncia de MG a la mucosa adjacent del CaMll i de les DNC,
aixi com en algunes d’aquestes lesions, juntament amb la seva
desaparicié progressiva amb I'augment del grau de displasia,
suggereix que la MG és un procés reparador de la mucosa colica

sotmesa a un dany cronic perllongat.

5. La MG apareix com a pas previ a la displasia i dona suport a la
sequeéncia “inflamacié cronica — metaplasia gastrica — displasia —

carcinoma”.
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El nostre estudi remarca el paper de la MG com a pas previ a la displasia en la
via de la inflamacié del CCR, formant part de la seqiiencia “inflamacié cronica-
metaplasia gastrica-displasia-cancer” en pacients amb MIl. Aquest procés ha

estat descrit en altres localitzacions del tracte gastrointestinal com a I'esofag o

'estémac, perd no s’ha descrit fins ara al colon.

Una de les linies interessants a desenvolupar és seguir amb I'estudi d’altres
alteracions relacionades amb estadis inicials del CaMll, diferents a la mutacio
de TP53, com KRAS, ARID1 i PIGR. Saber quina d’aquestes alteracions estan
presents en lesions precursores amb MG ens ajudaria a confirmar que sén
lesions precursores del CaMll i recolzaria la nostra hipotesi sobre la relacié de

la MG amb aquesta via.

Un altre cami a explorar és estudiar el canvi que es produeix en el
microambient o camp de canceritzacio abans i després de I‘aparicio de la MG
en pacients amb MII, i establir possibles vies d’inflamacié que afavoreixin
I'aparicié d’aquesta, per tal de buscar dianes per bloquejar-les, evitant I'aparicio

de la metaplasia, i per tant, el substrat on s'’inicia la progressié a carcinoma.

Per altra banda, com ja hem mencionat, no hi ha una classificacio robusta i
reproduible de les DNC a la MIl. Un analisi més detallat a nivell molecular ens
ajudaria a discernir millor quina d’aquestes esta clarament relacionada amb el
CaMll. Cal veure si totes les DNC sbén secundaries a un procés inflamatori
perllongat o bé algunes d’elles coexisteixen en pacients amb Mll, pero no tenen
relacié amb la malaltia. La morfologia de les DNC descrites sovint es solapa
amb els adenomes de la via classica i les lesions serrades propies de la via
serrada, el que fa dificil saber si han sorgit com a resposta a la inflamacié o bé

de forma concomitant, sense una clara relaci6 amb aquesta.

Per acabar, Chen et al. relacionen la MG amb la via serrada, pel que podria ser
interessant comparar la mucosa sana de pacients amb lesions serrades amb la
mucosa sana de pacients amb MIl per veure si comparteixen alteracions
semblants pel que fa a les vies inflamatories i alteracions moleculars diferents
de TP53 que intervenen en el camp de canceritzacié i poden ser responsables
de l'aparicié de la MG. Per altra banda, algunes lesions fenotipicament
serrades que s’han detectat al nostre estudi i que mostraven MG podrien
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formar part de la via serrada. Per aquest fet, hem decidit continuar el nostre
estudi caracteritzant una serie de lesions serrades (LSS, LSSD, AST i PH),
mitjangant I'estudi immunohistoquimic de I'expressié de MUCSAC i PDX1 per
demostrar el seu fenotip gastric, i determinant la mutacié de BRAF, com
alteracié caracteristica d’aquesta via, i comparar-les amb adenomes
convencionals. Pel que fa a I'estudi immunohistoquimic esta clar que la majoria
de lesions serrades presenten fenotip gastric, a diferencia dels adenomes
convencionals (annex 10.1 i 10.2). Actualment estem finalitzant I'estudi
molecular de BRAF, on els estudis preliminars, confirmen la hipotesi de la
relacio de la MG amb aquesta via.
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