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Resumen

RESUMEN

Introduccion y objetivos:

El sindrome de Lynch (SL) se caracteriza por una deficiencia en el sistema de
reparacion de ADN (MMR). En algunos casos en los que se sospecha de SL por la
presencia de deficiencia en el sistema reparador del ADN, no se identifica mutacion
germinal patogénica en dichos genes con las técnicas diagndésticas que se utilizan
actualmente. Estos casos son conocidos como sindrome de Lynch-like (SLL).
Actualmente no hay consenso sobre el manejo de estos pacientes. Los objetivos de
este estudio fueron, en primer lugar, identificar las caracteristicas clinicas y
patolégicas que permitiesen orientar el posible origen hereditario o esporadico del
CCR en pacientes con SLL. En segundo lugar, se comparé el riesgo de CCR y otras
neoplasias asociadas a SL entre familiares de primer grado (FPG) de pacientes con
SLLy SL.

Material y Métodos:

Estudio multicéntrico, en el cual, los pacientes fueron identificados a partir de
un registro nacional (EPICOLON IIlI). Se diagnosticO SLL cuando los tumores
mostraron pérdida en la inmunohistoquimica de MSH2, MSH6, PMS2; o pérdida de
MLHZ1 (sin presencia de la mutacion V60OE BRAF y / o ausencia de metilacion de
MLH1), y ausencia de mutacion patogénica en estos genes. Para el primer objetivo
sobre la caracterizacioén clinica y molecular de los pacientes con SLL, se llevo a cabo
un analisis retrospectivo con el fin de identificar caracteristicas clinico-
epidemioldgicas, moleculares o histopatolégicas que permitiesen diferenciar un
posible origen hereditario o esporadico entre los pacientes con SLL, en base al
motivo de diagnéstico de SLL (diagnosticados por los criterios de Amsterdam y / o
Bethesda frente a aquellos diagnosticados cribado universal para SL). En segundo
lugar, se analizaron diferencias de entre los pacientes con SLL en base a la edad del

diagnoéstico de CCR vy la historia familiar de neoplasias asociadas a SL.
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Para el segundo objetivo, sobre el analisis del riesgo familiar de desarrollo de
neoplasias asociadas a SL, se calcul6 la tasa de incidencia estandarizada (TIE) para
CCR y otras neoplasias asociadas a SL, entre los familiares de primer grado (FPG)

de pacientes con SLL y se comparé con la de los familiares de pacientes con SL.

Resultados:

Se incluyeron 160 pacientes con SLL. La edad media al diagnostico de CCR
fue de 55 afnos. Los criterios de Amsterdam |y Il estaban presentes en el 11% y los
criterios revisados de Bethesda en el 65% de los casos. De los pacientes con SLL,
24% fueron diagnosticados mediante la realizacion de cribado universal para la
deteccidén de SL mediante inmunohistoquimica. No hubo diferencias significativas en
relacion al sexo, indicacion de colonoscopia, inmunohistoquimica, localizacion y
estadiaje de CCR, hallazgos histopatolégicos o antecedentes personales de CCR u
otros tumores asociados a SL entre los pacientes que cumplian los criterios de
Amsterdam y / o Bethesda frente los pacientes diagnosticados mediante el cribado
universal para SL. Asimismo, tampoco se observaron diferencias relevantes entre los
pacientes con SLL en funcion de la edad al diagnostico de CCR y/o la presencia de
historia familiar de neoplasias asociadas a SL.

Para el andlisis del riesgo familiar de desarrollo de neoplasias asociadas a SL,
se incluyeron en total, 205 pacientes con SL (1.205 FPG) y 131 pacientes con SLL
(698 FPG) de los que si disponiamos de genogramas completos. Los FPG de
pacientes con SLL presentaron una incidencia elevada de CCR (TIE, 2,08; intervalo
de confianza [IC] del 95%, 1,56-2,71), que fue significativamente menor que la
presentada por los FPG de pacientes con SL (TIE, 4,25; IC del 95%, 3,67-4,90; p
<0,001). Asimismo, el riesgo de desarrollar otras neoplasias asociadas a SL también
se observo incrementado entre los familiares de pacientes con SLL (TIE, 2,04; IC
95%, 1,44-2,80), aunque menor que el presentado entre los familiares de pacientes
con SL (TIE, 5,01; IC 95%, 4,26-5,84; p <0,001).
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Conclusiones:

Los pacientes con SLL presentan caracteristicas clinicas, demograficas e
histopatolégicas homogéneas, independientemente de los antecedentes familiares
de neoplasias asociadas a SL o la edad al diagnostico de CCR. Sin embargo, los
FPG con SLL tienen un riesgo incrementado de desarrollo de CCR y otras
neoplasias asociadas a SL. Aunque este riesgo es menor que el de las familias con
SL, se debe tener en cuenta en el seguimiento de pacientes con SLL y sus

familiares.
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ABSTRACT

Background & Aims:

Lynch syndrome (LS) is characterized by DNA mismatch repair (MMR)
deficiency. Some patients with LS syndrome have DNA MMR deficiencies but no
detectable mutations in genes that encode MMR proteins—this is called Lynch-like
syndrome (LLS). There is no consensus on management of patients with LLS. The
objectives of this study were, first of all, to identify the clinical and pathological
characteristics that would guide the possible hereditary or sporadic origin of CRC in
patients with LLS. Second, the risk of CRC in first-degree relatives (FDR) of patients

with SLL and SL was compared.

Material and Methods:

Patients were included in a national registry of hereditary CRC (EPICOLON
lll). LLS was diagnosed when tumors showed immunohistochemical loss of MSH2,
MSH6, PMS2; or loss of MLH1 without mutation in BRAF and / or absence of
methylation of MLH1, and absence of pathogenic mutation in these genes. For the
first objective, on the clinical and molecular characterization of patients with LLS, an
analysis was carried out in order to identify clinical-epidemiological, molecular or
histopathological characteristics that allowed differentiating a possible hereditary or
sporadic origin among patients with LLS, based on the reason for LLS diagnosis
(diagnosed by the Amsterdam and / or Bethesda criteria compared to those
diagnosed with universal screening for LS). Secondly, differences between LLS
patients were analyzed based on the age of diagnosis of CRC and family history of
LS related tumors. For the second objective, based on the analysis of the family risk
of developing LS associated tumors, the standardized incidence rate (SIR) for CRC
and other LS tumors was calculated among first-degree relatives (FDR) of patients
with LLS and was compared with that presented by FDR of patients with LS.
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Results:

We identified 160 patients with LLS; their mean age at diagnosis of CRC was
55 years. The Amsterdam | and Il criteria for Lynch syndrome were fulfilled by 11% of
cases and the revised Bethesda guideline criteria by 65% of cases. Of the patients
with LLS, 24% were identified in universal screening. There were no proportional
differences in sex, indication for colonoscopy, immunohistochemistry, pathology
findings, or personal history of CRC or other LS-related neoplasms between patients
who met the Amsterdam and/or Bethesda criteria for Lynch syndrome and patients
identified in universal screening for Lynch syndrome. Also, no significant differences
were observed between patients with LLS based on age at diagnosis of CRC and/or
the presence of family history of LS-related neoplasms. For the analysis of the family
risk of developing LS-related neoplasms, a total of 205 patients with LS (1,205 FDRS)
and 131 with LLS (698 FDRs) had complete pedigrees. FDRs of patients with LLS
had a high incidence of CRC (SIR, 2.08; 95% confidence interval [CI], 1.56-2.71),
which was significantly lower than that in FDRs of patients with LS (SIR, 4.25; 95%
Cl, 3.67-4.90; P < 0.001). The risk of developing neoplasms associated with LS
(other than CRC) also increased among relatives of patients with LLS (SIR, 2.04;
95% Cl, 1.44-2.80), but was lower than that among family members of patients with
LS (SIR, 5.01, 95% ClI, 4.26-5.84; P < 0.001).

Conclusions

Patients with LLS have homogeneous clinical, demographic, and pathology
characteristics, regardless of family history of LS-related neoplasms or age at
diagnosis of CRC. However, FDRs with LLS have an increased risk of developing
CRC as well as LS-related neoplasms, although this risk is lower than that of families

with LS. Thus, their management should take into account this increased risk.
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1. INTRODUCCION

1.1.Epidemiologia del cancer colorrectal
El cancer colorrectal (CCR) es una de las neoplasias mas frecuentes en los
paises occidentales (Fig.1). En Europa es el cuarto cancer mas incidente y es la
segunda causa mas comun de muerte por cancer (1). En Espafia, es la segunda
causa de cancer en hombres, por detras del cancer de prostata, y la segunda en
mujeres tras el cancer de mama (Fig.2). La incidencia aumenta de forma progresiva
a partir de los 40 afos. La mayoria de CCR se origina a partir de pélipos

adenomatosos y serrados, lesiones benignas que presentan potencial maligno.

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, worldwide, both sexes, all ages
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Figura 1. Causas mas frecuentes de incidencia y mortalidad a nivel mundial,
secundarias a tumores en el afio 2018. Datos obtenidos de GLOBOCAN. Disponible

online en: https://gco.iarc.fr
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q‘. Fallecidos por cancer en Espana

Figura 2. Tasas de mortalidad para los distintos tipos de cancer en Espafia en 2018.

Disponible online: https://www.ine.es
1.2.Estadiaje y supervivencia del CCR
La supervivencia del CCR depende fundamentalmente del estadio tumoral en

el momento del diagnéstico.

En la tabla 1 se muestra la clasificacion TNM para el CCR, 82 edicion (2).


https://www.ine.es/
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ESTADIO O Tis NO MO
ESTADIO | T1, T2 NO MO
ESTADIO I T3, T4 NO MO
ESTADIO IIA T3 NO MO
ESTADIO IIB T4a NO MO
ESTADIO IIC T4b NO MO
ESTADIO lli Cualquier T N1, N2 MO
T1, T2 N1/Nlc MO
ESTADIO IlIA
T1 N2a MO
T1, T2 N2b MO
ESTADIO IlIB T2, T3 N2a MO
T3, Tda N1/Nlc MO
T3, Tda N2b MO
ESTADIO IlIC T4a N2a MO
T4b N1, N2 MO
ESTADIO IV Cualquier T Cualquier N M1
ESTADIO IVA Cualquier T Cualquier N Mla
ESTADIO IVB Cualquier T Cualquier N M1b
ESTADIO IVC Cualquier T Cualquier N Mlc

Tabla 1. Estadificacion del CCR con la clasificacion basada en el sistema TNM, 82
edicion.

Tis: tumor “in situ”, confinado a la mucosa; T1: tumor que invade la submucosa; T2:
tumor que invade la muscularis propia; T3: tumor que llega hasta la subserosa o los
tejidos grasos perirectales; T4a: tumor que invade la superficie del peritoneo visceral;
T4b: tumor que invade o se adhiere a 6rganos o estructuras adyacentes; NO:
ausencia de afectacion ganglionar; N1: presencia de afectacion tumoral en 1 a 3

ganglios linfaticos perirectales (Nla: afectacion de 1 ganglios linfatico; N1b:
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afectaciéon de 2 o 3 ganglios linfaticos; N1c: presencia de depdsitos de tumor en
subserosa, mesenterio o en tejidos perirectales/mesorectales o depdsitos pericélicos
no peritonealizados; N2a: afectacion de 4 a 6 ganglios linfaticos cercanos; N2b:
afectacion de 7 o mas ganglios linfaticos adyacentes; MO: ausencia de metastasis;
M1: presencia de metastasis a distancia: M1a: metastasis a un érgano distante o a
un grupo de ganglios linfaticos distantes, pero sin metastasis peritoneal;, M1lb:
metastasis a dos 0 mas de un o6rgano distante o a un grupo de ganglios linfaticos
distantes, pero sin metastasis peritoneal; M1c: metastasis en la superficie peritoneal,

acompafada o no de metastasis en otros érganos o localizaciones.

El estudio EUROCARE (European Cancer Registry Study of Survival and

Care of Cancer Patients) es un analisis de base poblacional que proporciona
informacion sobre la supervivencia de los pacientes con cancer en Europa en los
altimos 20 afos (3). En Espafa la supervivencia media a los 5 afios del cancer de
colon se sitla en la media de Europa y para el cancer de recto muy discretamente
por encima:

o Cancer de colon en el 57,1 % (Europa, 57 %)

o Cancer de recto en el 56,4 % (Europa, 55,8 %)

Los programas de cribado de CCR, ofrecen una oportunidad para la deteccién
del CCR en estadios precoces y en distintos estudios, la polipectomia ha
demostrado un aumento de la supervivencia. En el estudio llevado a cabo por
Winawer et al, (4) se evalu6 a 1.418 pacientes a los que se realizdé una colonoscopia
y posteriormente se llevd a cabo un seguimiento durante 6 afios. La incidencia de
CCR durante este periodo fue de 88 a 90% menor comparada con la poblacién de
pacientes con pélipos a los que no se realizdé polipectomia, y un 76% menor con
respecto al registro de poblacion general.

En Espafia, en 2006, el Sistema Nacional de Salud asumio6 el cribado del
CCR a la poblacién comprendida en la franja de edad de 50 a 69 afios, mediante la

deteccidn inmunologica de sangre oculta en heces, que se repetira cada dos afos
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en caso de resultado negativo para la deteccién de sangre oculta y en caso positivo,
se llevara a cabo la realizacién de colonoscopia.

1.3.Etiologia del CCR. Lesiones precursoras.

En el tracto gastrointestinal podemos distinguir distintos tipos de pélipos (5-8):

» Pdlipos inflamatorios.
Se forman como consecuencia del proceso regenerativo de un foco inflamatorio,

por lo que carecen de potencial de degeneracion neoplasica.

» Pdélipos hamartomatosos
Son consecuencia de la proliferacion de células maduras de la mucosa. Se

presentan principalmente en el contexto de dos entidades clinicas: la poliposis

juvenil y el sindrome de Peutz-Jeghers.

» Pdlipos serrados
Este tipo de lesiones representa un grupo heterogéneo de lesiones que
engloba a los polipos hiperplasicos, lesiones serradas sésiles o adenomas serrados
tradicionales. Estos dos ultimos tipos de lesiones son precursoras de CCR a través
de la via serrada de la carcinogénesis.

o Pdlipos hiperplasicos
» Constituyen el 20-30% de todos los pélipos coldnicos. Se trata
de polipos de pequeio tamafo (< 5 mm), con morfologia plana o
sésil. Alrededor del 70-80% se localizan en colon distal. A nivel
histologico, la superficie del epitelio colonico muestra un patron
caracteristico en "diente de sierra" en la parte superficial de las
criptas del colon, con una arquitectura normal comparada con la

mucosa normal del colon.
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o Lesiones serradas sésiles (previamente denominados como adenomas

0 polipos serrados sésiles) (8)

Representan alrededor del 5-15% de todos los polipos serrados.
Se encuentran mas frecuentemente localizados en el colon
proximal. Estos polipos se caracterizan por un mayor tamafio (5-
7 mm) y una superficie con una "apariencia de nube". A menudo
son planos o sésiles y pueden estar cubiertos de moco (9). La
caracteristica histolégica principal es la presencia de distorsion
arquitectonica como consecuencia de alteraciones en la zona
proliferativa de las criptas, dando lugar a la presencia de criptas
horizontales o dilatadas en la base de la cripta y/o criptas

ramificadas que se extienden en la base de la cripta.

Este tipo de lesiones frecuentemente presentan displasia. En un
estudio encontraron areas de displasia en el 37%, y carcinoma
intramucoso (displasia de alto grado) en el 11% de estas
lesiones (6). Entre los pacientes que presentan este tipo de
lesiones, los factores de riesgo para el desarrollo de un
adenoma avanzado sincronico incluye la presencia de lesiones
con un tamafo =210 mm, la ubicacidén en el colon proximal y la

presencia de displasia (10-14).

Las lesiones serradas sesiles, particularmente aquellas con
focos de displasia, se consideran posibles lesiones precursoras
del cancer de colon esporadico a través de la llamada via del
fenotipo metilador de islas CpG (CpG island methylator
phenotype, CIMP) o via serrada de carcinogénesis. Alrededor
del 15 y el 30% de los CCR podrian estar asociados a esta via
(15). La activacion de mutaciones en BRAF parece ser la lesion

precursora, dando lugar a una metilacion generalizada de las
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islas CpG (CIMP). El CIMP produce el silenciamiento de muchos
genes, incluidos algunos genes supresores de tumores (10—
12,16). Existe una fuerte asociacion entre el CIMP, la mutacion
de BRAF y la IMS, probablemente debida ésta ultima a la
hipermetilacion somatica de MLH1 vinculada a este fenotipo
metilador (13,14,17).

o Adenomas serrados tradicionales
= Es el tipo menos frecuente (<1%). Se localizan mas
frecuentemente en el colon rectosigmoideo, presentan un
tamafo superior a las lesiones serradas seésiles, y pueden ser
pediculados o sésiles. Desde el punto de vista histolégico, se
trata de pélipos vellosos. También pueden presentar displasia
citolégica difusa, pero a menudo leve. La presencia de criptas

ectdpicas es caracteristica de este tipo de lesiones (18).

En relacion al sindrome de poliposis serrada, el diagnéstico clinico de esta
entidad requiere la presencia de uno de los dos criterios establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (8):

» Mas de 20 pdlipos serrados de cualquier tamafio, distribuidos en
todo el colon.

» Al menos 5 pélipos serrados proximales al recto > 5 mm, de los
cuales, dos de ellos al menos con un tamafio 210 mm, dos de ellos

mayores a 10 mm de didmetro.

» Pdélipos adenomatosos.
Constituyen los pélipos mas prevalentes en el colon. La mayoria (85%) son

adenomas tubulares, es decir, presentan menos de un 20% de componente
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velloso. Tan sélo un 10% son tubulovellosos y alrededor del 5% son vellosos
(representados por mas de un 80% de componente velloso). Existe cierto grado
de displasias (anormalidades citologicas y estructurales) en todos los adenomas.
Segun el grado de displasia, los poélipos pueden ser de bajo o alto grado de
displasia. En el carcinoma in situ (pTis de la clasificacibn TNM) o
adenocarcinoma intramucoso, los focos neoplésicos invaden la ldmina propia y
puede afectar la capa muscularis de la mucosa, pero sin penetrarla y, por tanto,
posee nula capacidad de diseminacién. Sin embargo, el pélipo maligno (pT1),
representa un adenoma con é&reas de transformacion carcinomatosa que se
extienden a la capa submucosa y, en consecuencia, constituye un carcinoma
invasivo precoz, con capacidad de diseminacion.

Solo una pequefia minoria de adenomas progresa a cancer (5% 0 menos)
durante un intervalo de 7 a 10 afos. El riesgo de progresion es mayor para los
adenomas avanzados (adenoma con displasia de alto grado, > 10 mm de tamafio

o con componente velloso) (7,19,20).

Los polipos adenomatosos se clasifican en funcion de (21):

a) Patron glandular:

o Tubular: los adenomas tubulares representan mas del 80% de los
adenomas de colon. Se caracterizan por una red de epitelio
adenomatoso ramificado. Para ser clasificado como tubular, el
adenoma debe tener un componente tubular de al menos 75%.

o Velloso: para ser clasificado como velloso, el adenoma debe tener un
componente velloso de al menos 75%. Representan del 5-15% de los
adenomas. Se caracterizan por glandulas que son largas y se

extienden directamente desde la superficie hasta el centro del pélipo.
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o Tubulovelloso: aquellos adenomas con caracteristicas vellosas del 25-
75%. Los adenomas tubulovellosos representan del 5-15% de los

adenomas de colon.

b) Grado de displasia. Existe cierto grado de displasia en todos los
adenomas. El grado de displasia se determinara en funcién su foco de
displasia de mayor grado hallado. Segun el grado de displasia, los

polipos se clasifican por tener:
o Displasia de bajo grado
o Displasia de alto grado

La displasia de alto grado (sinébnimo de carcinoma intraepitelial)
representa un paso intermedio en la progresion de una displasia de
bajo grado a cancer. El término se aplica a las lesiones que estan
confinadas a la capa epitelial de las criptas y carecen de invasion a
través de la membrana basal hacia la lamina propia. Como no hay
vasos linfaticos en la lamina propia, las lesiones con displasia de alto

grado no estan asociadas con metéastasis (22,23).

En el carcinoma in situ (Tis) o en el adenocarcinoma intramucoso, las
células cancerosas invaden la lamina propia y pueden afectar pero no
penetrar la muscularis mucosa (21,24). El adenocarcinoma invasivo se
extiende a través de la mucosa muscular hasta la submucosa o en

mayor profundidad.

1.4.Carcinogénesis colorrectal
El CCR evoluciona a través de la acumulacion de alteraciones genéticas y/o
epigenéticas, que conducen primero a la transformacién de la mucosa col6nica
normal en una lesion benigna, y posteriormente, al desarrollo de un carcinoma

invasor.
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En la actualidad se reconocen tres vias moleculares diferentes en el proceso
de carcinogénesis colorrectal: via de la inestabilidad cromosémica (CIN), via de la
inestabilidad de microsatélites (IMS) y via del fenotipo metilador de islas CpG (CIMP)
0 via serrada. Estas vias, no son mutuamente excluyentes ya que algunos tumores

exhiben caracteristicas de méas de una via (Fig.3).
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INESTABILIDAD CROMOSOMICA-MUTACIONES genes supresores de
tumores/oncogenes, pérdida de heterocigosidad, aneuploidia

>

ADENOCA

RCINOMA

EPITELIO ADENOMA TUBULAR ADENOMA ADENOMA ANEUPLOIDE / ESTABILIDAD DE
NORMAL PEQUENO INTERMEDIO AVANZADO MICROSATELITES

INESTABILIDAD DE MICROSATELITES-MMR ADN-SINDROME DE LYNCH

TGFpRIN, IGF2R, Caspase 5, Bax, h(MSH3/6, Others

NP 2 . 2 A | ptiaky
EPITELIO  ADENOMA TUBULAR ADENOMA ADENOMA ADENOCARCINOMA
NORMAL PEQUENO INTERMEDIO AVANZADO DIPLOIDE / Carcateristicas

histolégicas de inestabilidad de
microsatélites

VIA EPIGENETICA-HIPERMETILACION ISLAS CpG —SILENCIAMIENTO DEL GEN

Microsatellite instability pathway

EPITELIO POLIPO ADENOMA ADENOMA SERRADO  ADENOCARCINOMA

S——— HIPERPLASICO SERRADO SESIL  SESIL CON DISPLASIA DIPLOIDE / Inestabilidad
CITOLOGICA de microsatélites

Figura 3. Vias carcinogénicas en CCR. Secuencia propuesta de fendmenos
genéticos moleculares en la evolucion del cancer de colon. Fuente: Ahnen et al.
2011.
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Via supresora o de inestabilidad cromosomica

Es la causa mas comun de inestabilidad genomica. Se desarrolla de acuerdo
con el modelo de progresion clasico adenoma-carcinoma propuesto por Vogelstein y
Fearon.

El origen del adenoma se produce por un fallo en el proceso normal de
proliferacion y apoptosis celular. La aberracion inicial se origina en una cripta
colonica, dando Ilugar a una proliferacion en primer lugar monoclonal y
posteriormente policlonal.

Esta evolucién de adenoma a carcinoma suele durar entre unos 5 a 10 afios y
se apoya en datos epidemioldgicos, clinicopatolégicos y genéticos (4,25-29). En
esta via carcinogénica, el desarrollo del CCR se inicia por mutaciones en el gen
APC, lo que conduce a la formacion de un adenoma benigno en la mucosa colonica
(30-33). Posteriormente, mutaciones en KRAS, dan lugar a un aumento de la tasa
de proliferacion y progresién hacia un adenoma avanzado. Por ultimo, mutaciones
en otros genes (TP53, delecciones del cromosoma 18q), favorecen la progresion
hacia CCR. Por tanto, las mutaciones en los oncogenes y los genes supresores
tumorales potencian la proliferacion celular e inhiben la apoptosis. Sin embargo, los
genes de estabilidad mantienen las alteraciones genéticas al minimo y, por tanto,

cuando se inactivan permiten las consecuencias de mutaciones en otros genes.

Via mutadora o de inestabilidad de microsatélites

Aproximadamente un 12-17% de los CCR se desarrolla a través de esta via
(34). Estos tumores se producen como consecuencia de la existencia de mutaciones
en los genes que habitualmente se encargan de la reparaciéon de errores en el ADN.
La inactivacion de estos genes aumenta la tasa de mutaciones durante la sintesis de
ADN, con un aumento en las anomalias estructurales que tienden a aparecer en
secuencias repetitivas de ADN. Esta caracteristica se llama inestabilidad de
microsatélites (IMS) y se observa en mas del 95% de los tumores en pacientes con

CCR u otros tumores asociados con SL.

12
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No obstante, cabe tener en cuenta que la mayoria de los CCR con IMS son
casos esporadicos (alrededor del 80-85%), donde la presencia de IMS se debe a la
hipermetilacion somatica del promotor del gen MLH1 (35). Pero hay un pequefio
porcentaje de CCR con IMS (15-20%) que son de origen hereditario, como es el
caso de los pacientes con SL, donde la alteracion del sistema MMR ocurre a nivel
germinal (34).

Los tumores con fenotipo con IMS tienen una elevada tasa de mutaciones
puntuales (fenotipo hipermutador) y pocas anomalias cromosémicas, siendo la gran
mayoria de ellos diploides, al contrario que los tumores que siguen la via de
inestabilidad cromosomica. El "fenotipo mutador" se descubrié en bacterias en los
afos 1970 y 1980 y estaba bien caracterizado a principios de la década de 1990. Es
causada por la inactivacion mutacional de genes involucrados en la reparacion del
ADN. Por tanto, cuando se deteriora el sistema MMR que corrige errores de
replicacion en el ADN, las células acumulan gran cantidad de mutaciones, que se
cree gque conduce a la transformacién maligna vy, finalmente, a la formacion de

tumores con un fenotipo hipermutado.

Via del fenotipo metilador (CIMP) o Via Serrada

La metilacion del ADN tiene lugar en las citosinas (C) seguidas de guaninas
(G) principalmente en las llamadas islas CpG de los promotores de los genes. Las
islas CpG son regiones del genoma de entre 0,5-5 Kilobases con un contenido en
dinucledtidos CG superior al 55%. Se ha demostrado la existencia de un conjunto de
tumores de colon que muestra alto grado de metilacion en esta region, y se ha
caracterizado mediante un nuevo fenotipo, el denominado fenotipo metilador de islas
CpG (36,37).

Por tanto, ademas de las vias de carcinogénesis anteriormente descritas, en
los ultimos afos se ha profundizado en el conocimiento de una nueva via, la via del

fenotipo metilador o via serrada de carcinogénesis, que surge a partir de una lesién

13
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precursora de morfologia serrada y parece no seguir los mecanismos habituales de
la secuencia clasica adenoma-carcinoma (38).

La carcinogénesis en la via serrada parece iniciarse mediante una mutacion
que activa el oncogén BRAF (V600E), lo que ocasiona una inactivacion de la
apoptosis fisiolégica a nivel de las células epiteliales del colon (39). A partir de ese
momento, las lesiones serradas pueden dar lugar a polipos hiperplasicos o
adenomas serrados y estas lesiones son muy propensas a la metilacion de las islas
CpG de regiones promotoras de multiples genes (40). En el contexto del CCR, la
hipermetilacion de las islas CpG da lugar a un mecanismo epigenético que permite
la represion transcripcional de genes que son importantes en el desarrollo
neoplasicos como p16, MGMT o MLH1 (35,41,42).

Por tanto, el fenotipo metilador, la inestabilidad de microsatélites y la
inestabilidad cromosémica constituyen los tres mecanismos de inestabilidad genética
y epigenética mas importantes del CCR.

METODOS DE DETECCION DE DEFICIENCIA EN LA FUNCION DE LOS GENES
REPARADORES DEL ADN

El estudio de las alteraciones del mecanismo de reparacion puede realizarse

en 3 dmbitos analizando:
a) Inestabilidad de microsatélites
b) Expresion de proteinas de los genes MMR

c) Mutaciones en los genes MMR

a) Microsatélites
Los microsatélites son secuencias cortas (1-6 pares de bases) repetitivas en

tandem de uno a cuatro nucleotidos que existen en el ADN en condiciones normales

14
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y que se denominan mono-, di-, tri- y tetranucleétidos. Durante la replicacion del
ADN, estas secuencias son muy propensas a desalinearse o aparearse
incorrectamente por causa de un fenOmeno conocido como deslizamiento de las
hebras (slippage). Como resultado de ese deslizamiento, se producen deleciones o
inserciones en las secuencias microsatélites, que son corregidas por el sistema de
reparacion del ADN de los errores de la replicacion (MMR). Este sistema esta
formado por cuatro proteinas: MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 (34). La pérdida de
funcién de cualquiera de los elementos que intervienen en este mecanismo produce
la acumulacion de errores de tipo insercion o delecion a lo largo de todo el genoma
tras la replicacion del ADN. Si los microsatélites se encuentran en la region
codificante de los genes, estos errores pueden ocasionar pérdida de funcion por
mutaciones de desplazamiento del marco de lectura (frameshift), codones de stop
prematuros y, por tanto, proteinas truncadas y defectuosas.

Por tanto, cuando se deteriora el sistema MMR, las células acumulan gran
cantidad de mutaciones, lo que conduce a la transformacion maligna y, finalmente, a
la formacion de tumores con un fenotipo hipermutado (34).

En 1998, el National Cancer Institute (43), en un esfuerzo por unificar criterios
a la hora de detectar la IMS en canceres colorrectales, recomendoé el andlisis de un
panel de 5 marcadores, 2 de tipo mononucleétido (BAT-25 y BAT-26) y 3 de tipo
dinucledtido (D2S123, D5S346 y D17S250). Actualmente, el diagndstico de IMS se
realiza, de modo consensuado, analizando un panel de cinco marcadores de
microsatélites quasi-monomodrficos que muestran una alta sensibilidad vy
especificidad para su deteccion (BAT25, BAT26, NR21, NR24 Y NR27). Se
considera que un tumor presenta alta IMS (IMS-H) si muestra inestabilidad en el
40% de los loci examinados (en 2 0 mas marcadores) y baja IMS (IMS-L) si aparece
en un solo marcador, o estables en los casos en los que no aparece inestabilidad.
Actualmente tiende a abandonarse el concepto de IMS-L porque se ha demostrado
gue este grupo presenta caracteristicas superponibles a las de los tumores sin IMS.
Excepto que se especifique lo contrario, el término IMS+ se refiere a los antes

denominados IMS-H.
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Figura 4. Imagen que muestra el andlisis de microsatélites. En la parte superior el

tumor no muestra inestabilidad de microsatélites, mientras que, en la parte inferior, el

tumor si muestra inestabilidad de microsatélites.

Los CCR que se desarrollan a través de la via de la IMS, sean esporadicos 0

hereditarios, comparten determinadas caracteristicas (Fig.5)

e Lalocalizacion es mas frecuente en colon proximal (44).

e Su presentacion histolégica es habitualmente con pobre grado de
diferenciacion, de tipo mucinoso, medular, en anillo de sello y con frecuente
infiltracion linfocitaria peri e intratumoral. La mayoria de los tumores presenta
un patrén de crecimiento expansivo (45—49).

e En cuanto al potencial maligno, en general tienen mejor prondstico y
supervivencia que el resto de los CCR. Los tumores con IMS invaden con
mayor profundidad la pared del colon, pero, en cambio, se diagnostican en
estadios menos avanzados, siendo menos frecuente la presencia de
metastasis ganglionares o a distancia. Por otra parte, algunos estudios han
mostrado que con frecuencia los CCR con IMS tienen un tamafio mayor en el

momento del diagnostico (50-54).
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e Los tumores esporadicos, con fenotipo mutador afectan a individuos de edad
similar a la del resto de los pacientes con CCR. Como suele ocurrir en los
canceres hereditarios, en general los CCR con IMS que aparecen en el SL se

diagnostican en edad méas temprana (52,55).

Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de las neoplasias

colorrectales con fenotipo mutador

Localizacion frecuente en colon proximal

Pobre grado de diferenciacién histoldgico. Presentacion histoldgica
frecuentemente de tipo mucinoso, medular, en anillo de sello
y con frecuente infiltracion linfocitaria peri e intratumoral.

Patron de crecimiento tumoral expansivo

Mejor supervivencia que el resto de los CCR

Figura 5: Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de las neoplasias colorrectales

con fenotipo mutador.

Andlisis inmunohistoquimico

El sistema MMR esta controlado fundamentalmente por las proteinas MLH1,
MSH2, MSH6 y PMS2. Entre ellas forman complejos heterodiméricos. El mas
abundante y primero en actuar esta formado por MSH2-MSH6. A este complejo se le
une posteriormente otro formado por MLH1-PMS2 . El complejo final escinde el error
del ADN y lo repara. Si ambos alelos de alguno de estos genes se inactivan por
cualquier mecanismo (deleccién, mutacién o metilacién), los errores de replicacion
no se pueden reparar y se acumularan mutaciones en microsatélites, produciéndose
IMS y desarrollandose el CCR. La inactivacion de ambos alelos tiene como
consecuencia la pérdida de expresion de la proteina, lo cual puede detectarse
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mediante inmunohistoquimica, lo que ofrece la ventaja de dirigir el analisis genético
al gen que codifica para la proteina no expresada (46). En la tabla 2 se especifica la
interpretacion de los diferentes patrones de pérdida de expresion proteica a nivel

tumoral.

Patron inmunohistoquimico en el CCR |Sospecha de mutacién germinal

Pérdida de expresion de MLH1/PMS2 MLH1

Pérdida de expresion de MSH2/MSH6 MSH2

Pérdida de expresion de MSH6 MSH6
Pérdida de expresiéon de PMS2 PMS2
Expresion normal de las 4 proteinas No sospecha de mutacién

(valorar confirmar mediante IMS)

Tabla 2. Patrones de expresion proteica por inmunohistoquimica del sistema de

reparacion del &cido desoxirribonucleico.

En los tumores del sindrome de Lynch puede observarse pérdida de
expresion de cualquiera de las proteinas MMR (MLH1 50%, MSH2 39%, MSH6 7%,
PMS2<4%). Un minimo porcentaje (5% aproximadamente) de pacientes con
mutacion germinal puede mostrar expresion conservada de las cuatro proteinas.
Esto puede ser debido a la expresién de una proteina mutante no funcional pero con
conservacion del epitopo reconocido por el anticuerpo, o bien, que la mutacién esté

en alguno de los otros genes que controlan el MMR (PMS1 o MLH3) (56,57).
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La pérdida de expresion de MLH1 generalmente se asocia a pérdida
secundaria de PMS2. De la misma forma, la pérdida de MSH2 suele asociarse a
pérdida secundaria de MSH6. Las pérdidas aisladas de PMS2 o MSHS6, indicativas
de mutacion en estos genes, son poco frecuentes y solo deben considerarse tras

haber observado expresiéon de MLH1 y MSH2.

Sin embargo, los CCR que muestran IMS y / o pérdida de expresion de la
proteina MLH1 no son exclusivos de SL y ocurren en hasta el 15% de todos los CCR
esporadicos.

Los CCR esporadicos con pérdida de expresion inmunohistoquimica de
MLH1, son debidos a la metilacion de la isla CpG en el promotor del gen MLH1, lo
que provoca el silenciamiento transcripcional del gen MLH1. La distincion entre el
CCR con IMS asociado a SL y el CCR con IMS esporadico es clinicamente
importante, ya que las vias de carcinogénesis son diferentes. A diferencia de CCR
asociado a SL en el cual la secuencia de adenoma a carcinoma ha sido reconocida
durante mucho tiempo como la principal via de carcinogénesis colorrectal (30), los
casos de CCR esporadicos con IMS son secundarios a una via alternativa donde el
CCR se desarrolla a partir de polipos precursores con arquitectura serrada (58). La
via serrada se caracteriza por un fenotipo metilador de isla CpG (CIMP), la mutacién
BRAF (V600E) y la metilacion del promotor del gen MLH1.

Por este motivo, en estos casos, en lugar de proceder directamente al analisis
de mutaciones en MLH1, se debe realizar previamente el analisis de mutaciones
somaticas en el gen BRAF (V600E) puesto que ha demostrado ser de utilidad, ya
que la presencia de mutacion somatica en este gen se asocia a los tumores con

hipermetilacion de MLH1 y por tanto a un origen esporadico (42,59-61).

Valoracion de la inmunohistoquimica

El estudio inmunohistoquimico se basa en la tincion histologica con

anticuerpos sobre tejido tumoral fijado en formol e incluido en parafina. Para su
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valoracion siempre se dispone de controles internos positivos (estroma, linfocitos),
necesarios para poder determinar que la ausencia de expresion en un tumor no es
debida a un problema de la técnica. Un caso se considera con pérdida de expresion
cuando no se observa inmunotincion en ninguna célula neoplasica. Frecuentemente
la tincion obtenida es heterogénea. Por ello, siempre se debe valorar la pérdida de
expresion en un campo de gran aumento que disponga de controles internos
positivos (46) (Fig. 6). El resultado inmunohistoquimico debe expresarse como
presencia o ausencia de expresion de cada una de las proteinas o como no

valorable si no se obtienen controles internos adecuados.
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Figura 6. A. Muestra pérdida de expresion en MLH1. B. Expresion conservada en
MSH2. C. Expresion conservada en MLH1. D. Pérdida de expresion en MSH2.
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Andlisis genético

El andlisis genético permite identificar la alteracion puntual del gen. Esta
especialmente indicado en casos con sospecha de SL, no soélo para su confirmacion
sino también para la identificacion de familiares portadores. En los casos
esporadicos el gen esta inactivado s6lo en el ADN tumoral, mientras que en los
casos de CCRHNP la mutacion es germinal y, por tanto, también se halla presente

en el ADN constitucional.

Entre los individuos con SL, las mutaciones en los genes MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2 se encuentran aproximadamente en 37%, 41%, 13% y 9%,

respectivamente (57).

El estudio genético de las mutaciones germinales se realiza con una
extraccidon de sangre periférica. Este analisis implica por un lado el estudio de
mutaciones puntuales, asi como inserciones o deleciones de pequefio tamafo,
mediante secuenciacion Sanger de la region codificante completa y las uniones
intron-exén del gen en cuestién; y por otro lado, el estudio de grandes
reordenamientos genéticos en dichos genes mediante MLPA (Multiplex Ligation
Probe Amplification) (62—-64). Hasta la actualidad se conocen mas de 300
mutaciones germinales, estando la mayoria localizadas en los genes MLH1 y MSH2
(65-69).

1.5.Sindromes con riesgo familiar de CCR

La mayor parte de los CCR que se diagnostican (75%) son esporadicos, es
decir se desarrollan en pacientes sin antecedentes familiares de la enfermedad y en
general a partir de los 50 afos. Por otra parte, los estudios con gemelos han
demostrado que hasta el 35% de los casos de CCR tienen un componente familiar

(70). Por ultimo, s6lo un porcentaje mas pequefio de los casos de CCR (3-5%) son
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secundarios a un sindrome hereditario causado por una mutacion en linea germinal,
en un gen de alta penetrancia (gen APC, gen MuTYH, genes MMR, entre otras
causas menos frecuentes de mutaciones) (71) (fig. 7). Dentro de estos sindromes
hereditarios que asocian un elevado riesgo de desarrollo de CCR, podemos

diferenciar dos grupos:

a) CCR asociado a poliposis intestinal (poliposis adenomatosa familiar, Sd
Peutz-Jeghers, Sd poliposis juvenil)
b) SL o CCRHNP

PAF, PAFA
Peutz-Jdeghers,
Poliposis

Figura 7. Distribucién de las distintas entidades de CCR.
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El cancer colorrectal familiar se define como un grupo heterogéneo de
individuos portadores de un mayor riesgo familiar de desarrollar CCR sin identificar
una causa genética conocida. En aquellas personas que presentan antecedentes
familiares de CCR, el riesgo de desarrollo de CCR depende de varios factores
(grado de parentesco, numero de miembros de la familia afectados o la edad en el
momento del diagnéstico del CCR) (72,73).

A continuaciéon, se detallan los diferentes grupos de riesgo familiar que

condicionan un incremento de CCR:

GRUPO DE
RIESGO FAMILIAR

DEFINICION

Presentan un incremento en el riesgo de desarrollo

de CCR debido a la presencia de

CCR familiar

antecedentes familiares de CCR,

pero no se identifica una causa genética conocida.
Céncer colorrectal Familia que cumple criterios de Amsterdam tipo | con
hereditario tipo X sistema de reparacién normal en el tumor

Mutacion causante en

Sindrome de Lynch . N
MLH1/MSH2/MSH6/PMS2/EPCAM identificada

Poliposis y
o Causada por mutacion en APC o en MUTYH
adenomatosa familiar

Sd Peutz-Jeghers Mutacion en STK11. Pélipos hamartomatosos

) Cronkite-Canada, poliposis juvenil, poliposis hereditaria
Otros sindromes . . o
. . mixta (hiperplasico, adenoma serrado o adenomatosa
de poliposis _ o -
sin mutacion identificada en APC o en MUTYH)

Tabla 3. Grupos de riesgo familiar que condicionan un incremento de CCR.
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Dentro del grupo de sindromes hereditarios que asocian un riesgo
incrementado de desarrollo de CCR, el mas frecuente es el cancer de colon

hereditario no polipésico (CCHNP) o sindrome de Lynch (SL).

1.5.1. Cancer de colon hereditario no polipdésico (CCHNP) o sindrome de
Lynch.

El sindrome de Lynch es un trastorno hereditario que predispone al desarrollo
de diferentes tipos de tumor. Actualmente, el sindrome de Lynch es la forma mas
frecuente de CCR hereditario, representando el 1-3 % de todos los CCR (74). Es un
trastorno autosomico dominante, con penetrancia elevada, por lo que se observa la
afectacion de multiples generaciones. Se caracteriza principalmente por el elevado
riesgo de desarrollo de céncer colorrectal (CCR) principalmente, seguido de un
elevado riesgo de desarrollo de cancer de endometrio (75) (Fig. 8). Aunque con
menor frecuencia, también se encuentra incrementado el riesgo de desarrollo de
neoplasias de ovario, tracto urinario alto (pelvis renal y uréter), estbmago, intestino
delgado, tracto biliar, pancreas, cutdneos (como adenomas sebaceos, carcinomas
sebaceos y multiples queratoacantomas. Esta variante de expresion fenotipica es
conocida como sindrome de Muir-Torre), y cerebro (glioblastomas; sindrome de
Turcot) (65,76,77). En el estudio realizado por Mgller et al (78), se observd una
incidencia acumulada para el CCR a los 75 afios del 46%, 43% y 15% en los
portadores de mutacion en los genes MLH1, MSH2 y MSH6, respectivamente; para
el cancer de endometrio: 43%, 57% y 46%; para el cancer de ovario: 10%, 17% y
13%; para gastrointestinal superior (gastrico, duodenal, conducto biliar o canceres
pancreaticos): 21%, 10% y 7%; para neoplasias del tracto urinario: 8%, 25% y 11%,
y para tumores cerebrales: 1%, 5% y 1%, respectivamente. El cancer de ovario
ocurrio principalmente en la fase premenopausica. Por el contrario, las neoplasias en
tracto gastrointestinal superior y tracto urinario ocurrieron predominantemente a
edades mas tardias. La supervivencia general a los 5 afios para la neoplasia de

colon fue de 96%, para las neoplasias en sigma y recto del 75%, para la neoplasia
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de endometrio del 93%, para las neoplasias de ovario, del 83%, de vejiga urinaria
del 93%, uréter 85%, duodeno 67%, estbmago 61%, tracto biliar 29%, cerebro 22% vy
pancreas 0%. Los portadores de mutacion en PMS2 tenian menor riesgo de cancer.

Riesgo de desarrollo de tumores

extracoldnicos en sindrome de Lynch

CEREBRO

CUTANEO

GASTRICO T
PANCREAS / BILIAR - 218
TRACTO URINARIO - =28

INTESTINO DELGADO || | 2%
OVARIO I:I U
|

ENDOMETRIO

27-71

Figura 8. Riesgo de desarrollo de tumores extracolonicos en sindrome de Lynch.
Fuente: Koornstra JJ et al. 2009.

Casi todos los tumores relacionados con este sindrome se caracterizan por
una edad temprana de aparicion (edad media aproximada de 45 afos), las
neoplasias de colon suelen localizarse en colon derecho (aproximadamente el 70%
presentan una localizacién proximal a angulo esplénico) y con frecuencia son
tumores que muestran las siguientes caracteristicas en el estudio histolégico: peor
grado de diferenciacion, productores de mucina y con intenso infiltrado linfocitario.
En estos pacientes es frecuente la aparicion de otros CCR sincronicos (definidos
como la presencia de mas de un CCR en los seis primeros meses desde el
diagnéstico de CCR inicial) y CCR metacronicos (aquellos diagnosticados a partir de

los seis meses, tras el diagnostico de CCR inicial (65,76,77).
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El SL estd causado por mutaciones en la linea germinal en alguno de los
genes MMR. La mayoria de los pacientes con SL presentan mutaciones en los
genes MLH1 o MSH2, aunque también se pueden observar con menor frecuencia
mutaciones en los genes MSH6 y PMS2 (57). Estos genes son responsables de
corregir los errores que ocurren durante la replicacion del ADN denominados
apareamiento incorrecto y que da lugar a anomalias estructurales que involucran
bases no apareadas. Por tanto, la inactivacion de estos genes incrementa la tasa de
mutaciones durante la sintesis del ADN, con presencia de un aumento de estas
anomalias estructurales que tienden a aparecer en secuencias de ADN repetitivas.
Esta caracteristica se denomina "inestabilidad de microsatélites" (IMS) y se observa
en mas del 95% de los tumores de pacientes con CCR u otros tumores asociados a
SL (43).

Por otra parte, la IHQ con anticuerpos frente a las proteinas de los genes
reparadores del ADN muestra si hay expresiéon o pérdida de la misma de estos
genes y puede ser Util para identificar posteriormente alteraciones en los genes
MMR (79).

Dada la alta prevalencia de CCR en los pacientes con SL y, aunque con
menor frecuencia, también de desarrollo de otras neoplasias, es de vital importancia
la sospecha clinica de este sindrome. Por ello, con el fin de identificar los pacientes
con riesgo de padecer SL, se desarrollaron hace afios una serie de criterios clinicos

gue permitiesen seleccionar a los pacientes con sospecha de SL.

15.1.1. Criterios clinicos para el diagndstico de sindrome de Lynch

En 1989, el Internacional Collaborative Group on Hereditary Nonpolyposis
Colorrectal Cancer propuso los criterios de Amsterdam | para unificar la definicion
clinica del sindrome de Lynch (80). En 1999 estos criterios se revisaron (Criterios de
Amsterdam Il) para incluir los tumores extracolénicos (81) (Tabla 4). Posteriormente,

en 1996 un grupo de trabajo del National Cancer Institute propuso las guias de
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Bethesda para caracterizar a los individuos con CCR y alteraciones en la reparacion
del ADN (82,83). Estas guias son menos restrictivas que los criterios de Amsterdam.
Posteriormente, en 2004 se publicO una nueva guia revisada de los criterios de
Bethesda (84) (Tabla 5).

CRITERIOS DE AMSTERDAM 11

Al menos 3 familiares con CCR o tumor asociado a SL (endometrio, ID,
uréter, pelvis renal),
» Uno de ellos, familiar de primer grado de los otros 2.
Afectacion de 2 generaciones consecutivas
Como minimo un caso diagnosticado < 50 afios
Exclusién de PAF
Confirmacién histoldgica del diagnostico

YV V V V

Tabla 4. Criterios de Amsterdam II.

CRITERIOS DE BETHESDA revisados

Alguno de los siguientes:

» CCR diagnosticado < 50 afios

» Presencia de CCR sincrdnico o metacronico, o de otros tumores
relacionados con SL, independientemente de la edad.

» CCR con IMS-alta en paciente < 60 afos.

» Paciente con CCR y un familiar de primer grado con un tumor
relacionado con SL, uno de los canceres diagnosticado antes de los
50 afos.

» Paciente con CCR con dos 0 mas familiares de primer o segundo
grado con un tumor relacionado con SL, independientemente de la
edad.

Tabla 5. Criterios de Bethesda revisados.
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1.5.1.2. Cribado universal para el diagnéstico de sindrome de Lynch

Sin embargo, aunque la estrategia de deteccion de pacientes con SL guiada
en base al cumplimiento de los criterios de Amsterdam y/o Bethesda, ha demostrado
ser eficaz y coste-efectiva (79), diversos estudios han puesto de manifiesto la
eficacia de implementar el cribado para identificar el SL mediante el analisis de
expresion de las proteinas de los genes MMR o el estudio de inestabilidad de
microsatélites en todos los casos de CCR. Esta estrategia diagnostica permite
identificar nuevos casos de SL que no cumplian los criterios de Amsterdam y/o
Bethesda, y que por tanto hubiesen quedado sin poder identificar, si nos basamos
en la identificacion de estos pacientes mediante el empleo exclusivo de los criterios
clinicos de Amsterdam o Bethesda (64,85).

En el afio 2009 se evalu6 el manejo en los pacientes con SL, recomendado
dicho cribado para SL mediante el andlisis de IMS o la realizacién de IHQ, en al
menos todos los casos diagnosticados de CCR con edades inferiores a 70 afios (86).

Esta estrategia de cribado universal se basa en la evidencia mostrada en
diversos estudios que ponen de manifiesto que hasta un 28% de pacientes con SL
podrian no ser identificados si el estudio mediante IMS o IHQ se llevase a cabo solo,
en base al cumplimiento de los criterios revisados de Bethesda (57,87-92).

Estudios adicionales sugieren que la estrategia de implementar el cribado
universal para la identificacion de SL, mediante el analisis con IHQ en todos los
casos de CCR, presenta una mayor sensibilidad para la identificacion de SL,
comparado con otras estrategias diagnésticas, como el empleo de los criterios de
Bethesda para seleccionar la poblacion a estudio o estrategias selectivas (analisis
mediante IMS o IHQ en pacientes con CCR con edad < 70 anos o pacientes de
mayor edad que cumplian los criterios de Bethesda) (57,93). En este sentido,
diversos estudios han puesto de manifiesto la rentabilidad de la estrategia del
cribado universal para identificar pacientes con SL al reducir la morbimortalidad de
los familiares con SL (90,94,95), permitiendo beneficiarse de las medidas de

vigilancia para la deteccion de neoplasias asociadas (96), quimioprevencion (97) y
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de medidas quirdrgicas que permiten reducir el riesgo de desarrollo de estas

neoplasias (98).
1.5.1.3. Estudio genético. Unidades de consejo genético.

A continuacién, se expone el algoritmo de préctica clinica habitual tras el
diagnéstico de CCR, en la Comunidad Valenciana.
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Figura 9. Estrategia de estudio genético de sindrome de Lynch en pacientes con

cancer colorrectal o de endometrio diagnosticado antes de los 70 afios. Guia de

practica clinica en cancer hereditario de la Comunidad Valenciana. Tercera edicion

servicio de promocién de la salud y prevencion en el entorno sanitario. Conselleria

de Sanitat Universal i Salut Publica Generalitat, 2017.
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Una vez identificada la mutacion patogénica en los genes MMR, al paciente
se le informa de dicho resultado en las consultas de alto riesgo de CCR o en las
unidades de consejo genético. Ademas, el estudio genético se amplia al resto de
familiares de primer grado, mediante la extraccion de una muestra de sangre, que
nos permite llevar a cabo la busqueda entre sus familiares de la mutacion
identificada en el caso indice (es decir el paciente con CCR al que se realizé estudio
molecular y genético en el tumor). Por tanto, aquellos familiares en los cuales no se
identifica dicha mutacion, les informamos que no son portadores de la mutacién y
por tanto no presentan un riesgo incrementado de desarrollo de neoplasias
asociadas a SL. En estos casos, las recomendaciones que deben realizar para
cribado de CCR son las mismas que se emplean en la poblacién general (test de
sangre oculta en heces en aquellos con un rango de edad entre 50 a 69 afios, con
una periodicidad de cada dos afios en caso de resultado negativo y en caso de
identificar sangre en heces se llevaria a cabo la realizacion de colonoscopia).

Sin embargo, a los familiares que son portadores de dicha mutacion, por
tanto, hereditaria, se les deriva a consultas especificas de alto riesgo de tumores
para realizar medidas de vigilancia y profilaxis para prevenir el desarrollo de CCR y
neoplasia de endometrio, principalmente. Respecto el resto de las neoplasias
asociadas a SL (ovario, tracto urinario alto, estobmago, intestino delgado, tracto
biliar/pancreatico, piel y cerebro), dado que el riesgo es menor, no se indican
medidas de vigilancia de manera rutinaria y se recomienda individualizar la vigilancia

de estos tumores en base a la historia familiar.

Las recomendaciones de vigilancia actuales son:

v" Colonoscopia a partir de los 20-25 afios, 0 2-5 afios antes de la edad de
diagnéstico de CCR en el familiar afecto mas joven, escogiendo la opcion que
primero ocurra, con caracter bianual y con caracter anual a partir de los 40
afios (92,99,100).
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v Exploracion ginecoldgica en las mujeres con caracter anual, a partir de los 30-
35 afios mediante ultrasonografia transvaginal y/o aspirado/biopsia
endometrial (92,101-104).

v' En relacién al resto de neoplasias extracolonicas asociadas al sindrome de
Lynch, como se comentaba anteriormente, la incidencia es menor y no esta
demostrada la eficacia de las estrategias de vigilancia en estos casos (105),
salvo en aquellas familias en las que existe una mayor agregacion de una

determinada neoplasia extracolénica endometrial (101-104).

1.5.2. Sindrome de Lynch-like

La implementacion de las actuales recomendaciones de la guia de Jerusalem
que recomiendan la realizacion del estudio de inmunohistoquimica en todos los CCR
o de endometrio en aquellos pacientes con edades inferiores a 70 afios (86), e
incluso el cribado universal para SL, ha dado lugar a un incremento en el nimero de
pacientes diagnosticados con SL. No obstante, en un elevado niamero de pacientes,
observamos la presencia de inestabilidad de microsatélites o pérdida de expresion
de los genes MMR en la IHQ, pero sin poder identificar mutacién patogénica en
dichos genes u otras causas de inactivacion de los genes reparadores del ADN con
los métodos diagndsticos actuales empleados en nuestra practica clinica (89). Estos
pacientes se consideran que presentan CCR u otras neoplasias asociadas a SL de
origen “probablemente no esporadico” o sindrome Lynch-like (SLL). Este grupo de
pacientes representa aproximadamente un 30% de todos los pacientes que
muestran tumores inestables (89).

Dentro de este grupo de pacientes, destaca la presencia de una proporcion
importante de pacientes con CCR que no presentan antecedentes familiares de
neoplasias, y el Unico elemento para sospechar SL es la pérdida de expresion de
alguna de las proteinas del sistema MMR y/o la presencia IMS. Por lo tanto, se

plantea la hipotesis de que alteraciones somaticas en los genes del sistema MMR,
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distintas a la hipermetilacion del promotor de MLH1, pueden explicar la pérdida de

funcionalidad de este sistema en aquellos CCR con tumores con IMS positivos con

un origen patogénico desconocido. Sin embargo, los casos con ausencia de

metilacion somatica o mutacion en los genes del sistema MMR pueden tener otros

mecanismos hereditarios causantes de la enfermedad, que no han sido todavia

implementados en los protocolos diagndsticos que se realizan de forma rutinaria.

En este sentido, podemos distinguir cuatro posibles mecanismos patogéenicos

que podrian explicar la pérdida de expresion de las proteinas reparadoras de los

genes reparadores del ADN (Fig. 10).

Uno de los posibles mecanismos patogénicos podria ser la presencia de
alteraciones germinales atipicas en genes del sistema reparador del ADN
(regiones reguladoras, inversiones o translocaciones) o mutaciones cripticas
(no detectadas con los métodos diagndésticos convencionales) que podrian
provocar alteraciones somaticas en el alelo remanente del sistema MMR. Este
grupo de pacientes, en realidad se trataria de pacientes con SL no
identificado (Fig 10; mecanismo n° 2).

Otra posible causa seria la presencia de alteraciones germinales en otros
genes (ej. MUTYH, POLD1, POLE) que podrian alterar el sistema MMR (Fig
10; mecanismo n° 1).

Por ultimo, es posible observar la presencia de tumores esporadicos
secundarios a la inactivacibn somética bialélica de los genes MMR u otros
genes asociados al sistema MMR. La inactivacion puede ser secundaria a la
presencia de dobles mutaciones somaticas en esos genes, inactivacion por
pérdida de heterocigosidad o la combinacién de ambas. Ademas, mosaicismo
en los genes MMR puede ser una potencial causa para la inactivacion (Fig 10;

mecanismo n° 3,4).
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SINDROME LYNCH-LIKE
Tumores: IMS o pérdida de expresion MMR (ausencia de mutacion en BRAF o metilacion en MLH1)
Ausencia de mutacion germinal en MMR (analisis estandar)

Tumores Alteraciones germinales
Alteraciones [ = o esporadicos o . i
atipicas en genes
germinalesesotios || | {p- gld
| | - regiones reguladoras,
genes (MUTYH, .
. Alteraciones _ inversiones, ranslocaciones.. )
POLD1,POLE..) |1 | somaticas en genes Alteraciones
=7
| del cancer (genes Sl
1= supresores de bialelicas en genes
I
| || tumores, oncogenes, MMR
===l qgenes reparadores
Alteraciones somaticas | ! i ) Alteraciones somaticas
del alelo remanente en I K\‘ del alelo remanente en
estos genes Ls genes MMR
— 1—

Figura 10. Mecanismos patogénicos responsables de la pérdida de expresion de

proteinas de los genes reparadores del ADN.

1.5.3. Desafios diagnosticos en el Sindrome de Lynch y Sindrome de

Lynch-like. Situacion actual.

Las pruebas genéticas actuales para el diagndéstico del SL implican una

combinacion de secuenciacion directa del ADN vy andlisis de grandes
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reordenamientos dentro las regiones codificantes de los genes del sistema MMR. En
los dltimos afios algunos casos de SLL han sido explicados posteriormente por
nuevas alteraciones germinales tales como deleciones del gen EPCAM (106) o
epimutaciones constitucionales en el gen MLH1 (107-109). Sin embargo, algunos
reordenamientos gendmicos tales como inversiones son dificiles de detectar e
interceptar utilizando procedimientos de rutina (110). Hasta el momento, s6lo una
inversién que afecta a los exones 1-7 del gen MSH2 ha sido asociada al SL (111),
mientras que una publicacidon reciente ha descrito una inversion paracéntrica que
implica los genes MLH1 y LRRFIP2 (112). Ademas existen evidencias de que el
promotor de MLH1 es bidireccional con un segundo gen, EPM2AIP1 (113), y se ha
demostrado que alteraciones genéticas en este promotor dan lugar a disminucion
transcripcional de MLH1 y a un fenotipo IMS. Sin embargo, las regiones reguladoras
no se incluyen en las pruebas genéticas para el diagnostico del SL y, como
consecuencia, la prevalencia de las mutaciones en estas regiones es todavia

desconocida.

Como ya se ha referido con anterioridad, en alrededor del 30% de los
pacientes que cumplen criterios clinicos para el diagnéstico de SL no se identifican
mutaciones germinales en los genes del sistema MMR, lo que no excluye del
diagnéstico. Estos datos indican que la estrategia actual de diagndéstico del SL
debera ser complementada por algoritmos que integren otros datos moleculares de
los tumores que permitan el diagnéstico diferencial entre formas esporadicas y
familiares en tumores con fenotipo con IMS.

Sin embargo, el uso de paneles multigenes u otros métodos diagndsticos no
han sido implementados de manera rutinaria en la mayoria de los centros debido a
discrepancias respecto al analisis apropiado sobre mutaciones somaticas y sin la
presencia de una metodologia uniforme recomendada. Por otra parte, la
identificacion de las mutaciones somaticas en los genes del sistema MMR utilizando
ADN de muestras tumorales embebidas en parafina y fijadas en formol ha sido un

reto hasta la fecha, debido al dafio que se produce en el ADN durante la preparacion
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de la muestra. Los secuenciadores de nueva generacion permiten el analisis de
miles de amplicones de PCR y esta disefiado para utilizar ADN de baja calidad. Esta
posible estrategia diagndstica, subraya ademas la necesidad de incorporar
secuenciadores de nueva generacion incrementando el elevado coste de esta

posible estrategia diagnostica.

En este complejo escenario, dado que no se conoce el mecanismo
patogénico del SLL, existe incertidumbre con respecto al tratamiento preventivo de
los pacientes y sus familiares, ya que no existe consenso sobre si debiera ser
considerado como un origen probablemente hereditario o esporadico. En la
actualidad, existen pocos estudios clinicos o moleculares que caractericen a este
grupo de pacientes con SLL, y el riesgo asociado de desarrollo de neoplasias, por lo
que se desconoce la estrategia de seguimiento que se ha de realizar en estos
pacientes y sus familiares. En un estudio previo, realizado por Rodriguez-Soler et al
(114), se observo que la incidencia de CCR en el grupo de pacientes con SLL fue
significativamente menor que la encontrada en familias con SL confirmado pero
mayor que en familias con CCR esporadicos. Estos resultados sugieren que los
pacientes con SLL, representa a un grupo heterogéneo que incluye probablemente
al menos dos poblaciones diferentes. Un primer grupo se encuentra representado
por aquellos casos en los que las caracteristicas clinicas sugieren fuertemente un
origen hereditario, pero en los que el defecto genético ain no ha sido identificado.
Un segundo grupo incluye una proporcion significativa de las familias con SLL que
no tienen antecedentes de cancer y en las cuales, el Unico elemento para sospechar
SL es la presencia de IMS y la pérdida de expresion de alguna de las proteinas del
sistema MMR. En este ultimo grupo probablemente un evento a nivel somatico, que
no sea la hipermetilacion del gen MLH1, podria ser la causa subyacente de este
fenotipo IMS. Se ha propuesto el estudio de mutaciones somaticas para diferenciar
los casos esporadicos de los probablemente hereditarios (115).

El presente proyecto pretende abordar este problema, mediante la

caracterizacion clinica y patolégica de los pacientes con SLL, y evaluar el riesgo de
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desarrollo de neoplasias asociadas a SL entre estos pacientes y sus familiares,
debido a la evidente trascendencia en la préactica clinica.

1.6.Proyecto EPICOLON

Con el fin de poder ampliar los conocimientos respecto al SLL, el Grupo de
Oncologia Gastrointestinal de la Asociacion Espafiola de Gastroenterologia
(www.aegastro.es), desarrolld6 hace ya unos afos el proyecto EPICOLON, que
consiste en una base de datos poblacional, en la que se realiza el registro online de
variables demogréficas, clinicas y patolégicas de pacientes con SL, SLL y otras
formas hereditarias de CCR. En este proyecto participan actualmente mas de 25
hospitales distribuidos por toda la geografia espafiola (ver anexo). El proyecto
EPICOLON 1 incluia pacientes de manera consecutiva con nuevo diagnéstico de
CCR diagnosticados entre noviembre del afilo 2000 y octubre del afio 2001, con el
principal objetivo de estimar la incidencia de SL en Espafia (116). Posteriormente se
desarrolld el proyecto EPICOLON II (2006), dirigido a profundizar en las bases
moleculares de las formas hereditarias y familiares del CCR. Desde el afio 2013, se
han realizado modificaciones que han dado lugar al proyecto EPICOLON III, que
actualmente sigue vigente con una inclusion progresiva de pacientes. Los pacientes
diagnosticados de SLL incluidos en los proyectos anteriores (EPICOLON 1y Il) han

sido incluidos en esta ultima version de EPICOLON 1.
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2.1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Como ya se ha descrito en la introduccion el cribado universal en el CCR para
la deteccidn de pacientes con SL ha puesto de manifiesto un elevado nimero de
pacientes con SLL, en los que no podemos determinar entre un origen del tumor
esporadico o hereditario.

Por este motivo, es preciso profundizar en el conocimiento relativo a la
patogenia del tumor en los pacientes con SLL, mediante la caracterizacion
epidemioldgica, clinica y patolégica de este grupo de pacientes con la finalidad de
identificar y caracterizar a aquellos pacientes en los que realmente existe un origen
esporadico de aquellos en los que dichas caracteristicas, sugieran un origen
hereditario, que condicione un riesgo incrementado de desarrollo de neoplasias
asociadas.

Ademas, el analisis del riesgo de desarrollo de neoplasias asociadas a SL en
los pacientes con SLL y sus familiares, podria permitir establecer medidas de

vigilancia especificas.
2.2. HIPOTESIS DE TRABAJO

La caracterizacion epidemiolégica, clinica y patologica de pacientes con SLL,
permitira discriminar entre un posible origen esporadico o hereditario del tumor y

evaluar el riesgo de desarrollo de neoplasias asociadas a SL entre estos pacientes y

sus familiares.
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3. OBJETIVOS
Objetivos principales:
=> Identificar las caracteristicas  epidemiolégicas, clinicas o
histopatologicas que permitan diferenciar un posible origen hereditario
0 esporadico en los pacientes con SLL.
=» Evaluar el riesgo familiar de desarrollo de CCR u otras neoplasias
asociadas a SL entre los familiares de primer grado (FPG) de pacientes
con SLL en comparacion con el riesgo presente entre los FPG de
pacientes con SL.

Objetivos especificos:

» Evaluar las posibles diferencias clinico-epidemiolégicas o histopatolégicas de

los pacientes con SLLy SL.

» Analizar la posible diferencia en la prevalencia de CCR sincronico o

metacronico y de otras neoplasias asociadas al SL en los pacientes con SLL.

» Analizar la prevalencia de neoplasias asociadas a SL entre los familiares de

pacientes con SLL.

» Comparar la incidencia de neoplasias asociadas a SL entre pacientes con SL

y SLL y sus familiares.
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4. METODOLOGIA

4.1. Disefio del estudio

Para el estudio de las caracteristicas clinicas y patolégicas de pacientes de la
cohorte de SLL y SL se realiz6 un estudio retrospectivo, observacional, multicéntrico,
de tipo transversal mediante muestreo consecutivo.

Para realizar el andlisis del riesgo familiar de CCR y otras neoplasias
asociadas a SL, se realiz6 en primer lugar, un estudio retrospectivo de la informacion
relativa a neoplasias asociadas a SL, entre los familiares de primer grado de
pacientes con SL y SLL, en el momento del diagnoéstico del SLL y SL.
Posteriormente, se realizé un estudio prospectivo, para el analisis de supervivencia
de neoplasias asociadas a SL, de los casos nuevos de CCR y neoplasias asociadas
a SL que han aparecido desde el momento del diagnéstico del CCR en los pacientes
con SL y SLL, hasta final del seguimiento (31-07-2019).

A continuacion, se muestra un diagrama con las diferentes fases del estudio
(Fig. 11)
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CARACTERIZACION EPIDEMIOLOGICA, CLINICA Y PATOLOGICA DE PACIENTES CON CCR QUE
CUMPLEN CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE SLL

IDENTIFICACION DE CRITERIOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS O PATOLOGICOS QUE PERMITAN \
DISCERNIR ORIGEN HEREDIATRIO O ESPORADICO DEL CCR, EN BASE A:

+ MOTIVO DEL DIAGNGSTICO DEL CCR

+ EDAD AL DIAGNOSTICO DE CCR Y ANTECEDENTES FAMILIARES DE NEOPLASIAS ASOCIADAS A SL /

ANALISIS DE CARACTERISTICAS CLINICAS Y PATOLOGICAS DE POBLACION DE PACIENTES CON CCR
Y SLL, FRENTE AL GRUPO DE PACIENTES CON CCR Y SL

ANALISIS DE RIESGO FAMILIAR DE CCR Y NEOPLASIAS ASOCIADAS AL,
ENTRE LOS FAMILIARES DE PRIMER GRADO DE PACIENTES CON SLY SLL

ANALISIS DE SUPERVIVENCIA DE NEOPLASIAS ASOCIADAS A SL, ENTRE LOS PACIENTES CON SLY SLL,Y
LOS FAMILIARES DE PRIMER GRADO DE ESTOS PACIENTES

Figura 11. Diagrama de flujo en el que se exponen las diferentes fases del estudio.
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4.2. Pacientes y &mbito del estudio

Ambito del estudio

En este estudio se han incluido a aquellos pacientes procedentes de 25
centros sanitarios en Espafa que fueron incorporados a la base poblacional online
EPICOLON Ill. Los pacientes fueron estudiados de forma retrospectiva desde el
diagnoéstico del SLL o SL. La inclusion de pacientes comenz6 en el afio 2015 y
finalizo a finales del afio 2017. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de los
hospitales participantes y se obtuvo el consentimiento informado de los pacientes

para su inclusion.

Pacientes
Los criterios de inclusion fueron:

v' Antecedente de neoplasia colorrectal con presencia de inestabilidad de
microsatélites (IMS) y/o pérdida de expresion de las proteinas de los genes
reparadores del ADN (MSH2, MSH6, PMS2, o pérdida de MLH1 con BRAF
wild type y/o ausencia de metilacion en MLH1), o en EPCAM, en los cuales se
realiz6 estudio genético, pudiendo diferenciar asi dos cohortes diferentes en
este estudio:

a) Pacientes con sindrome de Lynch: pacientes en los que el estudio
genético, si identificd la presencia de mutacion patogénica en los genes
reparadores del ADN (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), 0 en EPCAM.

b) Pacientes con sindrome de Lynch-like: en este grupo de pacientes el
estudio genético no identificé la presencia de mutacién patogénica en

estos genes.

Los criterios de exclusion del estudio fueron:
v Diagnostico de otros sindromes hereditarios.
v Diagnostico de poliposis colénica.

v' Ausencia de estudio genético.
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v Pacientes con neoplasias de endometrio con IMS y/o pérdida de expresion de
las proteinas de los genes MMR, pero sin antecedente de CCR que mostrase
IMS y/o pérdida de expresion de las proteinas de los genes MMR.

v" En los casos de pérdida de expresion de MLH1, fueron excluidos aquellos que
mostraban presencia de hipermetilacion de MLH1 y/o mutacion en BRAF.

v’ Para el andlisis del riesgo familiar de desarrollo de neoplasias asociadas a SL,
se excluyeron aquellos pacientes con SL y SLL de los cuales no disponiamos
en los genogramas de la informacién completa acerca del nimero de los FPG
y edades al diagnéstico de la neoplasia, o en el que caso de ausencia de
neoplasia, edad hasta su fallecimiento o edad actual al final del seguimiento
(31-07-2019).

v' Por Ultimo, para el analisis prospectivo de supervivencia con relacion a los
nuevos casos de CCR y neoplasias asociadas a SL, sélo se incluyd la
informacion relativa a aquellas familias de las que si mantenian un

seguimiento activo desde las consultas de alto riesgo de CCR.

4.3. Base de datos

El registro de las variables demograficas, del estudio de CCR (estudio
molecular, genético, caracteristicas histologicas, estadiaje TNM, tratamiento de la
neoplasia) u otras neoplasias asociadas a SL, al igual que la historia familiar
(antecedentes familiares de CCR u otras neoplasias asociadas a SL), se llevé a cabo
a través de la base de datos online EPICOLON Il (www.epicolon.es). En este
proyecto han participado 25 centros nacionales en la inclusién de pacientes.

» Para el andlisis de las caracteristicas clinicas y patologicas de los
pacientes con CCR diagnosticados de SL y SLL, se obtuvo la
informacion a partir del registro de dichas variables en EPICOLON llI.

» La informacién relativa a la historia familiar (nimero de familiares,

desarrollo de neoplasias, edad al diagndstico de las mismas; entre los
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que no desarrollan neoplasias: edad al final del seguimiento o al
fallecimiento por otras causas), se obtuvo a través de la informacion
disponible mediante los genogramas adjuntos en la base de datos
EPICOLON lII.

4.4. Andlisis de riesgo familiar de cancer

Para el andlisis del riesgo familiar de desarrollo CCR u otros tumores
asociados con SL, se incluyé la informacion relativa a FPG de pacientes con CCR y
SL o SLL, de los casos de los que disponiamos de genogramas con la informacion
completa sobre las edades de todos los miembros de la familia, incluidos los
familiares sin cancer o no portadores de la mutacién identificada, en los casos de SL.
Consideramos tumores asociados a SL a los localizados en: endometrio, ovarios,
tracto urinario, gastricos, intestino delgado, pancreas, tracto biliar, cutaneos (como
adenomas sebaceos, carcinomas y queratoacantomas) y cerebro (gliomas
cerebrales). Por otra parte, los genogramas debian incluir al menos una generacion
hacia atras y hacia adelante, respecto el caso indice. Se calculé la tasa de incidencia
estandarizada (TIE) como la razén del nimero observado de casos diagnosticados
en las familias en el momento de la inclusion en la cohorte EPICOLON Ill. El caso
indice fue excluido para el andlisis de los antecedentes familiares en el momento del
diagndstico.

Posteriormente, se analiz6 el riesgo familiar de desarrollo CCR u otras
neoplasias asociadas con LS, mediante la deteccion de nuevos casos de estos
tumores que aparecieron desde el momento del diagndstico del caso indice hasta
31-07-2019. Para este analisis, se incluyeron los nuevos casos de estas neoplasias
que aparecieron durante el seguimiento entre los casos indices de SL y SLL y sus
FPG. La informacién de los genogramas se actualizé preguntando a los pacientes o
sus familiares, acerca de casos nuevos de neoplasias tras el diagnéstico del caso

indice.
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45. Variables analizadas

A continuacion, se detallan las variables a estudio, recogidas mediante

cuestionarios preestablecido en EPICOLON:

VARIABLES INDEPENDIENTES

e DEMOGRAFICAS:
o Sexo
o Edad

o GENETICAS
o Analisis de inestabilidad de microsatélites:
= [MS alta: si muestra inestabilidad en el 40% de los loci
examinados (en 2 0 mas marcadores)
= |IMS baja o estables si aparece s6lo en un marcador o en
ninguno.

o Analisis de la expresion de proteinas de los genes MMR (MLH1,
MSH2, MSH6 y PMS2) mediante IHQ en el tejido tumoral. El resultado
inmunohistoquimico se expresa expresd como presencia 0 ausencia de
expresion de cada una de las proteinas o como no valorable si no se
obtienen controles internos adecuados.

o Estudio de mutacion BRAF y de metilacion de MLH1 sobre tejido
tumoral, en aquellos casos que mostraban pérdida de expresion en la
IHQ de las proteinas del gen MLHL1.

o Gen analizado, en base a los resultados obtenidos en la

inmunohistoquimica, y resultado de dicho andlisis.
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VARIABLES DEPENDIENTES

e CLINICAS:

©)

Motivo por el que se realizd la colonoscopia dicho estudio:
cumplimiento de criterios clinicos de Amsterdam | y Il o Bethesda o
debido a la implementacion del cribado universal para SL.
Antecedentes de neoplasias coldnicas:
» Edad al diagnéstico
= Localizacién colénica
e Colon derecho (incluye aquellos tumores localizados en
ciego, colon ascendente, angulo hepético y colon
transverso)
e Colon izquierdo (incluye angulo esplénico, descendente y
sigma)
e Recto
» Estadiaje TNM (82 edicion)
= Tratamiento neoplasia
Hallazgos en colonoscopias de seguimiento
Antecedentes de neoplasias extracolénicas:
» Edad al diagnéstico
» Localizaciéon
» Tratamiento neoplasia
Tiempo de seguimiento prospectivo de nuevos casos de CCR y otras
neoplasias asociadas SL entre los pacientes con SLL y SL y sus FPG,
desde el diagnostico de CCR hasta el final de dicho seguimiento (31-
07-2019)

e PATOLOGICAS:

o Grado de diferenciacién CCR: bien, moderado o mal diferenciado.

o Presencia de tumor mucinoso
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o Infiltracién vascular

o Infiltracién linfocitica.

e ANTECEDENTES FAMILIARES
o Arbol genealdgico
o Familiares con neoplasia: Parentesco, sexo, estado, tipo neoplasia,
localizacion.
o Andlisis del riesgo familiar de neoplasias asociadas a SL:
» Edades al diagnéstico de la neoplasia, o en el que caso de
ausencia de neoplasia, edad hasta su fallecimiento o edad
actual al final del seguimiento (31-07-2019)
o Analisis de supervivencia con relacion a los nuevos casos de CCR y
neoplasias asociadas a SL:
» Edades al diagnéstico de las neoplasias asociadas a SL
» Tipo de neoplasia:
e CCR

e Otras neoplasias asociadas a SL

4.6. Estudio inmunohistoquimico y molecular

Analisis de inestabilidad de microsatélites

Los tumores incluidos en parafina se analizaron para determinar la
inestabilidad de microsatélites, usando PCR y electroforesis capilar en el panel
compuesto por los siguientes marcadores repetitivos monomorficos: BAT26, BAT25,
NR21, NR24 y NR27 (117,118). Se considera que un tumor presenta alta IMS (IMS-

H) si muestra inestabilidad en 2 0 mas marcadores.

Los cebadores empleados para la amplificacibn de secuencias de
microsatélites en este panel fueron los empleados previamente (117). Todos los

cebadores directos (Applied Biosysytems, Foster City, CA) tenian una etiqueta
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fluorescente (6FAM, HEX, NED) en el extremo 5°para permitir la deteccion de
microsatélites por el Analizador Genético Avant ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems). Las 5 repeticiones se coamplificaron en una PCR mudltiple que contenia
1 mol/L de cada cebador, 200 mol/L dNTP, 1.5 mmol MgCI2, and 0.75 U Taq
DNApolimerasa. La PCR se realizO6 bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion a 94 °C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por
30 segundos, recocido a 55 ° C durante 30 segundos y extension a 72 ° C por 30
segundos. Esto fue seguido por un paso de extension en 72 ° C durante 7 minutos.
Los cebadores fueron disefiados para permitir la resolucion de diferentes tamafios
de productos de PCR en geles desnaturalizantes al 5% en un ABI PRISM 377
(Applera France, Courtaboeuf, France) secuenciador de ADN automatizado. El
software Genescan (Genotyper 2.1;Applera France) se utiliz6 para calcular el
tamafio de cada producto de PCR fluorescente. Los microsatélites se consideraron
inestables si los fragmentos de PCR mostraban delecciones de al menos 3 pb en un

locus dado.

Andlisis de expresion de MLH1/MSH2/MSH6/PMS2

El estudio de la expresion de proteinas de los genes MMR mediante IHQ se
realizé en todos los pacientes, aunque en 6 pacientes no se disponia de este dicho

analisis. No obstante, se incluyeron por presentar inestabilidad alta de microsatélites.

El estudio IHQ de MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 se realizé en tejido tumoral
fijado en formaldehido e incluido en parafina, como se describié previamente (46).
Un caso se considera con pérdida de expresion cuando no se observa inmunotincién
en ninguna célula neoplasica, en presencia de inequivoco control interno positivo

(linfocitos, células del estroma).

Se utilizaron anticuerpos monoclonales primarios contra MLH1 (clon ESO5,
Novocastra, Leica Biosystems Newcastle Ltd, Newcastle Upon Tyne, Reino Unido,
1:30), MSH2 (clon FE11, Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt,Alemania, 1:50),
MSH6 (clon EPR3945 , Epitomics Inc, Burlingame, California, EE. UU., 1: 200), y
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PMS2 (clon EPR3947, Epitomics Inc, Burlingame, California, EE. UU., 1: 200) en
secciones de 4 ym de tejido fijado en formol y parafinado. Se utiliz6 como sistema de
detecciéon Dako REAL™ EnVision™ (Dako, Shanghai, China) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La reaccion se visualiza con Dako REAL™ DAB +
Chromogen, y los portaobjetos se contratifieron con hematoxilina. La mucosa
colénica no neoplésica, las células del estroma, los linfocitos infiltrantes o los centros
germinales de los foliculos linfoides se utilizaron como controles positivos internos. Y
los carcinomas colorrectales con alteracion de la via reparadora conocidos sirvieron
como controles negativos externos. La expresion normal se defini6 como la
tincion nuclear conservada de las células tumorales, mientras que la pérdida de
expresion de las proteinas se definié como la ausencia total de tincion nuclear de las

células tumorales con tincion inequivoca de los controles internos positivos.

Andlisis de mutacion somatica en BRAF y/o analisis de metilacion

En pacientes con pérdida de MLH1, se analiz6 la metilacion de MLH1 y / o el
estado de mutacion somética BRAF. El andlisis de metilacion MLH1 se realizo
utilizando la amplificacién de sonda dependiente de la ligadura multiplex especifica
de metilacion (MS-MLPA) de acuerdo con el protocolo del fabricante utilizando el kit
SALSA MS-MLPA Kit MEO11 Mismatch Repair Genes (MRC-Holland, Amsterdam,
Paises Bajos) (61).

El andlisis de la mutacion V600E BRAF se realizé utilizando sondas TagMan
especificas mediante PCR en tiempo real (ABI Prism 7500; Applied Biosystems,
Foster City, CA) y software de discriminacién alélica como se describié

anteriormente (119).
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Estudio genético: deteccion de mutaciones en linea germinal

El analisis de mutacion en linea germinal se realiz6 de acuerdo con los
resultados de la expresion de las proteinas de los genes MMR mediante la IHQ

como se describio anteriormente (89).

En consecuencia, el andlisis de mutacién en MLH1 y MSH2 se realizé en
todos los tumores con inmunotincidn negativa en estos genes. El andlisis genético
en MSH6 se realiz6 en pacientes con pérdida aislada de expresion de MSH6 o en
aquellos con pérdida combinada de expresion de MSH2 y MSHS6, sin evidencia de
mutacion en MSH2. Las pruebas genéticas para PMS2 se realizaron en aquellos
pacientes que mostraban pérdida aislada de PMS2. En aquellos pacientes con
pérdida de expresion en MSH2 sin evidencia de mutacion detectada en dicho gen,
se analizé posteriormente el gen EpCAM con el fin de detectar reordenamientos
usando MLPA de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. En
aguellos pacientes con IMS en los cuales no se pudo realizar el andlisis de IHQ, se
llevo a cabo el andlisis genético de los cuatro genes (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2)
(89).

La deteccion de mutaciones puntuales se realizd utlizando PCR vy
secuenciacion directa de toda la secuencia de codificacién y limites intrén-exén de
cada gen. Los grandes reordenamientos (eliminaciones e inserciones) se analizaron
utilizando la técnica MLPA (MLPA Kits P0O03:MLH1-MSH2; P248 (confirmacion
MLH1-MSH2), P008 (PMS2) y P072 (MSH6-EpCAM) MRC-HOLLAND; Amsterdam,
Paises Bajos) siguiendo el protocolo del fabricante. Los resultados del andlisis
genético se interpretaron en base a las Recomendaciones ACMG para los
Estandares para la Interpretacion de las Variaciones de Secuencia (2015) y la base
de datos InSIGHT (120,121).

4.7. Anélisis estadistico
El andlisis estadistico se llevd a cabo mediante el programa SPSS (SPSS

19.0, Chicago, IL, EE.UU.). En cuanto al analisis descriptivo, las variables
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cualitativas se presentan como porcentajes. Las variables cuantitativas continuas se
describen como la media y la desviacion estandar o la mediana y el rango
intercuartilico, dependiendo de si seguian o no una distribucion normal. Para
analizar la asociacion entre variables cualitativas se empled la prueba de chi-
cuadrado, seguida por la prueba exacta de Fisher en su caso, y las pruebas de la t
de Student o de la U de Mann-Whitney para las variables cuantitativas, segun
tuvieron o no una distribucion normal. Para el contraste de las hipétesis descritas
anteriormente se utilizé un nivel de confianza (p) <0.05.

En segundo lugar, con el fin de analizar el riesgo familiar de desarrollo de
CCR u otras neoplasias asociadas a SL, se calcul6 la tasa de incidencia
estandarizada (TIE) para CCR y otras neoplasias asociadas a SL, entre los
familiares de primer grado de pacientes diagnosticados de SLL y se comparo con la
TIE de los familiares de pacientes con SL de la cohorte EPICOLON III.

Para ello, las tasas de incidencia de CCR u otras neoplasias asociadas a SL
fueron estandarizadas por sexo y edad mediante el método indirecto. Los tiempos de
seguimiento (persona-afio) para cada familiar en riesgo se calcularon desde los 20
afos de edad hasta el momento del diagndstico de cancer mas precoz, la edad al
fallecimiento o el fin del seguimiento. Para ello, se emplearon las tasas estandar
obtenidas de los registros regionales espafioles (122). Se calcul6 la tasa de
incidencia estandarizada (TIE) para CCR y otras neoplasias asociadas a SL a partir
del cociente entre los casos observados y los esperados entre los familiares. El
namero de casos esperados se calculé a partir de la suma de los tiempos de
seguimiento (persona-afo) para grupos de edad con intervalo de 5 aflos y por sexo y
la correspondiente tasa de incidencia estandar.

Por ultimo, se llevé a cabo un analisis prospectivo, de aquellos nuevos casos
de CCR u otras neoplasias asociadas a SL en los casos indices de SL y SLL y entre
sus familiares, que aparecieron desde el momento del diagnéstico del caso indice
hasta el final del seguimiento (31-07-2019). Se incluyeron sélo aquellas familias de

las que si disponiamos de informacion relativa a dicho seguimiento posterior. A partir
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de esta informacion se llevd a cabo un andlisis de supervivencia mediante Kaplan-

Meier y el test de log Rank.
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERIZACION CLINICA Y PATOLOGICA DEL SINDROME DE
LYNCH-LIKE

5.1.1. Caracteristicas de los pacientes con SLL

Se incluyeron 160 pacientes con diagnéstico de CCR que cumplian los
criterios diagnosticos de SLL. La via diagnostica del SLL se muestra en la figura 12.

Las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e histopatoldégicas de esta
cohorte se muestran en la tabla 6. La edad media al momento del diagnostico de
CCR fue de 54,9 afios (DE 14,2) y 53 pacientes (33%) eran menores de 50 afios en
el momento del diagnéstico. El 41,3% de los pacientes eran mujeres. En la mayoria
de los casos, la colonoscopia diagnostica del CCR se llevo a cabo por la presencia
de sintomas (87,4%).

El hallazgo més frecuente en la IHQ fue la ausencia de expresion de MLH1 /
PMS2 en el 48,1% de los casos, seguido de la falta de expresion de MSH2 / MSH6
(26,9%). La pérdida aislada de MSH6 (12,5%) o PMS2 (8,8%) fue menos frecuente.
No se realizo el estudio mediante IHQ en 6 pacientes, aunque se incluyeron debido
a la presencia de inestabilidad alta de microstélites.

Con respecto a los antecedentes familiares, el 64,4% de los casos cumplieron
con las pautas revisadas de Bethesda y el 11,2% cumplié con los criterios de
Amsterdam para el diagnéstico de SL. En un 24,4% el diagnéstico se realizé debido
a la realizacién del cribado universal.

En relacién con las caracteristicas del CCR, la mayoria se localizaba en colon
derecho (61,4%), la mediana del tamafio del tumor fue de 5 cm. Respecto la
histologia, observamos la presencia de pobre grado de diferenciacion en un 20,6%
de los pacientes, infiltracion linfocitica en el 23,1%, infiltracion vascular en el 11,3%
y presencia de componente mucinoso en el tumor en un 28,7%.

Acerca de los antecedentes personales, cinco pacientes (3,1%) desarrollaron

un segundo CCR en una media de tiempo de seguimiento de 7 afios (DE 3,9 afos)
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y 27 pacientes (16,8%) tenian antecedentes de otros tumores (no-CCR), de los
cuales, en cinco pacientes (3,1%) eran neoplasias asociadas al SL.

Respecto a los antecedentes familiares, cabe mencionar que el 50% de los
pacientes presentaban antecedentes familiares de CCR, y el 38,7% presentaba

antecedentes familiares de otro cancer relacionado con el SL.

CARACTERIZACION CLINICA Y PATOLOGICA SINDROME DE LYNCH-LIKE
DE PACIENTES CON SLL n=160
CARACTERIZACION SLL,

ENBASEA:

ANTECEDENTES FAMILIARES DE
NEOPLASIAS ASOCIADAS A SL

EDAD AL DIAGNOSTICO DE CCRY
MOTIVO DEL DIAGNOSTICO DEL CCR

Figura 12. Diagrama de flujo de pacientes incluidos en estudio 1.
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Tabla 6. Caracteristicas epidemiolégicas de pacientes con SLL.

SLL n=160
Sexo: mujeres, n (%) 66 (41,3)
Edad media (desviacion estandar) 63,5 (14,4)
Edad media al diagnostico de CCR 54,9 (14,2)

(desviacion estandar)

Indicacion de la colonoscopia, n (%)
Sintomas 118 (87,4)
Cribado CCR 17 (12,6)

Inmunohistoquimica, n (%)

Pérdida de expresion de:

MLH1 and PMS2 77 (48,1)
MSH2 and MSH6 43 (26,9)
MSH6 20 (12,5)
PMS2 14 (8,8)
IHQ no disponible; IMS-H 6 (3,7)
Historia familiar, n (%)

Criterios de Amsterdam |y Il 18 (11,2)
Criterios de Bethesda 103 (64,4)
Cribado universal 39 (24,4)
Localizacion, n (%)

Colon derecho 89 (61,4)
Colon izquierdo y recto 56 (38,6)
Mediana tamafio CCR (rango), cm 5 (0,6-30)
TNM, n (%)

Estadio I-1I 96 (60)
Histologia, n (%)

Mal diferenciado 33 (20,6)
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Infiltracion linfocitica 37 (23,1)
Infiltracion vascular 18 (11,3)
Tumor mucinoso 46 (28,7)
CCR metacronico, n (%) 5(3,1)
Antecedentes personales de otras
, , 27 (16,8)
neoplasias (diferentes a CCR), n (%)
Antecedentes personales de
: 5@31)
neoplasias no CCR de la esfera de SL, n (%)
Antecedentes familiares de
] 80 (50)
cancer colorrectal, n (%)
Antecedentes familiares de
62 38,7)

neoplasias no CCR de la esfera de SL, n (%)

5.1.2. Caracterizacion de los pacientes con SLL

Con la finalidad de identificar caracteristicas clinicas o moleculares que
pudieran resultar de interés a la hora de poder establecer un posible origen genético
frente esporadico, se llevaron a cabo dos analisis. El primero en base al motivo del
diagnostico de SLL, y el segundo, en base a la edad al diagnéstico de CCR y/o

antecedentes familiares de CCR.

e Caracterizaciéon de los pacientes con SLL en base al motivo del
diagnéstico de SLL:

o Pacientes con SLL que cumplian criterios de Amsterdam o Bethesda

frente aquellos en los que el diagndstico de SLL se llevo a cabo debido a

la realizacion del cribado universal para el diagnéstico de SL.

Las diferencias significativas que observamos entre ambos grupos se
relacionaron con la edad media al diagnostico de CCR y con los antecedentes

familiares de CCR.
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La edad media al diagnostico de CCR fue mayor, de 65,5 afios (DE 10,1) en
pacientes diagnosticados por cribado universal frente a una edad media al
diagnéstico de CCR de 51,6 afios (DE 13,7) en pacientes que cumplian los criterios
de Amsterdam o Bethesda (p = 0,02). Por otra parte, el 57% de los pacientes que
cumplian los criterios de Amsterdam o Bethesda tenian antecedentes familiares de
CCR, en comparacion con el 28% de los pacientes identificados a través del cribado
universal mediante IHQ para el diagnéstico de SL (p <0,001).

No se observaron diferencias significativas entre los dos grupos, en relacion
con el sexo, motivo de la indicacion para la realizaciébn de la colonoscopia, los
hallazgos de IHQ, las caracteristicas del tumor (localizacion, tamafio, estadio TNM,
histopatologia), los antecedentes personales de CCR u otro cancer asociado a SL
(tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes basadas en el motivo del diagndstico de
SLL.

Criterios de Cribado
Amsterdam o universal
Bethesda para SL
n=121
n=39
Edad media al diagndstico de CCR (DE), | 51,6 (13,7) 65,5* (10,1)
afios
Sexo: mujeres, n (%) 47 (38,8) 19 (48,7)
Indicacién para la colonoscopia,
n (%)
Sintomas 89 (87,3) 29 (87,9)
Cribado CCR 13 (12,7) 4(12,1)
Inmuhistoquimica, n (%).
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Pérdida de expresion de:

MLH1 y PMS2 57 (47,1) 20 (51,3)
MSH2 y MSH6 30 (24,8) 13 (33,3)
MSH6 16 (13,2) 4 (10,2)
PMS2 13 (10,8) 1(2,6)
IHQ no disponible; IMS-H 5@4,1) 1(2,6)
Localizacion de CCR, n (%)

Colon derecho 66 (60,6) 23 (63,9)
Colon izquierdo y recto 43 (39,4) 13 (36,1)
Tamafio CCR. Mediana (rango), cm 5,88 (4,9-6,8) 4,5 (3,7-5,2)
CCR: TNM, n (%)

Estadio | y Il 62 (51,2) 19 (48,7)
Histologia, n (%)

Pobre diferenciacién 25 (20,7) 8 (20,5)
Infiltracion linfocitica 30 (24,8) 7 (17,9
Tumor mucinoso 36 (29,8) 10 (25,6)
Infiltracion vascular 17 (14) 1(2,6)
Antecedentes personales, n (%)

CCR u otras neoplasias asociadas a SL 11 (9,1) 1(2,6)
CCR sincrénico y / o metacronico 6 (5) 1(2,6)
Otras neoplasias (no-CCR) asociadas a SL | 5 (4,1) 0 (0)
Antecedentes familiares de CCR, n (%) | 69 (57) 11 (28,2)*

*p < 0,05

o Caracterizacion de los pacientes con SLL en base a la edad del

diagnostico del CCR y la historia familiar de neoplasias asociadas a SL.:
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o Pacientes con SLL diagnosticados de CCR antes de los 50 afios y/o
antecedentes familiares de neoplasias asociadas a SL versus
pacientes con SLL diagnosticados con una edad de 50 afios o superior
y sin la presencia de antecedentes familiares de neoplasias asociadas
a SL.

Este segundo analisis tampoco reveld diferencias significativas entre los dos
grupos con respecto al sexo, motivo de indicacion de colonoscopia, IHQ,
caracteristicas del tumor (ubicacién, tamafo, estadio TNM, histologia) o
antecedentes personales de CCR u otras neoplasias distintas a CCR, asociadas a
SL (Tabla 8).

Tabla 8. Caracteristicas de los pacientes segun la edad en el diagnostico de CCR y

los antecedentes familiares de neoplasias asociadas a SL.

_ _ CCR diagnosticado
CCR diagnosticado
>50afosy
antes de los 50 _
. ausencia de
afios y/o
antecedentes
antecedentes -
. familiares de
familiares de . _
neoplasias asociadas

neoplasias
_ aSL
asociadas a SL
n=128
n=32
Edad media al diagnostico 52,05 (14) 65,71* (9)

de CCR (DE), afios
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Sexo: mujeres, n (%) 52 (40,6) 14 (43,7)
Indicacion para la
colonoscopia, n (%)
Sintomas 100 (92,6) 18 (66,7)
Cribado CCR 8 (7,4) 9 (33,3)
Inmuhistoquimica, n (%).
Pérdida de expresidén de:
MLH1 y PMS2 58 (45,3) 19 (59,3)
MSH2 y MSH6 34 (26,5) 9(28,1)
MSH6 18 (14,1) 2 (6,3)
PMS2 12 (9,4) 2 (6,3)
IHQ no disponible; IMS-H 6 (4,7) 0 (0)
Localizacion de CCR, n (%)
Colon derecho 71 (61,7) 18 (60)
Colon izquierdo y recto 44 (38,3) 12 (40)
Tamafio CCR.

_ 5,97 (5-6,9) 3,98 (3,1-4,8)
Mediana (rango), cm
CCR: TNM, n (%)
Estadio | y Il 63 (49,2) 18 (56,2)
Histologia, n (%)
Pobre diferenciacion 27 (21,1) 6 (18,7)
Infiltracion linfocitica 27 (21,1) 10 (31,3)
Tumor mucinoso 33 (25,8) 13 (40,6)
Infiltracién vascular 15 (11,7) 3(9,4)

*p < 0,05
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5.2. RIESGO FAMILIAR DE CCR Y OTRAS NEOPLASIAS ASOCIADAS AL
SINDROME DE LYNCH

5.2.1. Caracteristicas clinicas y patoldgicas entre pacientes con SL y SLL

Para este andlisis se incluyeron los 160 pacientes diagnosticados de CCR
que cumplian criterios diagndésticos de SLL y 286 pacientes con SL diagnosticados
de CCR. Las diferencias demograficas, clinicas e histopatolégicas entre ambas
poblaciones se muestran en la tabla 9.

En este analisis, se observé una edad al diagndstico de CCR més temprana
en el grupo de pacientes con SL (SL 48,1 (DE 12,9) versus SLL 54,9 (DE 14,2); p =
0,01). También se observo un mayor porcentaje de pacientes que cumplian criterios
de Amsterdam y/o Bethesda (Amsterdam | y Il presentes en el 72,1% en el grupo de
SL frente un 11,2% en el grupo de SLL, (p <0,001); criterios revisados de Bethesda
presentes en el 84,2% en el grupo de SL, frente a un 64,4% en el grupo de SLL, p
<0,001).

Respecto al estudio de la expresiéon de proteinas de los genes MMR
mediante IHQ, la pérdida de expresion de MLH1 y PMS2 fue més frecuente entre los
pacientes con SLL (34,3% entre los pacientes con SL versus 48,1% entre los
pacientes con SLL). Por otra parte, entre los pacientes con SL, el hallazgo mas
frecuente en la IHQ fue la pérdida de expresion de MSH2 y MSH6 (42,6% en SL
versus 26,9% en SLL), siendo estas diferencias significativas en ambos casos. En
relacion con la pérdida de expresion de MSH6 y PMS2, no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos. Por lo que concierne a la relacion de mutaciones
patogénicas identificadas dentro del grupo de pacientes con SL, observamos que un
35,3% tenian mutaciones en el gen MLH1, un 41,3% en MSH2, siendo menos
frecuentes las mutaciones en el resto de los genes: 14,7% en MSH6, 5,2% en PMS2
y 3,5% en EPCAM.

No encontramos diferencias significativas respecto a la localizacion de CCR,

siendo mas frecuente en ambos casos en el colon derecho, o el estadio TNM al
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diagnostico, observando que mas de la mitad fueron diagnosticados en estadios mas
precoces.

Sin embargo, cuando analizamos las caracteristicas histopatolégicas del
CCR, si encontramos diferencias significativas en relacion a un mayor porcentaje de
infiltracion linfocitica en el CCR de pacientes con SLL comparado con CCR de
pacientes con SL (23,1% en SLL, frente a un 14,3% en SL, p 0,04). No se
observaron diferencias significativas respecto a la invasion vascular, grado de
diferenciacion o la presencia de tumor mucinoso (Tabla 9).

Por otra parte, también se observaron diferencias significativas en relacion
con un mayor porcentaje de antecedentes personales de CCR u otras neoplasias
asociadas a SL. La presencia de CCR sincronico se observé en un 9,1% de
pacientes en el grupo de SL, frente a 1,3% en el grupo de SLL, (p 0,001). Un 12,9%
de pacientes en el grupo de SL desarrollaron CCR metacronico, frente a un 3,1% de
pacientes que lo desarrollaron en el grupo de SLL, (p 0,001). Por ultimo, un 29,4%
de pacientes con SL tenian antecedentes de otros tumores asociados a la esfera de
SL, frente a un 3,1% en el grupo de SLL, (p < 0.001) (Tabla 9).

Tabla 9. Caracteristicas clinicas y patoldgicas de pacientes con SLy SLL

SINDROME LYNCH SINDROME
N= 286 LYNCH-LIKE
N= 160
Sexo: mujeres, n (%) 132 (46,1) 66 (41,3)
Edad al diagnéstico
de CCR, media (DE) 48,1 (SD 12,9) 54,9 (SD 14,2)*
Motivo de realizacion
de IHQ, n (%)
Criterios de Amsterdam | y II 206 (72,1) 18 (11,2)*
Criterios revisados de Bethesda | 234 (84,2) 103 (64,4)*
Inmunohistoquimica, n (%)
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Pérdida de expresion de:

MLH1 y PMS2 98 (34,3) 77 (48,1)*
MSH2 y MSH6 122 (42,6) 43 (26,9)*
MSH6 40 (14) 20 (12,5)
PMS2 18 (6,3) 14 (8,8)
IHQ no disponible; IMS-H 8(2,8) 6 (3,7)
Gen mutado, n (%)

MLH1 101 (35,3)

MSH2 118 (41,3)

MSH6 42 (14,7)

PMS2 15 (5,2)

EPCAM 10 (3,5)

CCR: localizacion, n (%)

Colon derecho 165 (62,7) 89 (61,4)
Colon izquierdo y recto 98 (37,3) 56 (38,6)
CCR: TNM, n (%)

Estadio | y Il 159 (55,6) 80 (60,1)
Histologia, n (%)

Pobre diferenciacion 50 (17,5) 33 (20,6)
Infiltracion linfocitica 41 (14,3) 37 (23,1)*
Tumor mucinoso 88 (30,8) 46 (28,7)
Infiltracion vascular 35 (12,2) 18 (11,3)
Antecedente personal, n (%)

CCR sincrénico y/o metacrénico | 63 (22) 7 (4,4)*
Tumores no-CCR, asociados a SL | 84 (29,4) 5(3,1)*

*p < 0,05
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5.2.2. Riesgo familiar de CCR y otras neoplasias asociadas a SL entre FPG
de pacientes con SLy SLL

Con respecto al analisis del riesgo familiar de desarrollo de CCR u otras
neoplasias asociadas con SL, de los 286 pacientes con SL y CCR incluimos
informacion sobre familiares de primer grado de 205 pacientes, de los cuales si
disponiamos de la informacion completa sobre la edad y los antecedentes de
neoplasias. Respecto al grupo de SLL, del total de 160 pacientes con SLL, pudimos
obtener informacion completa de los familiares de primer grado de 131 pacientes.
Finalmente, en el grupo de pacientes con SL incluimos informacion sobre 1.205
familiares de primer grado y en el grupo de SLL incluimos un total de 698 familiares

de primer grado. Figura 13.
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Pacientes incluidos en el estudio

Pacientes excluidos por no disponer
de informacion completa en el
genograma

FPG incluidos para el analisis del
riesgo de neoplasias asociadas a SL

Pacientes excluidos por no disponer
de pérdida de seguimiento

FPG incluidos para el analisis
prospectivo de desarrollo de
neoplasias asociadas a SL

Resultados

Pacientes con SLLy
CCR

Pacientes con SLy CCR

n=286
n=160

FPG de pacientes FPG de pacientes
con SL con SLL

n=1.

FPG de pacientes FPG de pacientes
con SL con SLL

n=1.126 n= 587

Figura 13. Diagrama de flujo de pacientes incluidos en el andlisis del riesgo de

desarrollo de neoplasias asociadas a SL.
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Cuando analizamos la tasa de incidencia estandarizada (TIE) para CCR
entre ambos grupos, encontramos una TIE més alta para CCR entre familiares de
pacientes con SL comparado con la presentada entre los familiares de pacientes con
SLL: TIE para CCR en SL 4,25; (IC 95%, 3,67-4,90) versus TIE para CCR en SLL de
2,08; (IC 95%, 1,56-2,71); p <0,001). El riesgo de desarrollo de otras neoplasias
asociadas con SL también fue mayor entre familiares de pacientes con SL
comparado con la presentada entre los familiares de pacientes con SLL: TIE en el
grupo de SL, de otras neoplasias asociadas con SL de 5,01; (IC 95%, 4,26-5,84)
versus TIE en el grupo de SLL de 2,04; (IC 95%, 1,44-2,80); p <0,001). Tabla 10.

Tabla 10. Tasa de incidencia estandarizada de CCR u otras neoplasias asociadas a

SL entre los FPG de pacientes con SLL y SL.

SL / n=1205 SLL / n=698
No. de TIE(C | No.de TIE (IC |
o 95%) Valor p
tumores | 95%) tumores 0
4,25 2,08
CCR 191 54 0,0000
(3,67-4,90) (1,56-2,71)
Otros
5,01
tumores | 159 38 21,0214_2 50y | 0,0000
asociados (4,26-5,84) (1, ,80)
aSL
4,57 2,06 0,0000
TOTAL 352 92
(4,10-5,07) (1,66-2,53)
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5.2.3. Riesgo de desarrollo de CCR u otros tumores asociados a SL

Posteriormente se llevo a cabo el seguimiento prospectivo de nuevos casos
de CCR u otras neoplasias asociadas a SL, en el periodo de tiempo que comprende
desde el momento en el que se diagnostico el CCR en los pacientes con SL o SLL,
hasta el final de seguimiento, a finales de Julio de 2019. Se incluyeron los nuevos
casos de estos tumores en los pacientes con SL y SLL y los aparecidos entre sus
FPG.

La mediana de tiempo de seguimiento fue de 3 afios (rango intercuartilico
de 1-6). De un total de 1126 personas incluidas en el grupo de pacientes con SL y
FPG, se observo el desarrollo de 22 casos de CCR (1,9%), frente 3 casos (0,50%)
de un total de 587 personas incluidas en el grupo de pacientes con SLL y FPG.
Respecto el resto de las neoplasias asociadas a SL, en el grupo de pacientes con
SL y sus familiares, se observaron 23 casos (2%), frente 2 nuevos casos en el grupo
de SLL y familiares (0,3%). Tabla 11. En la figura 14, se representa el andlisis de
supervivencia de Kaplan-Meier en el que se aprecia una mayor incidencia
acumulada de neoplasias asociadas a SL entre los pacientes con SL y sus familiares
(p = 0.0001).

Tabla 11. Desarrollo de nuevos casos de neoplasias asociadas a SL, entre

pacientes con SLy SLL y FPG.

SL SLL
Valor p
n=1126 n= 587
CCR, n (%) 22 (1,9) 3(0,5) 0,019
Otras neoplasias
_ 23 (2) 2(0,3) 0,006
asociadas a SL, n (%)
TOTAL, n (%) 45 (3,9) 5(0,8) 0,000
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Figura 14. Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier de neoplasias asociadas a SL

entre los pacientes con SL y sus familiares (p = 0,0001).

5.2.4. Neoplasias asociadas a SL (no-CCR) en los pacientes con SL y

SLL y sus familiares de primer grado

Por ultimo, se analizaron todas las neoplasias asociadas a SL, diferentes al
CCR, observadas tanto en el analisis retrospectivo como en el prospectivo, entre los
pacientes con SL, SLL y sus FPG. Tabla 12. Asi, se observaron diferencias
significativas en relacion con las neoplasias de endometrio, que fueron superiores en
el grupo de pacientes con SL y sus FPG comparado con el grupo de SLL y sus FPG
(48,4% vs 20%; p = 0.001). Por contra, la frecuencia de neoplasias pancreaticas fue

significativamente superior en el grupo de SLL (3.3% en el grupo de SL vs 15.0% en
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el grupo de SLL; p = 0.003). Por otra parte, no se observaron diferencias

significativas en relacion con el resto de neoplasias asociadas a SL.

Tabla 12. Neoplasias asociadas a SL (no-CCR) en los pacientes con SL y

SLL y sus familiares de primer grado.

Pacientes con

Pacientes con

SLy FPG SLL y FPG
Localizacion
SN N=184 N=40 Valor P
Ovario 20 (10.9%) 5 (12.5%) n.s.
Endometrio 89 (48.4%) 8 (20.0%) 0.001
Pancreas 6 (3.3%) 6 (15.0%) 0.003
Estbmago 37 (20.1%) 11 (27.5%) n.s.
Tracto urinario 10 (5.4%) 4 (10%) n.s.
Piel 3 (1.6%) 2 (5%) n.s.
Intestino Delgado | 5 (2.7%) 0 (0%) n.s.
Cerebro 6 (3.3%) 2 (5%) n.s.
Tracto biliar 8 (4.3%) 2 (5%) n.s.
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6. DISCUSION

La implementacién de cribado universal para la deteccién de SL (86), ha
dado lugar a la presencia de un incremento de pacientes con tumores con IMS o
pérdida de expresion de las proteinas de los genes reparadores del ADN en la IHQ.
Estos pacientes denominados SLL no presentan ni hipermetilacion en MLH1 ni
mutacion en BRAF V600E, ni mutacién germinal patogénica u otras causas que
justifiquen la pérdida de expresion de los genes reparadores del ADN mediante los
métodos diagnosticos disponibles en nuestra practica clinica (89). No obstante,
antes de evaluar la patogenia del tumor, es prioritario en primer lugar excluir la
presencia de falsos positivos de IMS o pérdida de expresion en la IHQ, habiéndose

descrito hasta un 19% de falsos positivos en el estudio mediante IMS o IHQ (123).

Desde un punto de vista clinico, los pacientes con SLL parecen constituir un
grupo heterogéneo de pacientes entre los cuales podriamos distinguir dos
subconjuntos diferentes. El primero estaria representado por aquellos pacientes en
los cuales las caracteristicas clinicas sugieren una alta sospecha de origen
hereditario, pero en los que la alteracién genética no se consigue identificar con los
protocolos diagnésticos convencionales. Estos pacientes probablemente tengan un
riesgo incrementado de CCR para ellos y sus FPG. Por otra parte, el segundo grupo
de pacientes incluiria a una proporcion significativa de pacientes con SLL que no
tienen antecedentes familiares de neoplasias asociadas a SL y en los cuales, la
Unica sospecha de SL es la presencia de IMS o la pérdida de expresion de las
proteinas del sistema MMR. En este ultimo grupo, la presencia de una afectacion
somatica en los dos alelos de alguno de los genes del sistema MMR podria ser la
causa del fenotipo que presenta IMS. Por tanto, en este grupo el origen de tumor
seria esporadico y probablemente no seria necesario aplicar a estos pacientes ni a
sus familiares las estrictas medidas de vigilancia que se llevan a cabo entre los

pacientes con SL.
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En los ultimos afios, se ha propuesto que los métodos diagnésticos actuales
deberian ser complementados con algoritmos que integren otros datos moleculares
del tumor, que permitan realizar un diagnostico diferencial entre los casos de SLL
con origen esporadico frente aquellos con origen hereditario (115). En este contexto,
diferentes autores han propuesto la investigacion de mutaciones soméaticas en los
genes del sistema MMR y en otros genes que pudieran explicar aquellos casos de
CCR esporadico entre los pacientes con SLL. Asi, estudios preliminares han
encontrado una frecuencia de mutaciones somaticas en pacientes con SLL que
oscila entre 22%-69% (115,123-126). Sin embargo, esta aproximacion diagndstica
no se encuentra implementada en los algoritmos de practica clinica habitual, debido
por una parte a las discrepancias respecto al analisis apropiado sobre mutaciones
somaticas y la ausencia de estudios clinicos de validacion que confirmen el origen
esporadico durante el seguimiento de estos pacientes y sus familiares. Asimismo, la
necesidad de tecnologia de secuenciadores de nueva generacién, el elevado coste
de estos métodos diagnésticos y las dificultades de aplicar esta tecnologia en las
muestras de parafina, son algunas de las barreras con las que nos encontramos a la
hora de implementar un adecuado protocolo diagnostico que clasifique a los
pacientes con SLL como esporadicos o0 como casos probablemente hereditarios.

En este trabajo, se analiza una de las cohortes publicadas (127) mas
amplias de pacientes con SLL.
6.1. CARACTERIZACION DEL SINDROME DE LYNCH-LIKE
Con la finalidad de identificar posibles caracteristicas clinico-epidemiolégicas,
moleculares o patolégicas que permitan diferenciar el posible origen hereditario del

esporadico, se analizaron las diferencias entre los pacientes con SLL y SL incluidos

en el estudio.
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6.1.1. Edad al diagndéstico de CCR

Por una parte, se observd en los pacientes con SL una edad media al
diagnostico de CCR significativamente menor respecto a la presentada por los
pacientes con SLL (48,1 vs 54,9 afios). Estos resultados son similares a los descritos
en estudios previos. Asi, en un estudio previo realizado en la cohorte EPICOLON |y
[l (114), que incluia un menor ndmero de pacientes con SL y SLL, la edad media al
diagnéstico del CCR fue similar a la observada en este estudio, siendo mas precoz
entre los pacientes con SL (48,5 + 14,1 afios), comparado con la presentada por los
pacientes con SLL (53,7 £ 16,8 afios). La edad media al diagnéstico de CCR se ha
mantenido sin cambios, a pesar del incremento de pacientes incluidos en la cohorte
actual, EPICOLON III.

Sin embargo, no existen estudios previos que comparen las caracteristicas
clinico-epidemioldgicas o histopatolégicas del CCR de los pacientes con SLL en
base a diferentes criterios clinicos, con la finalidad de poder discernir el origen del
tumor.

Por tanto, en primer lugar, cuando analizamos los pacientes SLL de nuestra
cohorte clasificados en 2 subgrupos atendiendo a si el diagndstico se ha realizado a
través de los criterios de Amsterdam y/o Bethesda, o a través del cribado universal
de SL, se observaron diferencias significativas entre ambos en relacion con la edad
media al diagnéstico de CCR (mayor en el grupo del cribado universal para SL 65,5
vs 51,6 afios. Tabla 7). No obstante, este resultado es previsible, puesto que la edad
precoz al diagnostico de CCR es una de las definiciones que incluyen los criterios de
Amsterdam y/o Bethesda.

En el estudio de Mesenkamp et al (125), analizé un grupo de pacientes con
CCR o carcinoma de endometrio que mostraba pérdida de expresion de los genes
MMR. Posteriormente llevaron a cabo el estudio de mutaciones en linea germinal

para diferenciar los pacientes con SL y SLL. Dentro del grupo de pacientes que
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mostraba pérdida de expresion en MLH1, la presencia de hipermetilacion del
promotor del gen MLH1, permitié excluir los casos esporadicos. La edad media al
diagnoéstico de CCR o carcinoma de endometrio fue similar entre los pacientes con
SL y SLL (41 afios en SL con mutacion en MLH1 vs 47 afos en el grupo de SLL y
pérdida de expresion de MLH1; 42 afios en SL con mutacién en MSH2 vs 45 afios
en el grupo de SLL y pérdida de expresion de MSH2). A continuacién, entre los
pacientes con criterios de SLL que mostraban pérdida de expresion en MLH1 y
MSH2, identificaron la presencia de doble mutacibn soméatica y pérdida de
heterocigosidad en el 50% de los pacientes. Al comparar la edad media al
diagnostico de CCR o carcinoma de endometrio en este grupo de pacientes, con la
mostrada entre los pacientes con SL y la mostrada en el grupo de pacientes con
CCR esporadico (pacientes con pérdida de expresion en MLH1 e hipermetilacion del
promotor del gen MLH1), observaron que en los pacientes con SLL y doble mutacién
somatica, la edad media al diagnéstico de los tumores no fue significativamente
superior a la presentada en los pacientes con SL y mutacion en MLH1 y MSH2,
aunque si fue significativamente menor que la presentada por los pacientes con
CCR esporadico (con presencia de hipermetilacion del promotor del gen MLH1).

En el estudio realizado por Pearlman et al (128), analizan las caracteristicas
clinicas de los CCR de pacientes con SL y pacientes con doble mutacion somatica
en el sistema MMR de dos cohortes diferentes (cohorte de Ohio en la que incluyeron
134 pacientes son SL y 76 pacientes con doble mutacién soméatica en el sistema
MMR; cohorte de Islandia: 23 pacientes con SL vs 16). Aunque en la cohorte de
Islandia no observaron diferencias en relacion a la edad media al diagnostico del
CCR, si se observaron diferencias significativas en la cohorte de Ohio (SL: 58.8 vs
52.4, p=1.68x10-3), y aunque en ambos casos sigue siendo una edad mas precoz
al diagnodstico comparada con la descrita en la poblacion general (129-131), estos
resultados y los observados en estudios previos, ponen de manifiesto la utilidad de
la edad al diagnéstico de CCR como un posible factor predictivo de posible origen

hereditario, como se refleja en el analisis realizado en este estudio.
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6.1.2. Andlisis de IHQ

En relacion con el analisis de la expresion de las proteinas de los genes MMR
mediante IHQ, observamos diferencias significativas entre los pacientes con SL y
SLL. Asi, entre los pacientes con SL, casi la mitad muestran pérdida de expresion de
MSH2 y MSH6, seguido de pérdida de expresion de MLH1 y PMS2. Por el contrario,
entre los pacientes con SLL casi la mitad muestra pérdida de expresion en MLH1 y
PMS2, seguido de aproximadamente una cuarta parte de los pacientes con SLL que
mostraba pérdida de expresibn de MSH2 y MSH6. En estudios previos (66—
69,125,128,132,133) en los que se analiza los tumores que muestran pérdida de
expresion de los genes MMR, se observan resultados similares en aquellos
pacientes en los que se confirmd SL, en los cuales, el hallazgo mas frecuente fue la
pérdida de expresion del gen MSH2 y seguido en segundo lugar por pérdida de
expresion en MLH1. Asimismo, estos estudios también reflejan resultados similares
a los observados en nuestra cohorte de pacientes con SLL.

En el estudio de Pearlman et al (128) se observé que la pérdida de expresion
de MLH1/PMS2 se asociaba a una alta probabilidad de la presencia de doble
mutacion somatica entre aquellos pacientes con CCR que mostraban defectos en el
sistema MMR, mientras que la pérdida de expresion aislada de MSH6 o PMS2, era
predictiva de la presencia de SL.

Estudios previos (123-126), han mostrado que en aquellos pacientes con
SLL y pérdida de expresiéon en MLH1 y PMS2 el escenario mads comdn es una
mutacion somatica del gen MLH1 (deleccién, desplazamiento de marco, insercion o
duplicacién) asociada con la pérdida de heterocigosidad del otro alelo MLH1. Por
otra parte, en aquellos pacientes con SLL y pérdida de expresion en MSH2 y MSHS6,
el escenario mas comun es la presencia de mutacion somatica bialélica del gen
MSH2 con pérdida infrecuente de heterocigosidad de MSH2. Por tanto, las
mutaciones somaticas en genes MMR son probablemente eventos esporadicos. Sin

embargo, se debe tener en cuenta la posibilidad (aunque infrecuente) de que estas
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mutaciones bialélicas somaticas sean secundarias a otros defectos genéticos de la
linea germinal (como por ejemplo en MUTYH) (134-136).

Respecto al estudio de IHQ, entre ambos subgrupos de pacientes con SLL
confeccionados en base al motivo de diagnostico de SLL (Amsterdam y/o Bethesda
vs cribado universal SL), como en base a la edad de diagndstico de CCR yl/o
antecedentes familiares de neoplasias asociadas a SL, no se observaron diferencias
significativas entre ambos subgrupos. Casi la mitad mostraban pérdida de expresion
en MLH1 y PMS2. No obstante, en el subgrupo de pacientes con una edad al
diagndstico de CCR superior a 50 afios y/o sin presencia de antecedentes familiares
de neoplasias asociadas a SL, el porcentaje de pacientes que mostraba pérdida de
expresion de MLH1 y PMS2, fue casi un 15% superior. Por tanto, este hallazgo
refuerza el hecho de que la edad al diagndstico de CCR y la ausencia de
antecedentes familiares de neoplasias asociadas a SL, representan factores
relevantes a la hora de determinar el posible origen del tumor y por tanto, poder
adaptar las recomendaciones de seguimiento al paciente y sus familiares.

En relacién con la pérdida de expresion aislada de MSH6 y PMS2, en nuestra
cohorte se observé un menor porcentaje de pacientes que la presentasen. Cabe
destacar, que en este estudio se han incluido solamente pacientes con SL y SLL con
CCR. Como se ha descrito previamente el riesgo de desarrollo de CCR es mas
elevado en los portadores de mutaciones en MLH1 o MSH2 en comparacién con
MSH6 o PMS2 (66,137-141). En la serie de Mgller et al (137), la incidencia
acumulada de CCR a los 70 afos fue de 46%, 35%, 20% y 10% para los pacientes
portadores de mutacién en MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, respectivamente.

Entre los pacientes con SLL se observd un mayor porcentaje de pacientes
gue mostraban esta pérdida de expresion entre aquellos pacientes con diagndstico
de SLL secundario a cumplimiento de criterios de Amsterdam o Bethesda (13,2%
mostraba pérdida de expresion de MSH6 y 10,8% de PMS2, vs 10,2% con pérdida
de expresion de MSH6 y 2,6% de PMS2, entre los pacientes con SLL diagnosticados
por cribado universal para SL). De manera similar, se observaron resultados

parecidos en el subgrupo de pacientes con SLL agrupados en base a la edad de
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diagnostico de CCR e historia familiar de neoplasias asociadas a SL (14,8%
mostraba pérdida de expresion de MSH6 y 9,8% de PMS2 en el subgrupo de
pacientes con diagnoéstico de CCR antes de los 50 afios y/o antecedentes familiares
de neoplasias asociadas a SL, vs 6,3% con pérdida de expresion de MSH6 y 6,3%
de PMS2, entre el subgrupo de pacientes con SLL que no cumplian estos criterios).

Al comparar estos resultados con los observados en los estudios publicados,
observamos en relacion con la pérdida de expresion aislada de PMS2 resultados
mas heterogéneos, siendo en algunos estudios mas frecuente esta pérdida en la
poblacion de pacientes con SLL (114,133), pero en otros estudios predomina en los
pacientes con SL (125,132).

No obstante, en relacion con la pérdida aislada de expresion en MSH6, se
observan resultados homogéneos (125,132,133) siendo mas frecuente esta pérdida
de expresién entre los pacientes con SL. Asi, en el estudio de Mas-Moya et al (133),
en el que analizaron las caracteristicas de CCR de pacientes con SL y SLL, ninguno
de los pacientes con SLL mostré pérdida aislada de expresion en MSH6. En nuestra
cohorte, se observdé una mayor diferencia en relacién con la pérdida de expresion
aislada en MSH6 entre aquellos pacientes diagnosticados de CCR antes de los 50
afos y/o presencia de antecedentes de neoplasias asociadas a SL. Dado que en el
andlisis realizado en base a la historia familiar (Amsterdam/Bethesda vs cribado
universal SL) las diferencias no fueron tan amplias, sugiere que la edad al
diagnéstico de CCR antes de los 50 afios, podria ser el criterio clinico de mayor
utilidad para seleccionar pacientes con SLL con posible origen hereditario.

Por tanto, en general la pérdida de expresion en MSH6 y PMS2 se observa
mas frecuentemente entre los pacientes con SL. No obstante, aunque las diferencias
entre los subgrupos de SLL confeccionados, no fueron significativas, se observa un
mayor porcentaje de pacientes que muestran pérdida de expresion en MSH6 y
PMS2 entre aquellos pacientes diagnosticados por el cumplimiento de los criterios
de Amsterdam y/o Bethesda o con una edad precoz al diagnoéstico de CCR o historia
familiar de neoplasias asociadas a SL. Por otra parte, aunque el namero de

pacientes incluidos en esta cohorte es muy superior comparado con los estudios
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mencionados anteriormente, cabe tener en cuenta que el nUmero de pacientes que
muestran pérdida de expresion en MSH6 y PMS2 es menor. Por tanto, un estudio
con un mayor volumen de pacientes permitiria validar la relevancia de este hallazgo

en la IHQ con el fin de determinar el posible origen hereditario del tumor.

6.1.3. Caracteristicas del CCR

6.1.3.1. Localizacion

En nuestra cohorte no se observaron diferencias entre SL y SLL en relacién
a la localizacion del CCR. En ambos grupos, alrededor del 60% de los pacientes la
neoplasia colénica se diagnosticd en colon derecho. Lo mismo ocurre entre los
subgrupos de pacientes con SLL confeccionados en base al motivo de diagndstico
de SLL (Amsterdam y/o Bethesda vs cribado universal SL), como en base a la edad
de diagndstico de CCR y/o antecedentes familiares de neoplasias asociadas a SL,
observando porcentajes muy similares entre ambos subgrupos. Estos datos son muy
similares a los descritos en estudios previos (114,123,125,128). Asi, en el estudio
realizado por Rodriguez-Soler et al (114), en el 56,3% de pacientes con SL, la
neoplasia coldnica se localizaba en colon derecho vs 55,8% en SLL y 26,9% en el
grupo de CCR esporadico (constituido por pacientes con CCR sin IMS, o con pérdida
de expresion de MLH1 secundaria a hipermetilacion del promotor de MLH1).

La localizacion proximal del CCR se ha definido como un hallazgo comudn en
el SL (142,143). Asi, previo al establecimiento de la recomendacion del cribado
universal para identificar a los pacientes con SL (86) se disefiaron diferentes
modelos matematicos, como son: PREDICT, MSPath, MMRpro, MMRpredict y
PREMM1,2,6, con el objetivo de facilitar la identificacibn de estos pacientes
mediante la prediccion del riesgo de ser portador de una mutacion en alguno de los
genes reparadores del ADN basandose en la historia personal y familiar de cancer
(143-146). Algunos de estos modelos determinan la localizacion proximal del CCR
como una de las variables de riesgo para la identificacion de pacientes con SL. En

este sentido, diversos estudios publicados, han observado que los CCR que se
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desarrollan a través de la via de la IMS, sean esporadicos o hereditarios, comparten
determinadas caracteristicas, como la localizaciébn en el colon derecho de la
neoplasia en estos casos. Asi, en el estudio de Jass et al (44), el porcentaje de
neoplasias en colon derecho entre las neoplasias con alteraciones en el sistema
MMR fue superior a las neoplasias coldnicas que no presentan IMS (74,1% en los
pacientes con IMS vs 28,6% en pacientes sin IMS; p = 0.001). Sin embargo,
Hartman et al (147) llevaron a cabo un estudio en el que analizaron las
caracteristicas histopatolégicas de pacientes con presencia de IMS en el CCR. Se
compararon las caracteristicas de aquellos pacientes con CCR e IMS con origen
esporadico (presencia de mutacién en BRAF V600E o hipermetilacion del promotor
de MLH1) frente a las presentadas por el grupo de pacientes con CCR e IMS
(definido como SL y/o probable SL). Observaron que, aunque en ambos grupos la
localizacion en colon derecho era mas frecuente (68% en el grupo de SL y/o
probable SL vs 92% en el grupo esporadico), los CCR con IMS que se localizaban
en colon izquierdo estaban mas frecuentemente asociados al grupo de SL y/o
probable SL (32% vs 8% en el grupo de CCR esporadico). Este hallazgo pone de
manifiesto las limitaciones de modelos como MSPath y PREDICT para seleccionar
los pacientes con SL, debido a la dependencia de estos modelos por la localizacion
proximal de la neoplasia col6nica como uno de los criterios que determinan dicho
riesgo. Por tanto, aunque clasicamente se ha asociado al SL con predileccién por la
localizacion en colon derecho, también puede observarse en colon izquierdo o recto.
Asi, en el estudio de Lin et al (148), se observd un mayor porcentaje de neoplasias
en recto entre aquellos pacientes con SL y mutacion en MSH2 (8% MLH1 vs. 28%
MSH2; P = 0.01).

6.1.3.2. Estadiaje
Como se observa en este estudio, las neoplasias colénicas asociadas a
alteracion en el sistema MMR se diagnostican en estadios menos avanzados en mas
de la mitad de los casos. Asi, en el SL el porcentaje de pacientes diagnosticados en

estadio | y Il fue ligeramente inferior, de 55,6% vs 60,1% en el SLL. Al analizar los
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subgrupos de SLL en base a la historia familiar y edad al diagnostico de CCR,
observamos resultados muy similares entre los subgrupos. Entre los pacientes con
SLL diagnosticados por el cumplimiento de criterios de Amsterdam o Bethesda, el
51,2% el CCR se diagnosticé en el estadio | y I, siendo este porcentaje del 48,7%
entre los pacientes con SLL diagnosticados por cribado universal para SL. Mientras
que, en el otro subgrupo, la neoplasia coldnica fue diagnosticada en estadio | y Il en
el 49,2% de los SLL con diagnodstico de CCR antes de los 50 afios y/o historia
familiar de neoplasias asociadas a SL vs 56,2% diagnosticado en estos estadios
entre los SLL que no cumplian estos requisitos.

En general, se ha observado que los pacientes con CCR secundarios a
defectos en el sistema MMR, presentan mejor prondstico y supervivencia que el
resto de los CCR (50). Los tumores con IMS invaden con mayor profundidad la
pared del colon, pero, en cambio, se diagnostican en estadios menos avanzados,
siendo menos frecuente la presencia de metéstasis ganglionares o a distancia (50—
54). En el estudio de Gryfe et al (50), analizaban una cohorte de pacientes con
diagnoéstico de CCR a una edad inferior a 50 afios, observando la presencia de IMS
en el 17%. La presencia de IMS estuvo significativamente asociada con un estadio
mas precoz del cancer (cociente de riesgo, 0,42; [IC95%, 0.27-0.67]; P <0.001).
Ademas, independientemente de la profundidad de la invasion tumoral, los CCR con
IMS tenian una menor probabilidad de metastasis a los ganglios linfaticos regionales
u organos distantes, lo que conlleva una mejoria de la supervivencia del tumor.
Estos autores, alegaban que este incremento en la supervivencia de los pacientes
con IMS, podria estar relacionado con los tipos de mutaciones o los mecanismos
genéticos involucrados. En estos casos, se observdO una menor frecuencia de
mutaciones de los genes APC y p53 (149) y mayor frecuencia de mutaciones de los
genes B-catenina (CTNNB1) (150,151) y del receptor tipo Il del factor de crecimiento
transformante 3 (152).

6.1.3.3. Caracteristicas histopatoldgicas

a) Grado de diferenciacion
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No se observaron diferencias significativas en relacion con el grado de
diferenciacion entre pacientes SL y SLL, siendo el porcentaje de pacientes con CCR
poco diferenciados ligeramente superior en el grupo de SLL. Al analizar los
subgrupos de pacientes con SLL en base a la historia familiar o la edad al
diagndstico de CCR, tampoco observamos diferencias significativas.

Estos resultados son muy similares a los observados en el estudio de
Hemminger et al (132), en el cual, un 15% de los pacientes con SL presentaba pobre
grado de diferenciacion y/o histologia medular vs 19% en los pacientes con SLL en
los que confirmaron la presencia de doble mutacién somatica. Sin embargo, aunque
clasicamente se ha asociado la presencia de CCR con pobre grado de diferenciacion
a los tumores con defectos en el sistema MMR (44,46) independientemente del
origen hereditario o esporadico, observamos resultados discrepantes en los diversos
estudios que analizan las caracteristicas histopatoldégicas de CCR entre los
pacientes con SL y SLL. Asi, en el estudio de Rodriguez-Soler et al (114), el
porcentaje de pacientes con SL que presentaban bajo grado de diferenciacion en el
CCR fue superior en el grupo de SL (25%), frente al presentado en el grupo de
pacientes con SLL (4,9%) y el grupo de CCR esporadico (8,3%). Por contra, en el
estudio de Mas-Moya et al (133) aunque las diferencias no fueron significativas, se
observd mayor porcentaje de pacientes que presentaban pobre grado de
diferenciacion en el grupo de pacientes con SLL y CCR esporadico (29% de
pacientes con SL presentaban pobre grado de diferenciacion vs 44% en los
pacientes con SLL y 44% en la poblacién con CCR esporadico). A diferencia del
estudio previo mencionado de Rodriguez-Soler et al (114), en este estudio, el grupo
gue definen como CCR esporadico estaba constituido por pacientes en cuya
neoplasia colénica se observé pérdida de expresibn en MLH1 secundaria a
hipermetilacion del promotor de MLH1 o mutacion en el gen BRAF V600E. Por tanto,
aunqgue en estos casos el origen de la neoplasia es esporadica, tiene en comun con
los otros grupos analizados la presencia de alteracion del sistema MMR, dando lugar
igualmente a la presencia de IMS. Por otra parte, analizando con mas detalle el

grupo de pacientes con SL, la mitad de ellos mostraba pérdida de expresion del gen
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MSH2 (50%), seguido de pérdida de expresion en MLH1 (12%), y en el grupo de
SLL el 44% de los pacientes mostraba pérdida de expresion del gen MSH2, seguido
de pérdida de expresion en MLH1 (38%). Este dato, de predominio de pacientes en
el grupo de SL con pérdida de expresion en MSH2, podria ser la causa de este
menor porcentaje de pacientes que muestran CCR poco diferenciados, como asi se
observo en el estudio previo de Wright et al (47). En dicho estudio, analizaron las
caracteristicas histopatologicas entre los CCR que mostraban pérdida de expresion
de MLH1 y MSH2, observando un mayor porcentaje de pacientes que mostraban
pobre grado de diferenciacion (70%) entre los que mostraban pérdida de expresién
de MLH1, comparado con el mostrado en el grupo con pérdida de expresion de
MSH2 (22,2%).

En resumen, debido a que la presencia de CCR con pobre grado de
diferenciacion se ha asociado a caracteristica comun en los CCR con defectos en el
sistema MMR, este dato de forma aislada no parece ser suficiente para discriminar el

origen del tumor.

b) Componente mucinoso

La prevalencia de carcinomas colorrectales mucinosos entre todos los
carcinomas colorrectales esporadicos es variable, oscilando en el mundo occidental
entre el 11y el 19% (153-156).

Ogino et al (48), analizaron las caracteristicas de CCR mucinosos frente los
que no presentaban estas caracteristicas, observando con mayor frecuencia la
presencia de mutaciones en BRAF, IMS y pérdida de MLH1l entre los CCR
MuCinosos.

Como se comentaba anteriormente, es frecuente entre los CCR que se
desarrollan a través de la via de la IMS la presencia de componente mucinoso (46).

En la cohorte incluida en este estudio, no se observaron diferencias entre los
pacientes con SL (30,8%) y SLL (28,7%). Lo mismo ocurrié cuando se analizé a los
pacientes con SLL en base a los criterios del motivo del diagnéstico de SLL (29,8%

en el grupo diagnosticado por el cumplimiento de los criterios de Amsterdam y/o
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Bethesda vs 25,6% en el grupo de cribado universal). Sin embargo, al comparar los
subgrupos de SLL en base a la edad al diagnéstico de CCR y/o presencia de historia
familiar de neoplasias asociadas a SL, aunque las diferencias no resultaron
significativas, si destaca la presencia de mayor componente mucinoso entre los
pacientes con SLL con diagnostico de CCR a una edad superior a 50 afios o
ausencia de antecedentes familiares de neoplasias asociadas a SL (25,8% en el
grupo de SLL con neoplasias colonicas diagnosticadas antes de los 50 afios y/o
antecedentes familiares de neoplasias asociadas a SL vs 40,6%).

En general, observamos en los diferentes estudios (114,132,133) la presencia
de componente mucinoso en el CCR en pacientes con SL y SLL en alrededor de 25-
55% de los pacientes. Este porcentaje es superior a las series publicadas de CCR
mucinoso esporadico (entre el 11 y el 19%). Sin embargo, curiosamente, al
desglosar la poblacion de pacientes con SLL de la cohorte de este estudio en base a
los criterios de la presencia de historia familiar de neoplasias asociadas a SL o la
edad al diagnoéstico del CCR, el mayor porcentaje de pacientes con componente
mucinoso se observo entre los pacientes con SLL con menor sospecha de origen
hereditario del CCR, en base a los criterios de seleccion. Por tanto, aunque la
presencia de componente mucinoso en el CCR se ha asociado a CCR con
alteraciones en el sistema MMR, no parece ser un criterio Util, de forma aislada para

determinar el origen del tumor.

c) Infiltracion linfocitica

Otra de las caracteristicas comunes descritas asociadas a las neoplasias
colonicas que se desarrollan a través de la via de la IMS, es la presencia frecuente
de infiltracion linfocitaria peri e intratumoral (45—-49).

En este estudio se observo una diferencia significativa en relacion con la
infiltracion linfocitica, siendo mayor entre el grupo con SLL respecto al grupo con SL
(14,3% en SL vs 23,1% en SLL). Sin embargo, en relacién con el analisis de los
subgrupos de pacientes con SLL, no se observaron diferencias significativas.

Cuando el criterio de seleccion era el motivo de diagnostico de SLL, el porcentaje de
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pacientes con infiltracion linfocitica fue mayor entre los pacientes diagnosticados en
base a la presencia de criterios de Amsterdam y/o Bethesda (24,8%) frente a los
pacientes diagnosticados por la realizacion del cribado universal para el SL (17,9%).
Sin embargo, al seleccionar a los pacientes en base a la edad del diagnéstico del
CCR y/o la historia familiar de neoplasias asociadas a SL el porcentaje de pacientes
con infiltracion linfocitica fue mayor en el subgrupo sin antecedentes familiares de
neoplasias asociadas a SL y con diagnostico de CCR a una edad superior a 50 afios
(31,3% vs 21,1%).

En el estudio de Jass et al (44), la presencia de infiltracién linfocitica fue una
variable discriminante de presencia de fenotipo asociado a alteracion en el sistema
MMR (29,6% vs 14,3% entre los CCR sin inestabilidad de microsatélites).
Hemminger et al (132), compard la presencia de infiltracion linfocitica en los
pacientes con SL y SLL, sin observar diferencias relevantes (75% en los pacientes
con SL vs 81% en los pacientes con SLL con presencia de mutacion doble
somatica). Sin embargo, existen otros estudios que muestran resultados
heterogéneos en relacion con la presencia de infiltracion linfocitica en el tumor. Asi,
en el estudio de Rodriguez-Soler et al (114), no se observaron diferencias
significativas (25% de pacientes con SL presentaba infiltracion linfocitica vs 28,6%
en el grupo de SLL y un 29,2% en el grupo de CCR espdéradico). Por otra parte, en el
estudio de Mas-Moya et al (133), el porcentaje de pacientes con infiltracion linfocitica
fue mayor (81%) en el grupo de CCR esporadico con alteracién en el sistema MMR
(pérdida de expresion de MLH1 secundaria a hipermetilacion de su promotor o
mutacion en BRAF V600E) comparado con el presentado en los grupos de pacientes
con SL (50%) y SLL (50%).

En resumen, observamos en este estudio, resultados similares a los descritos
en la serie previa de Rodriguez-Soler et al (114), a pesar de incrementar la inclusion
de pacientes en la cohorte EPICOLON IIl, con porcentajes de pacientes con
presencia de infiltracion linfocitica en la neoplasia colénica entre 14-23%. Este
porcentaje difiere bastante de los porcentajes de entre 50-81% descrito en otras

series (132,133). Ademas, se observa de nuevo que al subclasificar a los pacientes
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con SLL en base a la edad al diagnéstico del CCR o la historia familiar de neoplasias
asociadas a SL, el grupo de pacientes que agrupa la presencia de un mayor
porcentaje de CCR con infiltracion linfocitica es el de pacientes con edad al
diagnoéstico de CCR superior a 50 afios y/o ausencia de antecedentes familiares de
neoplasias asociadas a SL.

Sin embargo, a la hora de interpretar estos resultados, se debe tener en
cuenta la posible disparidad entre los centros a la hora de determinar el concepto de
infiltracion linfocitica. En la cohorte EPICOLON, la infiltracion linfocitica se realizo en
base a una evaluacibn morfolégica, pero no se realizé inmunohistoquimica que
permita la cuantificacion de los mismos.

Por el contrario, en el estudio de Mas-Moya et al (133), si definen la presencia
de infiltracion linfocitica en el tumor mediante la presencia de 5 o mas linfocitos por
campo de gran aumento. Asimismo, en el estudio de Hemminger et al (132), la
presencia de infiltracion linfocitica en el CCR fue establecida en dos grados. Asi, el
grado 1+ estaba definido por la presencia de 1-2 linfocitos por campo de gran
aumento y el grado 2+, por la presencia de = 3 linfocitos por campo de gran
aumento.

Por tanto, para poder establecer conclusiones en relacion con el papel de la
presencia de infiltracion linfocitica como una herramienta Gtil a la hora de discriminar
el origen del CCR en los pacientes con SLL en base a los criterios clinicos
mencionados, seria necesario disefiar un estudio enfocado con esta finalidad. En
este sentido, seria de utilidad referir las muestras a un Unico centro con patélogos

expertos en esta patologia, para asi, reducir la variabilidad interobservador.

d) Infiltraciéon vascular
La presencia de infiltracion vascular por la neoplasia coloénica no mostré
diferencias entre los pacientes con SL (12,2%) comparado con los pacientes con
SLL (11,3%). Sin embargo, al analizar las caracteristicas de los pacientes con SLL
seleccionados en base al motivo del diagndstico de SLL y la edad al diagndstico de

SLL y/o presencia de antecedentes familiares de neoplasias asociadas a SL, se
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observaron diferencias, que aunque no fueron significativas, muy probablemente por
el escaso tamafio muestral, mostraban la caracteristica comun de presentar un
mayor porcentaje de pacientes con infiltracion vascular entre aquellos pacientes con
SLL que fueron diagnosticados por el cumplimiento de los criterios de Amsterdam
y/o Bethesda (14% vs 2,6% en el grupo de cribado universal para SL). Entre los
subgrupos de pacientes con SLL seleccionados en base la edad méas precoz al
diagnéstico de CCR y/o presencia de antecedentes familiares de neoplasias
asociadas a SL se observaron porcentajes muy similares (11,7% vs 9,4% entre los
que no cumplian estos criterios).

En los estudios mencionados anteriormente (114,132,133) que comparaban
las caracteristicas histopatolégicas de los CCR de pacientes con SL vs SLL, no
hacen referencia especifica a la presencia de infiltraciébn vascular. No obstante, si
existen diversos estudios que analizan la presencia de invasion venosa extramural
entre CCR con presencia de IMS frente CCR sin IMS. Asi, en el estudio de Wright et
al (51), observaron menor presencia de infiltracion venosa entre los pacientes que
presentaban IMS (14,6% vs 32%). Se observaron resultados similares en el estudio
de Gafa et al (52), observando también diferencias significativas en relacién a la
baja incidencia de invasion venosa extramural entre los pacientes en cuyo CCR se
observaba IMS (4,5% vs 23,8%). Sin embargo, en el estudio de Gryfe et al (50), no
se observaron diferencias en relacion a la infiltracion venosa entre ambos grupos.

Por tanto, de nuevo se observa un menor porcentaje de infiltracion vascular
entre los pacientes con SLL cuyos criterios de seleccion sugerian mas
probablemente un origen esporadico (edad mas avanzada al diagnostico de CCR o
menor probabilidad de presentar de presentar antecedentes familiares de neoplasias
asociadas a SL). Aunque estas diferencias no resultaron significativas, seria preciso
realizar estudios con un mayor numero de pacientes incluidos para definir la

relevancia de esta caracteristica histolégica entre los pacientes con SLL.

6.1.4. Antecedentes personales o familiares de neoplasias asociadas a SL
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Respecto a la historia personal de CCR (sincrénicos o metacrdnicos) u otros
tumores asociados a SL, se observdé un aumento significativo, del porcentaje de
estos tumores entre pacientes con SL con respecto al grupo de pacientes con SLL
(22% en SL vs 4,4% en SLL). Este hallazgo es similar al de otros estudios
(114,123,128,133), donde se observa una tendencia a la presencia de un mayor
porcentaje de estas neoplasias entre los pacientes con SL.

En el estudio de Rodriguez-Soler et al (114), se observaron resultados
similares, con predominio de CCR sincronico o metacrénico entre los pacientes con
SL (CCR sincronico (12,5% en SL vs 9,5% en SLL vs 5,6% en CCR esporadico);
CCR metacronico (12,5% en SL vs 0% en SLL vs 1,2% en CCR esporadico).

En relacion a la presencia de antecedentes personales de otras neoplasias
asociadas a SL diferentes a CCR, en este estudio también se observé un aumento
significativo, del porcentaje de estos tumores entre los pacientes con SL con
respecto al grupo de pacientes con SLL (29,4% vs 3,1%). En el estudio de
Rodriguez-Soler et al (114), también se observaron diferencias significativas en
relacion a la presencia de neoplasias asociadas a SL (diferentes a CCR) entre los
pacientes con SL (43,8%) comparado con los pacientes con SLL (11,6%). Asimismo,
al comparar la presencia de estas neoplasias entre los pacientes con SLL con los
pacientes con CCR esporadico, también se observaron diferencias significativas
(11,6% vs 3,3%). Aungue el porcentaje observado en este estudio es superior al
observado en el estudio actual, si mantiene en comun la mayor frecuencia de estas
neoplasias entre los pacientes con SL.

En el estudio de Mas-Moya et al (133), la presencia de neoplasias
asociadas a SL se observd de manera significativa superior entre los pacientes con
SL (38% vs 7% en SLL, vs 8% en CCR esporadico). Por dltimo, en el estudio de
Haraldsdottir et al (123), ningun paciente con SLL presentdé otras neoplasias
asociadas a SL, aunque el numero de pacientes con SLL incluidos era también
escaso (n=22).

Dentro del grupo de pacientes con SLL, se observaron diferencias

significativas en relaciéon a un mayor porcentaje de antecedentes familiares de CCR
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en el grupo de pacientes con SLL diagnosticados por el cumplimiento de criterios de
Amsterdam o Bethesda (57% vs 28,2%). Por otra parte, aunque también se
observaron diferencias respecto a un mayor porcentaje de antecedentes personales
de CCR u otras neoplasias asociadas a SL en el grupo de pacientes con SLL
diagnosticados por el cumplimiento de criterios de Amsterdam o Bethesda (9,1% vs
2,6%), éstas no fueron significativas, probablemente debido al escaso numero de
casos incluidos. Esta diferencia observada, se explica probablemente por un mayor
reclutamiento de casos hereditarios secundario al cumplimiento de los criterios de
Amsterdam o Bethesda.

Respecto al subgrupo de pacientes con SLL confeccionado en base a la
edad al diagnéstico de CCR y/o presencia de historia familiar de neoplasias
asociadas a SL no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos
(antecedentes personales de CCR u otras neoplasias asociadas a SL: 7,8% en el
grupo de pacientes con SLL con diagndstico de CCR antes de los 50 afios y/o

antecedentes familiares de neoplasias asociadas a SL vs 6,2%).

En general, se observa un predominio de la presencia de neoplasias
asociadas a SL entre los pacientes con SL, siendo los porcentajes menores entre los
pacientes con SLL. Estos datos sugieren una menor probabilidad de desarrollo de
este tipo de neoplasias en los pacientes con SLL comparado con los pacientes con
SL, probablemente porque entre los pacientes con SLL, existe un porcentaje de
pacientes en los cuales el origen del CCR es esporadico, como se comentaba

anteriormente.

6.2. RIESGO FAMILIAR DE CCR Y OTRAS NEOPLASIAS ASOCIADAS AL
SINDROME DE LYNCH
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Posteriormente, se llevd a cabo el analisis del riesgo familiar de desarrollo de
neoplasias asociadas a SL, para determinar las medidas de vigilancia apropiadas en

los pacientes con SLL y sus familiares.

Para ello se ha incluido una amplia cohorte de pacientes con SL y SLL
diagnosticados de CCR, y sus familiares de primer grado. El principal hallazgo de
este estudio es la presencia de un riesgo incrementado de CCR u otras neoplasias
asociadas a SL entre los familiares de pacientes con SLL, que se muestra menor
qgue aquel presentado por las familias de pacientes con SL, pero superior respecto al
riesgo presentado por la poblacion general, calculado en base a las tasas estandar

obtenidas de los registros regionales espafioles (122).

Los pacientes con SLL representan actualmente un gran reto en relacion al
riesgo de desarrollo de neoplasias y las medidas de vigilancia adecuadas. En este
sentido, tan solo existen dos estudios que analicen el riesgo de los pacientes con
SLL y sus familiares de desarrollo de neoplasias asociadas a SL (114,157). Los
resultados observados en este estudio son similares a los descritos en esos dos
estudios previos, en los cuales se observé un riesgo incrementado de desarrollo de
estas neoplasias entre los pacientes con SLL. Estos hallazgos refuerzan la
necesidad de realizar medidas de vigilancia a los pacientes con SLL y sus familiares,

al menos hasta poder identificar el mecanismo patogénico del tumor.

En el estudio realizado por Win et al. (157) analizaron el riesgo de desarrollo
de CCR entre los FPG en base a los subtipos moleculares de CCR y las
caracteristicas histopatoldgicas del CCR. Para ello, incluyeron una cohorte con
33.496 FPG de 4.853 casos de CCR incidentes. Posteriormente, clasificaron a los
FPG en cuatro grupos: 28.156 FPG de 4.095 CCR sin alteraciones en el sistema
MMR, 2.302 FPG de 301 CCR con pérdida de expresiéon en MLH1 secundaria a
metilacion en MLH1 y/o mutacion en BRAF V600E, 1.799 FPG de 271 CCR con
sospecha de sindrome de Lynch (SLL) y 1.239 FPG de 186 CCR en pacientes con

SL. Se observé un riesgo incrementado de CCR entre los familiares de pacientes
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con SLL, aunque inferior al presentado entre los familiares de pacientes con SL. Sin
embargo, en este estudio las caracteristicas epidemioldgicas e histopatolégicas si
resultaron ser de ayuda a la hora de estratificar el riesgo de desarrollo de neoplasias
entre los familiares de pacientes con SLL y SL e identificar qué casos tienen mas
probabilidades de ser secundarios a predisposicion genética. En este sentido,
observaron entre los familiares de pacientes con SLL y SL un riesgo incrementado
de desarrollo de CCR en aquellos pacientes con SLL y SL con CCR diagnosticados
antes de los 50 afios, con localizacion de la neoplasia en colon proximal o si dichas
neoplasias presentaban cualquiera de los siguientes signos: margen tumoral

expansivo, linfocitos peritumorales, linfocitos intratumorales o sincrénicos CRC.

En nuestro estudio, no se llevo a cabo un andlisis del riesgo de desarrollo de
CCR u otras neoplasias asociadas a SL entre los FPG en base a las caracteristicas
clinicas o histopatoldgicas, puesto que el objetivo era determinar el riesgo asociado.
Sin embargo, un estudio disefiado con tal fin, podria determinar la importancia de
estas variables a la hora de determinar el riesgo familiar de desarrollo de estas

neoplasias y por tanto su implicacién en las medidas de vigilancia.

Por otra parte, respecto el analisis de los tipos de neoplasias (diferentes al
CCR), asociadas a SL, se observaron diferencias relevantes con relacién a un mayor
porcentaje de neoplasias de endometrio entre los pacientes con SL y sus FPG
(48,4% vs 20% en el grupo de SLL y FPG; P = 0,001). Por el contrario, las
neoplasias pancreaticas fueron mas frecuentes en el grupo de pacientes con SLL y
sus FPG (3,3% en el grupo de SL y FPG vs 15% en el grupo de SLL y FPG; P =
0,003). No se observaron diferencias significativas en el resto de las neoplasias
asociadas a SL. En general, son pocos los estudios publicados que comparen los
tipos de neoplasias asociadas a SL entre los pacientes con SL y SLL, o con doble
mutacion somatica en los genes MMR (114,128). Por tanto, seria necesario ampliar
el estudio enfocado a analizar diferencias en relacion con el tipo de neoplasia

asociada a SL entre ambas poblaciones.
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Por ultimo, se analizé la incidencia de neoplasias asociadas a SL entre
pacientes con SL y SLL y sus familiares, observando muy pocos casos de desarrollo
de este tipo de neoplasias en el grupo de SLL, comparado con el grupo de SL,
desde el diagnéstico del caso indice. La hipétesis mas probable es que todos los SL
tienen un origen hereditario, mientras que la proporcién de pacientes con origen
hereditario del tumor en el grupo de SLL probablemente es menor. Ademas, se debe
tener en cuenta el corto periodo de seguimiento en este estudio, que podria explicar
esta diferencia. Ademas, es posible que en las personas que puedan tener una
predisposicion genética conocida el seguimiento sea mas estrecho e informen
acerca de una historia familiar mas completa de cancer en comparacion con aquellos
en los que no ha se podido identificar un mecanismo hereditario. Asimismo, en los
pacientes con SLL y sus familiares, al no poder identificar la mutacion patogénica,
este hecho puede influir en la percepcion del riesgo de desarrollo de neoplasias
asociadas a SL y por tanto, en la adherencia a los programas de vigilancia (158). Por
tanto, en este supuesto, habra datos de diagnoéstico de cancer mas completos

informados en el SL.

Por este motivo, se necesitard un tiempo de seguimiento mas prolongado en
nuestra cohorte para poder extraer conclusiones que permitan extrapolar
recomendaciones adecuadas respecto a las medidas de vigilancia para la
prevencion de desarrollo de neoplasias asociadas a SL en los pacientes con SLL y

sus familiares.

6.3. CONCLUSIONES CARACTERIZACION DEL SINDROME DE LYNCH-LIKE

En resumen, encontramos que aquellos casos en los que se sospechaba un
origen hereditario debido a la presencia de historia familiar, edad joven al
diagnéstico, y/o cumplimiento de criterios de Amsterdam o Bethesda, son en
general, similares a los casos en los que se sospecha origen esporadico, en base a

las caracteristicas clinicas, moleculares e histopatolégicas de estos subgrupos.
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Sin embargo, hay que tener en cuenta que, aunque las caracteristicas
histolégicas mencionadas anteriormente, se han asociado clasicamente a las
presentadas en los CCR de SL, como se comentaba previamente, no son exclusivas
de pacientes con SL, sino que también estan presentes en pacientes con
alteraciones del sistema MMR, aunque la alteracion sea secundaria a mutaciones
somaticas. No obstante, existen diversos estudios enfocados a analizar las
caracteristicas clinico-epidemiolégicas e histopatoldgicas de los CCR asociados a
SL frente a los CCR esporadicos con IMS (mutacion en BRAF V600E
/hipermetilacion del promotor MLH1) que ponen de manifiesto resultados
contradictorios. Por una parte, Young et al (55), si identificé diferencias entre estos
dos grupos, siendo mas frecuente la presencia de pobre grado de diferenciacion,
componente mucinoso Yy localizacién proximal entre los CCR esporadicos con IMS.
Jass et al (159), también observaron entre los CCR esporadicos con IMS un mayor
porcentaje de neoplasias heterogéneas con componente mucinoso, mientras que en
los CCR en los pacientes con SL era mas frecuente la presencia peritumoral de
reaccion linfocitica tipo Crohn. Sin embargo, existen otros estudios que no
evidencian diferencias entre CCR asociados a SL frente a los CCR esporadicos con
IMS (147,160,161).

Como se comentaba anteriormente, la implementacion del cribado universal
para SL ha dado lugar a una mayor deteccion de pacientes que cumplen los criterios
de SLL, lo que ha incrementado en los ultimos afios el interés en el estudio de
caracteristicas clinico-epidemioldgicas e histopatoldgicas que sean de utilidad para
establecer el origen del tumor. Sin embargo, los estudios previos realizados con esta
finalidad en los que comparan las caracteristicas entre pacientes con SL y SLL, no
observaron diferencias relevantes, siendo los porcentajes entre ambos grupos muy
similares (114,132,133,157).

Asi, en el estudio de Hemminger et al. (132), no observaron diferencias en
relacion con las caracteristicas histopatoldgicas, que permitiesen diferenciar las
neoplasias de los pacientes con SLL con mutacion doble somética (69% de los

pacientes con SLL) de las de los pacientes con SL. Estos autores alegaban que el
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hecho de que las caracteristicas histoldégicas sean similares entre ambos grupos
podria ser debido a un proceso en la oncogénesis similar que afecta a la funcién del
sistema MMR. Como se comentaba previamente, diversos estudios han puesto de
manifiesto caracteristicas comunes en los CCR gque se desarrollan a través de la via
de la IMS, sean esporadicos o hereditarios (44,45,54,55,46-53).

Haraldsdottir et al (123), informaron que los tumores con doble mutacion
somatica en los genes MMR también presentan el fenotipo hipermutado (>12
mutaciones/megabase), caracteristico de los tumores con IMS secundaria a la
pérdida de la funcién del sistema MMR.

Ademas, se ha observado que en los tumores con doble mutacion somatica
en los genes MMR, al igual que en los pacientes con SL, las neoplasias colorrectales
se desarrollan a través de la via convencional del adenoma y no por la via serrada
(133,162). Por lo tanto, estos CCR probablemente surgen de adenomas tubulares o
tubulovellosos convencionales que adquieren mutaciones bialélicas somaticas en los
genes MMR.

Por tanto, los diferentes estudios enfocados a analizar las caracteristicas
histopatoldgicas en los tumores de pacientes con SLL, no han observado diferencias
significativas en relacion con las caracteristicas clinico-epidemiologicas ni
histopatoldgicas entre CCR de pacientes con SL y SLL. Estos estudios evidencian la
ausencia de valor de estas caracteristicas a la hora de discriminar entre pacientes
con SL y SLL (114,123,125,132,133), al igual que se ha observado en el presente
estudio.

No obstante, cabe destacar que el presente estudio es el primero disefiado
con la finalidad de identificar posibles caracteristicas clinico-epidemiolégicas o
histopatoldgicas entre los pacientes con SLL en funcién de criterios clinicos que
hacen sospechar un posible origen hereditario o esporadico. En conclusion,
observamos al analizar los 2 subgrupos confeccionados en los pacientes con SLL
caracteristicas muy similares, siendo estos resultados acordes con la mayoria de los

estudios publicados.

97



Discusion

Los resultados en el analisis mediante IHQ no demostraron diferencias
significativas. Sin embargo, la pérdida aislada de expresibn en MSH6 mas
frecuentemente asociada a los pacientes con SL, fue superior sobre todo entre los
pacientes con SLL diagnosticados de CCR antes de los 50 afios y/o presencia de
antecedentes de neoplasias asociadas a SL, lo que sugiere estos criterios clinicos,
como de utilidad para seleccionar pacientes con SLL con posible origen hereditario.

Por otra parte, al analizar las caracteristicas histopatoldgicas de la neoplasia
colonica, en los dos subgrupos de pacientes con SLL con sospecha de posible
origen hereditario en base al cumplimiento de los criterios de Amsterdam o
Bethesda, o la edad al diagnéstico de CCR e historia familiar de neoplasias
asociadas a SL, los resultados obtenidos no reproducen de manera homogénea los
descritos en la literatura. Asi, el subgrupo de pacientes con SLL con mayor sospecha
de origen esporadico (CCR diagnosticado a partir de los 50 afios y/o sin
antecedentes familiares de neoplasias asociadas a SL), curiosamente es el que mas
se asemeja a las caracteristicas histopatoldgicas clasicamente asociadas a los
pacientes con SL.

En contra, en el subgrupo de pacientes con SLL entre los que se estimaba
reclutar un mayor porcentaje de casos probablemente hereditarios en base al
cumplimiento de los criterios clinicos de Amsterdam o Bethesda se observo una
mayor proporcidén de pacientes con infiltracion linfocitica y componente mucinoso. No
obstante, también se observé en este subgrupo un mayor porcentaje de infiltracion
vascular, en contra de los descrito en las series mencionadas en SL y CCR con IMS.

Por tanto, en este estudio, no se han identificado -caracteristicas
histopatoldgicas que sean de utilidad para discriminar el posible origen del tumor. No
obstante, como se mencionaba anteriormente la presencia de infiltracion linfocitica o
componente mucinoso entre los pacientes que cumplen criterios de Amsterdam o
Bethesda, se perfila como posible marcador para seleccionar a los pacientes con
caracteristicas histopatoldgicas mas similares a las presentadas por los pacientes

con SL. Sin embargo, seria necesaria ampliar la muestra y definir mejor los criterios
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histopatolégicos para evaluar el papel de estas caracteristicas para definir el origen
del tumor.

Por tanto, como se comentaba anteriormente estos resultados son similares
a los descritos en estudios previos en los que no identificaron caracteristicas clinico-
epidemiologicas o histopatologicas en los pacientes con SLL que fueran de utilidad
para diferenciar entre el origen hereditario o esporadico del tumor (127,132,133). No
obstante, en el estudio de Win et al (157), se observo un mayor riesgo de CCR para
los familiares de primer grado de pacientes con SLL cuando los casos de CCR
fueron diagnosticados antes de los 50 afios, tenian localizacién proximal o si dichas
neoplasias presentaban cualquiera de los siguientes criterios: margen tumoral
expansivo, linfocitos peritumorales, linfocitos infiltrantes en las neoplasias, o CCR
sincronico. Por tanto, es posible que la edad precoz al diagnéstico de CCR, la
presencia de antecedentes familiares o personales de neoplasias asociadas a SL y
la presencia de las caracteristicas histopatolégicas mencionadas, aumenten la

posibilidad de que exista un mecanismo genético responsable de la neoplasia.

Por todo ello, mientras no se establezcan herramientas diagndsticas que
permitan determinar con seguridad el origen del tumor, se deberia integrar estos
resultados en la practica clinica. Asi, sobre todo entre aquellos pacientes con SLL
que presenten antecedentes familiares de CCR y/o antecedentes personales de
desarrollo de otras neoplasias asociadas a SL, se deberia recomendar medidas de

vigilancia similares a las establecidas en el SL.

Dada la evidencia actual de la ausencia de valor de los criterios
epidemioldgicos, clinicos o histopatolégicos para establecer claramente la patogenia
del tumor en los pacientes con SLL, Hampel et al (115), propusieron que los métodos
diagnésticos actuales deberian mejorarse mediante el empleo de secuenciadores de
nueva generacion. Estos permiten obtener millones de secuencias de ADN a una
velocidad sin precedentes y a un coste cada vez mas reducido. Esta herramienta
diagnéstica, ofreceria, por tanto, un mayor rendimiento en la deteccion de casos

hereditarios y esporadicos cuando no se encuentra mutacion en linea germinal. Sin
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embargo, el uso de paneles multigen u otros métodos diagnésticos no han sido
implementados de manera rutinaria en la mayoria de los centros debido a
discrepancias respecto al analisis apropiado sobre mutaciones somaticas y sin la
presencia de una metodologia uniforme recomendada. Por otra parte, hay que tener
en cuenta que la adicion del estudio de mutaciones somaticas en los algoritmos
diagnosticos del SL no ha sido validada en los estudios de investigacion. Ademas, no
se puede excluir la posible relacion que pueda existir entre la presencia de
mutaciones somaticas y la inactivacion germinal de genes todavia desconocidos que
puedan estar relacionados con la deficiencia en el sistema MMR (Fig.10), y s6lo una
aproximacion al exoma germinal o una validacion mediante un seguimiento clinico a
largo plazo, podria finalmente confirmar el comportamiento esporadico de los
tumores de pacientes con SLL con mutaciones sométicas. Por todo ello, la mayoria
de los casos de SLL permanecen sin clasificar y a estos pacientes y sus familiares

se les realiza un seguimiento heterogéneo.

En resumen, encontramos que no existen diferencias significativas clinico-
epidemioldgicas o histopatologicas que permitan diferenciar a los pacientes con SLL
con origen esporadico o hereditario. Estos resultados apoyan que en ausencia de la
presencia de datos moleculares o genéticos que nos permitan clasificar el origen del
tumor en los pacientes con SLL, debemos realizar seguimiento homogéneo a este
grupo de pacientes y sus FPG. Teniendo en cuenta que el riesgo de CCR entre los
pacientes con SLL se encuentra entre aquel presentado en el SL y el presentado en
el grupo esporadico (114), recomendamos cribado de CCR a los FPG con
colonoscopias periddicas. Ademas, urge la necesidad de llevar a cabo estudios de
validacion con el objetivo de determinar si la historia familiar o la edad al diagndstico
de CCR podrian ser de ayuda para identificar casos que necesitan protocolos de
vigilancia mas o menos estrictos. Nuestros hallazgos ademas apoyan la necesidad
de incrementar el estudio en la patogenia de CCR en este grupo de pacientes, que

permitan implantar algoritmos de diagndsticos de casos con SLL que determinen el
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origen hereditario o esporadico, y establecer asi las medidas de Vvigilancia
adecuadas.

6.4. Limitaciones /Fortalezas
Las principales limitaciones de este estudio son:

e La principal limitacion de este estudio es precisamente la falta de informacion
molecular respecto el estudio de mutaciones somaticas en los pacientes con
SLL.

e El registro de las variables en el momento de la inclusién se realizé de forma

retrospectiva.

e La interpretaciobn de la infiltracion linfocitica se realiz6 en base a una
evaluacion  morfolégica, en lugar de cuantificacibn  mediante
inmunohistoquimica, lo cual puede influir en la posible disparidad entre los

centros a la hora de determinar el concepto de infiltracidn linfocitica.

e En relacion a la caracterizaciéon clinico-epidemiolégica e histopatoldgica en
base a los subgrupos confeccionados, cabe destacar el escaso tamafio
muestral en el subgrupo de pacientes con SLL diagnosticados mediante
cribado universal y en el subgrupo de SLL con diagnostico de CCR a una
edad igual o superior a 50 afios y sin antecedentes familiares de CCR, lo que
limita las resultados obtenidos.

e Respecto al analisis del riesgo familiar de desarrollo de cancer, cabe la
posibilidad de sobreestimar o infradiagnosticar casos de tumores entre los
familiares, ya que la informacion relativa a los antecedentes familiares de

neoplasias no siempre era confirmada de manera objetiva mediante datos
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clinicos e histopatolégicos. Sin embargo, esta limitacion puede tener un efecto

escaso, ya que afectaria por igual a ambos grupos.

e Otra limitacion de este estudio es la ausencia de un seguimiento homogéneo
en los FPG de pacientes de SLL, entre los distintos centros participantes,
pudiendo dar lugar a una menor vigilancia de FPG de pacientes con SLL,
frente los familiares de pacientes con SL y podria explicar la presencia de
menos casos de neoplasias asociadas a SL incidentes entre los familiares de

pacientes con SLL.

e El periodo de seguimiento es corto. Seria de utilidad periodos de vigilancia
mas prolongados para establecer la incidencia de este tipo de neoplasias
entre los familiares de pacientes de SLL y asi definir la estrategia de vigilancia

adecuada.

Por otra parte, cabe destacar como principal fortaleza, en primer lugar, que se
trata del Unico estudio que analiza las diferencias clinico-epidemioldgicas e
histopatolégicas del CCR entre pacientes con SLL, en base a diferentes criterios
clinicos que seleccionan a esto pacientes entre aquellos con un posible origen
hereditario o esporadico. En segundo lugar, cabe destacar el amplio nimero de
pacientes incluidos en el registro nacional de pacientes con SLy SLL y familiares y la
actualizacion periodica de la informacion relativa a los pacientes y sus familiares.
Este enfoque proporciona solidez a nuestros datos en términos de aplicabilidad a la

practica clinica.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Los criterios clinicos o patologicos no permiten discriminar el posible origen

hereditario o esporadico en los pacientes con CCR.

Los pacientes con SLL tienen caracteristicas clinicas, demograficas y
patolégicas homogéneas, independientemente de los antecedentes familiares
de CCR.

Los FPG de los pacientes con SLL presentan un riesgo moderado de
desarrollo de CCR vy otras neoplasias asociadas a SL, lo que debe ser tenido

en cuenta para determinar las medidas de vigilancia convenientes.

Debemos realizar un seguimiento homogéneo a los pacientes con SLL y sus
FPG, hasta disponer de métodos diagnésticos moleculares o genéticos que

permitan conocer el mecanismo patogénico del tumor.

Se recomienda al menos colonoscopia peridédica y exploraciones
ginecoldgicas, entre los FPG de los pacientes con SLL, dado el riesgo
incrementado de desarrollo de neoplasias asociadas a SL.
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» Es necesario aumentar el estudio de la patogénesis de CCR en estos
pacientes y disponer de una metodologia validada, que integre el estudio de
mutaciones somaticas y de paneles genéticos que evallen la presencia de
mutaciones germinales en genes MMR u otros genes no identificados. Esta
informacion debe ser complementada mediante estudios de vigilancia a largo
plazo, para confirmar el posible origen esporadico en los casos que lo

sugieren.

» Urge la necesidad de llevar a cabo estudios de validacion con el objetivo de
determinar si la historia familiar o la edad al diagnéstico de CCR podrian ser
de ayuda para identificar casos que necesitan protocolos de vigilancia mas o

menos estrictos.
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ANEXO 1
Investigadores que han participado en el proyecto EPICOLON

Coordinadores del proyecto EPICOLON: Montserrat Andreu y Antoni Castells

Coordinadores del proyecto EPICOLON II: Xavier Llor, Rodrigo Jover, Montserrat

Andreu, Antoni Castells y Angel Carracedo (CeGen)

Participantes en el proyecto EPICOLON:

Hospital 12 de Octubre, Madrid: Juan Diego Morillas (coordinador local),
Inmaculada Salces, Raquel Mufioz, Marisa Manzano, Francisco Colina, Jose
Diaz, Carolina Ibarrola, Guadalupe Lopez, Alberto Ibafiez

Hospital Clinic, Barcelona: Antoni Castells (coordinador local), Ariadna
Sanchez, Virginia Pifiol, Sergi Castellvi-Bel, Francisco Rodriguez-Moranta,
Francesc Balaguer, Antonio Soriano, Rosa Cuadrado, Maria Pellisé, Leticia
Moreira, Rosa Miquel, J. Ignasi Elizalde, Josep M. Piqué.

Hospital Clinico Universitario, Zaragoza: Angel Lanas (coordinador local),
Javier Alcedo, Javier Ortego

Hospital Comarcal de l'Alt Penedés, Vilafranca del Penedés: Mercedes
Martinez (coordinador local)

Hospital Cristal Pifior, Complexo Hospitalario de Ourense: Joaquin Cubiella
(coordinador local), Laura Rivas, M. Soledad Diez, Mercedes Salgado, Eloy
Sanchez, Mariano Vega

Hospital del Mar, Barcelona: Montserrat Andreu (coordinador local), Xavier
Bessa, Cristina Alvarez-Urturi, Agustin Panadés, Asumpta Munné, Felipe
Bory, Miguel Nieto, Agustin Seoane

Hospital Donosti, San Sebastian: Luis Bujanda (coordinador local), Juan
Ignacio Arenas, Isabel Montalvo, Julio Torrado, Angel Cosme

Hospital General Universitario de Alicante: Artemio Paya (coordinador local),
Rodrigo Jover, Oscar Murcia, Mar Giner-Calabuig, Miren Alustiza, Cristina

Alenda, Pedro Zapater.
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Hospital General Universitario de Elche: M2 Dolores Picé (coordinadora local),
Ana Beatriz Sdnchez-Heras, Adela Castillejo, Jose-Luis Soto, Victor Barbera,
Francisco Javier Lacueva.

Hospital General de Granollers: Joaquim Rigau (coordinador local), Angel
Serrano, Anna Giménez

Hospital General de Vic: Joan Sal6 (coordinador local), Eduard Batiste-
Alentorn, Josefina Autonell, Ramon Barniol

Hospital General Universitario de Guadalajara: Ana Maria Garcia (coordinador
local), Fernando Carballo, Antonio Bienvenido, Eduardo Sanz, Fernando
Gonzaélez, Jaime Sanchez

Hospital General Universitario de Valencia: Enrique Medina (coordinador
local), Jaime Cuquerella, Pilar Canelles, Miguel Martorell, José Angel Garcia,
Francisco Quiles, Elisa Orti

Hospital do Meixoeiro, Vigo: Juan Clofent (coordinador local), Jaime Seoane,
Antoni Tardio, Eugenia Sanchez

Hospital Alvaro Cunqueiro de Vigo: Lucia Cid

Hospital Donostia/Instituto Biodonostia. Centro de Investigacion Biomédica en
Red de Enfermedades Hepéticas y Digestivas (CIBERehd). Universidad del
Pais Vasco (UPV/EHU). San Sebastidn, Spain: Luis Bujanda (coordinador
local)

Hospital de I'Esperit Sant, Santa Coloma de Gramenet: Cristina Martin
(coordinador local), Lldcia Titd, Sergio Ledesma, Miquel Torres

Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Badalona: Xavier Llor (coordinador
local), Rosa M. Xicola, Marta Pifiol, Merce Rosinach, Anna Roca, Elisenda
Pons, José M. Hernandez, Miquel A. Gassull

Hospital San Agustin, Avilés: José Maria Duque (coordinador local), Isabel
Garcia, Juan de la Vega, Manuel Crespo
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Hospital Universitari Matua de Terrassa: Fernando Fernandez-Bafares
(coordinador local), Josep M. Viver, Antonio Salas, Jorge Espinds, Montserrat
Forné, Maria Esteve

Hospital Universitari Parc Tauli, Sabadell. Consorci Sanitari de Terrassa,
Terrassa: Gemma Llort, Carmen Yague

Hospital Universitari Arnau de Vilanova, Lleida: Josep M. Refé (coordinador
local), Carmen Pifiol, Juan Buenestado, Joan Vifias

Hospital Universitario de Canarias: Enrique Quintero (coordinador local),
Marta Carrillo-Palau, David Nicolas, Adolfo Parra, Antonio Martin

Hospital Universitario La Fe, Valencia: Lidia Arguello (coordinador local),
Marta Ponce, Vicente Pons, Virginia Pertejo, Teresa Sala

Hospital Universitario Reina Sofia, Coérdoba: Antonio Naranjo (coordinador
local), Maria del Valle Garcia, Patricia Loépez, Fernando Lopez, Rosa Ortega,
Javier Bricefio, Javier Padillo

Fundaci6 Hospital Son Llatzer, Palma de Mallorca: Catalina Garau, Angels
Vilella (coordinador local), Carlos Dolz, Hernan Andreu

Hospital Universitario Virgen del Rocio, Sevilla: Marta Garzon, Angeles
Pizarro, Carmen Cordero (coordinador local), Carmen Reyes, Francisco José
Garcia, Alvaro Giraldez, Fernando Jiménez

Institut Universitari Dexeus, Barcelona: Maria del Carmen Pefa (coordinador
local), Javier Nebreda, Antonio Juan-Creix, Javier Juan-Creix, Enrique Vidal,
Ferran Goma

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona: Teresa Ramon y Cajal,
Alexandra Gisbert-Beamud

Hospital Universitario Vall d’Hebron, Barcelona: Adria LoOpez-Fernandez,
Judith Balmana

Hospital Universitario de Mdstoles: Daniel Rodriguez-Alcalde

Clinica Universitaria de Navarra: Maite Herraiz

Hospital clinico de San Carlos, Madrid: Carmen Povés
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Hospital Santos Reyes, Aranda del Duero, Spain: Luis Hernandez-Villalba
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Abstract:
Background & Aims: Lynch syndrome is characterized by DNA mismatch repair

(MMR) deficiency. Some patients with suspected Lynch syndrome have DNA MMR
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deficiencies but no detectable mutations in genes that encode MMR proteins—this
is called Lynch-like syndrome (LLS). There is no consensus on management of
patients with LLS. We collected data from a large series of patients with LLS to

identify clinical and pathology features.

Methods: We collected data from a nationwide-registry of patients with colorectal
cancer (CRC) in Spain. We identified patients whose colorectal tumors had loss of
MSH2, MSH6, PMS2, or MLH1 (based on immunohistochemistry), without the
mutation encoding V600E in BRAF (detected by real-time PCR), and/or no
methylation at MLH1 (determined by methylation-specific multiplex ligation-
dependent probe amplification), and no pathogenic mutations in MMR genes,
BRAF, or EPCAM (determined by DNA sequencing). These patients were
considered to have LLS. We collected data on demographic, clinical, and
pathology features and family history of neoplasms. The y*test was used to
analyze the association between gualitative variables, followed by the Fisher exact
test and the Student t test or the Mann-Whitney test for quantitative variables.

Results: We identified 160 patients with LLS; their mean age at diagnosis of CRC
was 55 years and 66 patients were female (41%). The Amsterdam | and Il criteria
for Lynch syndrome were fulfiled by 11% of cases and the revised Bethesda
guideline criteria by 65% of cases. Of the patients with LLS, 24% were identified in
universal screening. There were no proportional differences in sex, indication for

colonoscopy, immunohistochemistry, pathology findings, or personal history of
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CRC or other Lynch syndrome-related tumors between patients who met the
Amsterdam and/or Bethesda criteria for Lynch syndrome and patients identified in

universal screening for Lynch syndrome, without a family history of CRC.

Conclusions: Patients with LLS have homogeneous clinical, demographic, and

pathology characteristics, regardless of family history of CRC.

KEY WORDS: familial, colon tumor, risk, genetic, polyp

Background & Aims

Lynch syndrome (LS) is the most frequent cause of hereditary colorectal cancer
(CRC). It is mainly characterized by a high risk of developing CRC and endometrial
cancer, as well as other neoplasms, namely of the ovaries, urinary tract, stomach,
small intestine, pancreas, biliary tract, skin, and brain.>3 LS is caused by germline
mutations in one of the DNA mismatch repair (MMR) genes.* The inactivation of
these genes increases the rate of mutations during DNA synthesis, with an
increase in structural anomalies that tend to appear in repetitive DNA sequences.
This characteristic is called microsatellite instability (MSI) and is observed in more
than 95% of tumors in patients with CRC or other tumors associated with LS.> The
presence of MSI suggests a defect in the MMR genes; however, its specificity is
low because it also occurs in approximately 15% of sporadic CRC cases, usually

due to hypermethylation of the promoter region of the MLH1 gene in the tumor
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tissue.® Immunohistochemistry (IHC) with antibodies against MMR proteins can be
useful to identify MMR if there is loss of expression of these proteins. ’
However, in an increasing number of cases, the presence of MSI or loss of
immunochemical expression of MMR genes is found, but the presence of germline
pathogenic mutations in these genes could not be found. These patients are
considered to have "probably non-sporadic® MMR-defective CRC or Lynch-like
syndrome (LLS), which represents approximately 30% of all patients with unstable
tumors.2 A previous study from our group showed that these cases and their first
degree relatives show a risk of CRC that is in between that found in relatives of LS
patients and sporadic cases. This result suggests that these LLS patients are
probably a heterogeneous group that includes patients with an unidentified
hereditary syndrome, as well as sporadic cases. Testing for somatic mutations in
MMR genes has been proposed for differential diagnosis between hereditary and
sporadic cases; however, this testing is not widely performed and there is no
consensus about management of LLS cases or follow-up of patients and their
relatives.® 10

The aim of this study was to describe the clinical and pathological features
of a large nation-wide series of LLS patients, and to analyze whether patients with
a suspected hereditary or sporadic origin show any different clinical or pathological

characteristics.
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Methods

Patient Data

Data were extracted from a descriptive, observational, multicenter, nation-
wide registry (EPICOLON-III) on familial CRC, involving 25 Spanish hospitals.
Patients with CRC were included when their tumors showed immunohistochemical
loss of MSH2, MSH6, PMS2, or loss of MLH1 with BRAF-wild type and/or no MLH1
methylation, and in whom germline mutations could not be found in these genes or
in EPCAM. Immunohistochemical study of the tumors was performed because of
fulfillment of Amsterdam criteria and/or revised Bethesda Guidelines,!! or because
of universal molecular screening for LS.'? In these cases, the fulfilment of
Amsterdam criteria and/or revised Bethesda Guidelines was also reviewed.
Patients were investigated according to common protocols!® and in all cases the
family history was collected through the realization of pedigrees that included at

least one generation backward and forward to the index case.

These patients were included in the national registry EPICOLON-III

(www.epicolon.es); demographic, clinical, and pathological variables were

registered, as well as family history of neoplasms.

MSI, IHC Staining, and Detection of Germline Mutations

MSI and/or IHC analysis was performed in all patients. Although IHC was

not performed for 6 patients, we confirmed their inclusion because of the presence
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of high MSI. MSI status was analyzed using multiplex polymerase chain reaction
(PCR) patterns at the following monomorphic repetitive markers: BAT26, BAT25,
NR21, NR24m and NR27.1* 15 Amplicon detection and analysis were performed
using an ABI Prism 3130 Genetic Analyzer, and Genotyper software (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), respectively. A diagnosis of MSI was
considered positive when two or more markers showed an altered pattern. IHC
analysis of MLH1, MSH2, MSH6, and PMS2 was performed in formalin-fixed,

paraffin-embedded tumor tissue, as previously described.16

In patients with a loss of MLH1, methylation of MLH1 and/or somatic BRAF
mutation status was analyzed. MLH1 methylation analysis was performed using
methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification (MS-MLPA)
according to the manufacturer’s protocol using the SALSA MS-MLPA Kit MEO11
Mismatch Repair Genes (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands).!” The
V600E BRAF mutation was detected using specific TagMan probes in real-time
PCR (ABI Prism 7500; Applied Biosystems, Foster City, CA) and allelic

discrimination software as described previously.!®

Germline mutation analysis was performed in accordance with the results of
IHC analysis as described previously.? Patients with loss of MSH2 expression with
no detected mutation were analyzed for EPCAM rearrangements using MLPA
according to the manufacturer’'s recommended protocol. DNA sequencing was
performed to characterize the deletion breakpoints.!® Large rearrangements

(deletions and insertions) were tested using MLPA according to the manufacturer's
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protocol. The results of genetic analysis were interpreted based on the ACMG
Recommendations for Standards for Interpretation of Sequence Variations (2000)

and the InSIGHT database.?°

Statistical Analysis

The statistical analysis was carried out using the SPSS program (SPSS
19.0, Chicago, IL, USA). Regarding the descriptive analysis, the qualitative
variables are presented as percentages. Continuous quantitative variables are
described as the mean and standard deviation or the median and interquartile
range, depending on whether or not they follow a normal distribution. The y? test
was used to analyze the association between qualitative variables, followed by
Fisher exact test and the Student t test or the Mann-Whitney test for quantitative
variables, according to whether or not the variables followed a normal distribution.

A p-value < 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

We included 160 patients diagnosed with CRC who met the diagnostic criteria for
LLS. The characteristics of patients with LLS are shown in Table 1. Mean age at
diagnosis of CRC was 54.9 years (SD 14.2) and 53 patients (33%) were younger
than 50 years old at diagnosis; 41.2% of patients were female. The majority of
cases were diagnosed because of symptoms (87.4%). The most frequent IHC

finding was lack of MLH1/PMS2 expression in 50% of cases, followed by lack of

141



Adenda:
Articulos publicados

MSH2/MSH6 expression (27.9%). Isolated loss of MSH6 (13%) or PMS2 (9.1%)
was less frequent. Regarding family history, 64.4% of cases fulfilled revised
Bethesda guidelines and 11.2% fulfilled Amsterdam criteria for LS diagnosis. Fifty
percent of patients reported any family history of CRC, and 38.7% reported a
family history of another LS-related cancer. In 24.4% of cases, IHC of MMR
proteins was performed in the context of universal LS screening. Five patients
(3.1%) developed a second CRC within a median of 7 years (SD 3.9 years), 16.8%
had a previous history of non-CRC tumors, and 3.1% had a previous history of
other non-CRC LS-related neoplasms.

With the aim of identifying whether there was any difference between LLS patients
with suspected hereditary origin and those with probable sporadic origin, an
analysis was performed comparing LLS patients who met the Amsterdam and/or
Bethesda criteria with those who did not meet these criteria and in whom the
diagnosis was made due to the realization of universal screening for LS diagnosis.
The only differences we found were related to the definition of cases, with a mean
age at CRC diagnosis of 65.5 years (SD 10.1) in patients diagnosed by universal
screening versus 51.6 years (SD 13.7) in patients who fulfilled Amsterdam and/or
Bethesda criteria (p = 0.02). Additionally, 57% of patients that met Amsterdam
and/or Bethesda criteria reported a family history of CRC, versus 28% of patients
identified through universal LS screening (p < 0.001). No statistical differences
were observed between the two groups with respect to sex, indication for

colonoscopy, IHC findings, tumor characteristics (location, size, TNM stage,
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pathology), personal history of CRC or other LS-associated cancer, or family
history of non-colorectal cancer associated with LS (Table 2).

A second analysis compared patient characteristics based on their age at
CRC diagnosis (<50 years of age) and/or the presence of a family history of tumors
associated with LS versus those patients with diagnosis of CRC at 250 years of
age and lack of family history of LS-associated tumors. This analysis also did not
reveal any significant differences between the two groups regarding sex, vital
status, indication for colonoscopy, IHC, tumor characteristics (location, size, TNM
stage, histology), or personal history of CRC or other LS-associated cancer (Table

3). Also here, the only differences found were related to the selection criteria.

DISCUSSION

In this study, which includes the largest published cohort of patients with LLS, we
describe clinical and pathological characteristics of these patients. We found that
cases with suspected hereditary origin due to family history, young age at
diagnosis, and/or fulfilment of Amsterdam or Bethesda criteria are similar to cases
with suspected sporadic origin with respect to clinical, molecular, and pathological
characteristics. These results support that, in the absence of a molecular marker
able to differentiate both groups, these patients should be managed
homogeneously.

The implementation of universal LS screening has led to an increase in the
percentage of tumors that exhibit MSI or loss of expression of the MMR proteins,

but lack any germline pathogenic mutation or other cause of MMR deficiency.® This
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situation, called LLS or MMR tumors of unknown origin, is associated with
uncertainty regarding preventive management of patients and their relatives,
because there is no consensus about whether it should be considered a likely
hereditary or sporadic condition. There are different mechanisms that may cause
this phenotype (Figure 1). The first potential cause is the presence of atypical
germline alterations in MMR genes (regulatory regions, inversions, or
translocations), or cryptic mutations (not detected with current methods) that could
provoke somatic alteration of the remaining MMR allele. This group of patients
actually have unidentified LS. Another possible cause is the presence of germline
alterations in other genes (e.g., MUTYH, POLD1, POLE) that could also alter the
MMR system. Finally, we can also observe sporadic tumors with biallelic MMR
alterations secondary to somatic alterations in cancer genes (tumor suppressor
genes, oncogenes, repair genes), somatic biallelic alterations in MMR genes, or a
combination of both findings.

Clinically, patients with LLS are probably represented by at least two different
subsets. The first group includes cases in which the clinical characteristics strongly
suggest a hereditary origin, but in which the genetic defect has not yet been
identified through routine protocols. These patients probably have an undiagnosed
hereditary condition with high risk of CRC for them and their first-degree relatives.
The second subset includes a significant proportion of families with LLS who do not
have a history of cancer and for whom the only element leading to suspicion of LS
is the presence of MSI or the loss of expression of some of the MMR proteins. In

this latter group, a double somatic mutation in MMR genes is probably the
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underlying cause of the MSI phenotype. This second group of patients has
sporadic tumors and specific preventive measures are not necessary for them or
their relatives.

It has been proposed that current LS diagnostic strategy should be
complemented with algorithms that integrate other molecular data from the tumors,
allowing differential diagnosis between LLS cases of sporadic versus hereditary
origin.?! In that sense, different authors have proposed the investigation of somatic
mutations in MMR genes and other genes that might explain sporadic CRC cases
with LLS. Preliminary studies found a frequency of somatic mutations in LLS

patients that ranges between 22%-69%22-24,

Studies that used these somatic mutations to classify LLS patients as hereditary or
sporadic also did not find any clinical or pathological characteristics that were able
to differentiate between the two populations. In a recently published study by
Hemminger et al.,?® the presence of double somatic mutation in the MMR was
observed in 69% of patients with unexplained MMR deficiency who lacked MLH1
methylation and germline mutation. They analyzed whether histomorphology could
distinguish patients with double somatic mutations from those with LS, but no
significant differences in histologic features were found between tumors in LS
patients and tumors with double somatic mutations. This similar tumor histology
might be secondary to a similar underlying oncogenesis involving defective MMR
function, leading to a hypermutated phenotype. Also, in a previous study, Mas-

Moya et al.?® compared clinicopathological differences in CRCs between patients
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with LS and a group of 21 patients with LLS. Curiously, they found a higher
percentage of CRC in the right colon in LLS patients than in LS patients (93%
versus 45%; P < 0.002); however, there were=no significant differences related to
tumor stage, tumor grade, tumor size, tumor-infiltrating lymphocytes, Crohn-like
lymphocytic reaction, mucinous differentiation, signet ring cell differentiation, or
medullary differentiation. Finally, Hampel et al.?! proposed that current LS
diagnostic strategy should be improved with universal up-front tumor sequencing,
obtaining better performance in the detection of LS cases and differentiation

between hereditary and sporadic cases when no germline mutation is found.

However, the use of multigene panel testing or other tools for diagnosis has not yet
been routinely implemented in the majority of centers due to discrepancies about
the appropriate somatic gene analysis, with no specific methodology uniformly
recommended. Also, the high cost of this approach, the need of next-generation
sequencing technology, and the difficulties of applying this technology in paraffin
samples are barriers to the implementation of this diagnostic tool for the adequate
classification of LLS patients as sporadic or likely hereditary cases. Moreover, the
addition of somatic mutations to the diagnostic algorithm of LS has not yet been
validated in research studies. Finally, a relationship between these somatic
mutations and germline inactivation of still unknown genes related to MMR
deficiency has not yet been fully ruled out (Figurel), and only a germline exome
approach or a clinical follow-up validation could finally confirm the sporadic

behavior of these LLS tumors with somatic mutations. For these reasons, the
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majority of LLS cases remain unclassified and patients and their relatives are
followed heterogeneously. If we consider LLS patients as a group, the risk of CRC
in patients and their first-degree relatives lies between the risk found in LS
syndrome and the risk of sporadic CRC; the incidence of CRC is significantly lower
in families of patients with LLS than in families with confirmed LS, but is higher
than in families with sporadic CRC,® and because of that, some preventive

measures should be guaranteed in this population.

The main limitation of this study is precisely the lack of molecular
information about somatic mutations in the LLS cases; however, we would like to
perform a clinical description of these cases pointing out the difficulties of
classifying them based only on clinical characteristics. Our study underlines the
lack of value of clinical criteria for classification of this heterogeneous group of
patients. Moreover, as previously noted, there is not a validated methodology for
detecting true somatic mutations and some consensus between experts is needed
in order to adequately classify these cases as truly sporadic or probably hereditary.
In contrast, the main strength of our study is the large number of patients included
in a nationwide registry of hereditary CRC cases, which allows adequate and
uniform classification of cases and the possibility of establishing cohort studies that

will provide more information about this subset of patients.

In summary, we found that there are no clinical or pathological features
differentiating tumors with a suspected hereditary or sporadic origin. These data

support that, in the absence of any molecular or genetic tool to assist in the
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classification of this group of patients, we should consider them a homogeneous
group, applying preventive measures with periodic colonoscopies for patients and
their relatives. Given that, as a group, the risk of CRC in first-degree relatives of
patients with LLS is in between of that found in LS and sporadic cases?, we can
recommend screening for first-degree relatives, at least in the limit of that
recommended for LS, with colonoscopy every 3 years. Moreover, validation studies
should be approved that aim to determine whether family history or age at CRC
diagnosis might be helpful for identifying cases needing a more or less intensive
surveillance protocol. Our findings also support the need to increase the study of
CRC pathogenesis in these patients, as well as the appropriate way to identify

cases as truly hereditary or sporadic.
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Lynch like syndrome
Tumars: MSI or MR loss of expression (absence of BRAF mutation and absence of MLH1 methylation)
Germline: Absence of MMR mutations (standard analysis)
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Figure 1. Potential mechanisms for Lynch-like syndrome
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Table 1. Characteristics of Patients With LLS

Lynch-like syndrome n=160
Female sex, n (%) 66 (41.3)
Mean age (SD) 63.5 (14.4)
Mean age at CRC diagnosis (SD) 54.9 (14.2)

Indication for colonoscopy, n (%)
Symptoms 118 (87.4)

CRC screening 17 (12.6)

Immunohistochemistry, n (%)
Loss of MLH1 and PMS2 77 (48.1%)

Loss of MSH2 and MSH6 43 (26.9%)
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Isolated loss of MSH6 20 (12.5%)
Isolated loss of PMS2 14 (8.8%)
IHC non-available; MSI-H 6 (3.7%)

Reason for IHC, n (%)

Amsterdam | and Il criteria 18 (11.2)
Revised Bethesda guidelines 103 (64.4)
Universal screening 39 (24.4)

Location, n (%)

Right colon 89 (61.4)
Left colon and rectum 56 (38.6)
Median tumor size (range), cm 5 (0.6-30)

Histology, n (%)

Poor differentiation 33 (20.6)
Lymphocytic infiltration 37 (23.1)
Mucinous tumor 46 (28.7)
Vascular invasion 18 (11.3)
Metachronous CRC, n (%) 5(3.1)

Personal history of non-CRC tumors, n (%) 27 (16.8)

Personal history of non-CRC LS-associated | 5 (3.1)

tumors, n (%)

Family history of CRC, n (%) 80 (50)

SD, standard deviation; CRC, colorectal cancer; LS, Lynch syndrome.
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Table 2. Patient Characteristics Based on Reason for LLS Diagnosis

Amsterdam or

Universal Screening

Bethesda Guidelines of LS
n=121 n=39

Median age at CRC diagnosis 51.6 (13.7) 65.5* (10.1)
(SD), years
Female sex, n (%) 47 (38.8) 19 (48.7)
Indication for colonoscopy, n (%)
Symptomatic 89 (87.3) 29 (87.9)
CRC screening 13 (12.7) 4(12.1)
Immunohistochemistry, n (%)
MLH1 and PMS2 57 (49.1) 20 (52.6)
MSH2 and MSH6 30 (25.9) 13 (34.2)
MSH6 16 (13.8) 4 (10.5)
PMS2 13 (11.2) 1 (2.6)
Location, n (%)
Right colon 66 (60.6) 23 (63.9)
Rectum and left colon 43 (39.4) 13 (36.1)
Median tumor size (range), cm 5.88 (4.9-6.8) 4.5 (3.7-5.2)
Histology, n (%)
Poor differentiation 25 (20.7) 8 (20.5)
Lymphocytic infiltration 30 (24.8) 7 (17.9)
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Mucinous 36 (29.8) 10 (25.6)
Vascular infiltration 17 (14) 1(2.6)
Personal history, n (%)

CRC or other LS-associated cancer 11 (9.1) 1(2.6)
Metachronous CRC 4 (3.3) 1(2.6)
Synchronous CRC 2 (1.7) 0 (0)
Non-CRC LS tumor 54.1) 0 (0)
Family history of CRC, n (%) 69 (57) 11 (28.2)*

*p < 0.05
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Table 3. Patient Characteristics Based on Age at CRC Diagnosis and Family

History of LS-Associated Neoplasms

CRC diagnosed under
50 years and/or family

history of LS-related

CRC diagnosed > 50
years and

no family history of

cancer LS-related cancer
n=128 n=32
Median age at CRC diagnosis | 52.05 (14) 65.71* (9)
(SD), years
Female sex, n (%) 52 (40.6) 14 (43.7)
Indication for colonoscopy, n
(%)
Symptomatic 100 (92.6) 18 (66.7)
CRC screening 8 (7.4) 9 (33.3)
Immunohistochemistry, n (%)
MLH1 and PMS2 58 (47.5) 19 (59.3)
MSH2 and MSH6 34 (27.9) 9 (28.1)
MSH6 18 (14.8) 2 (6.3)
PMS2 12 (9.8) 2 (6.3)
Location, n (%)
Right colon 71 (61.7) 18 (60)
Rectum and left colon 44 (38.3) 12 (40)
Median tumor size (range), cm | 5.97 (5-6.9) 3.98 (3.1-4.8)
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Histology, n (%)

Poor differentiation
Lymphocytic infiltration
Mucinous

Vascular infiltration

27 (21.1)
27 (21.1)
33 (25.8)

15 (11.7)

6 (18.7)
10 (31.3)
13 (40.6)

3 (9.4)

p <0.05
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Abstract: Lynch syndrome (LS) is a common cause of hereditary colorectal cancer (CRC). Some CRC
patients develop mismatch repair deficiency without germline pathogenic mutation, known as
Lynch-like syndrome (LLS). We compared the risk of CRC in first-degree relatives (FDRs) in LLS and
LS patients. LLS was diagnosed when tumors showed immunohistochemical loss of MSH2, MSHeé,
and PMS2; or loss of MLH1 with BRAF wild type; and/or no MLHI methylation and absence of
pathogenic mutation in these genes. CRC and other LS-related neoplasms were followed in patients
diagnosed with LS and LLS and among their FDRs. Standardized incidence ratios (SIRs) were
calculated for CRC and other neoplasms associated with LS among FDRs of LS and LLS patients.
In total, 205 LS (1205 FDRs) and 131 LLS families (698 FDRs) had complete pedigrees. FDRs of
patients with LLS had a high incidence of CRC (SIR, 2.08; 95% confidence interval (CI), 1.56-2.71),
which was significantly lower than that in FDRs of patients with LS (SIR, 4.25; 95% Cl, 3.67-4.90;
p < 0.001). The risk of developing other neoplasms associated with LS also increased among FDR
of LLS patients (SIR, 2.04; 95% CL, 1.44-2.80) but was lower than that among FDR of patients with
LS (SIR, 5.01, 95% (I, 4.26-5.84; p < 0.001). FDRs with LLS have an increased risk of developing
CRC as well as LS-related neoplasms, although this risk is lower than that of families with LS. Thus,
their management should take into account this increased risk.

Keywords: colorectal cancer; risk; genetic; surveillance

1. Introduction

Lynch syndrome (LS) is the most frequent cause of hereditary colorectal cancer (CRC) [1]. Itis
characterized by the presence of pathogenic mutations in DNA mismatch (MMR) repair genes (MLH1,
MSH2, MSH6, PMS2) or EpCAM (epithelial cell adhesion molecule), with an autosomal dominant
inheritance [2]. It is mainly characterized by the high risk of developing CRC and endometrial cancer,
as well as other neoplasms, namely of the ovaries, urinary tract, stomach, small intestine, pancreas,
biliary tract, skin, and brain. Implementation of Jerusalem guidelines, which recommend conducting
MMR proteins immunohistochemistry (IHC) in all CRC or endometrial cancers in patients younger
than 70 years old [3] or universal screening, has increased the number of patients diagnosed with
LS but has also revealed a large number of patients (~30%) who present with tumor microsatellite
instability (MSI) or loss-of-expression MMR proteins but without evidence of germline pathogenic
mutation in these genes [4]. This condition is known as Lynch-like syndrome (LLS). In this context, it is
important to adequately address the existence of variants of unknown significance (VUS) following
international guidelines for classification [5-8]. Inadequately classified VUS in MMR genes could also
be a cause of LLS.

Currently, it is unclear what should be the type of follow-up in these patients and their relatives.
A previous study by our group [9] showed that the risk of CRC was lower in families of patients
with LLS compared to the relatives of patients with LS but was higher than that found in relatives
of patients with sporadic cases. No increase in the risk of LS-related neoplasms was found in this
cohort. However, this study had some limitations, mainly the low number of families with LLS cases,
which may have led to selection bias in the cohort.

The goal of this study was to evaluate, in a large cohort, the risk of developing CRC and other
LS-related neoplasms among the family members of patients diagnosed with LLS compared with a
cohort of LS families. We also compared the clinical and pathological characteristics of CRC patients
with LS and LLS.
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2. Material and Methods

2.1. Patients and Data Collection

Data were extracted from a descriptive, observational, multicenter, nationwide registry
(EPICOLON III) on familial CRC, involving 25 Spanish hospitals [10]. We studied a cohort of
patients with CRC and LS (with confirmed germline pathogenic mutation in mismatch repair (MMR)
genes) and patients with CRC and LLS. LLS is defined by the presence of high MSI (MSI-H) and/or
loss of expression of MMR proteins as determined by immunohistochemistry in CRC patients, without
MLH1 promoter hy permethylation or evidence of germline pathogenic mutation in the DNA MMR
genes or epithelial cell adhesion molecule (EpCAM). IHC and/or MSI study of the tumors was performed
because of fulfillment of Amsterdam criteria and/or revised Bethesda guidelines [11], or because of
universal molecular screening for LS [3]. Patients were investigated according to common protocols [12],
and were included since November 2017. If any pathogenic mutation in MMR genes was found,
genetic testing was expanded among the first-degree relatives (FDRs) of the index case. We followed
up with these patients and their relatives until July 2019, with the purpose of learning about new cases
of CRC and other LS-associated tumors between these patients and their relatives.

Data on demographic variables, study of CRC, and family history were obtained from the national
registry EPICOLON III (www.epicolon.es). All colorectal carcinomas were analyzed for grade, location,
Tumor, lymph Nodes, Metastasis (TNM) stage, and for histopathologic features, such as mucinous cell
histology, vascular invasion, and tumor-infiltrating lymphocytes, based on morphologic assessment.
In all cases, the family history was collected through the cancer pedigrees that included at least one
generation backward and forward to the index case, as previously described [9]. All of the patients
provided written informed consent. The study was approved by the institutional review boards of the
participating hospitals (date: 23 June 2013, ethic code: P12013073).

2.2. MSI, IHC Staining, and Detection of Germline Mutations

MSI and/or IHC analysis was performed in all the CRC patients included in this cohort.
MSI status [13,14] and IHC analysis of MLH1, MSH2, MSH6, and PMS2 was performed in formalin-fixed
paraffin-embedded tumor tissue, as previously described [15]. In patients with loss of MLHI,
the methylation of MLHT and/or somatic V600E BRAF mutation status was analyzed. MLHT methylation
analysis was performed using methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification
(MS-MLPA) using the SALSA MS-MLPA kit ME011 Mismatch Repair Genes (MRC-Holland, Amsterdam,
The Netherlands) [16]. The V600E BRAF mutation was detected by real-time PCR (ABI Prism 7500,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using specific TagqMan probes and allelic discrimination
software as previously described [17].

Germline mutation analysis was performed in accordance with the results of IHC analysis as
previously described [4]. The selection of patients and genes for germline mutation analysis was based
on IHC and MSI results. Accordingly, MLHI and MSH2 mutational analysis was performed in all
tumors with MLH1 and MSH2-negative staining. MSH6 germline analysis was done in patients with an
isolated lack of MSH6 expression or combined lack of MSH2 and MSH6 not showing MSH?2 mutation.
Genetic testing for PMS2 was performed in an isolated loss of PMS2 expression tumors. Patients
with loss of MSH2 expression with no mutation detected were analyzed for EpCAM rearrangements.
In patients showing MSI and whose IHC analysis could not be performed, genetic testing of all four
MMR genes (MLH1, MSH2, MSH6, and PMS2) was carried out. DNA sequencing was performed
to characterize the deletion breakpoints. Germline mutation studies were performed on genomic
DNA isolated from peripheral blood leucocytes or from non-tumor colon tissues. Detection of
point mutations was conducted using PCR and direct sequencing of the whole coding sequence and
intron-exon boundaries of each gene. Large rearrangements (deletions and insertions) were tested
by MLPA (MLPA Kits P003: MLHI-MSH2; P248 (MLH1-MSH2 confirmation), P00S (PMS2-MSHG6),
and P072 (EpCAM) MRC-HOLLAND, Amsterdam, The Netherlands) following the manufacturer’s
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protocol. Large rearrangements (deletions and insertions) were tested using MLPA according to the
manufacturer’s protocol. The results of the genetic analysis were interpreted based on the ACMG
Recommendations for Standards for Interpretation of Sequence Variations (2000) and the InSIGHT
database [5,7].

2.3. Calculation of Standardized Incidence Ratio

To analyze the family risk of developing CRC or other tumors associated with LS, we included
information relative to the FDRs of patients with CRC and LS, regardless of whether or not they were
carriers of the mutation, or LLS only in cases with complete pedigrees and information about the ages
of all family members, including relatives without cancer. We calculated the standardized incidence
ratio (SIR) as the ratio of the observed to expected number of cases diagnosed in the families at the
time of inclusion in the EPICOLON III cohort. The expected number of cases was calculated as the sum
of the products of the number of person-years for each 5-year age/sex group and the corresponding
age/sex-specific incidence rates in Spanish regional registries [18]. The confidence limits were based on
Byar’s approximation of the exact Poisson distribution, which is accurate even with small numbers [19].
The index case was excluded for the analysis of family history at the time of diagnosis.

We also prospectively analyzed the risk of developing CRC or other neoplasms associated with
LS during follow-up in family members of patients with LS and LLS. We considered as LS-related
tumors those from the endometrium, ovaries, urinary tract, stomach, small intestine, pancreas, biliary
tract, skin, and brain. We followed up with new cases of these tumors in the index patients and their
FDRs that appeared since the moment of diagnosis of the index case until July 2019. We included
information regarding FDRs who had complete information about the surveillance of FDRs (age,
history of neoplasia), excluding the rest due to the absence of information.

The pedigrees were updated by asking patients and/or relatives about new cases of cancer after
diagnosis of the index case. We included the index case for this analysis, and the appearance of
metachronous CRC or a new case of non-colorectal LS-related tumor in the index case was considered

a new case in the family.

2.4. Statistical Analysis

Regarding the descriptive analysis, the qualitative variables are presented as percentages.
The continuous quantitative variables are described from the mean and the standard deviation
(SD) or from the median and the interquartile range (IQR), depending on whether or not they followed
a normal distribution. For analysis of the association between qualitative variables, the chi-square
test was used, followed by the Fisher’s exact test and the Student’s {-test or the Mann-Whitney U
test for the quantitative variables. For the contrast of the hypotheses described above, a confidence
level (p) < 0.05 was used. The incidence rates of new cases of affected family members of CRC and
of non-colonic neoplasms associated with LS were calculated. Next, the incidence rates of CRC or
other neoplasms associated with LS were standardized by sex and age using the indirect method.
The follow-up times (person-year) for each family member at risk were calculated from 20 years of age
to the time of diagnosis of the earliest cancer, age at death, or end of follow-up. The SIR was calculated
from the quotient between the observed cases and those expected among the relatives. The number of
expected cases was calculated from the sum of the follow-up times (person-year) for age groups with a
5-year interval, and by sex and the corresponding standard incidence rate. Statistical analysis was
performed with SPSS software (SPSS 19.0, Chicago, IL, USA).

3. Results

3.1. Clinical and Pathology Differences in CRC between LS and LLS

Through July 2019, we included 160 patients diagnosed with CRC who met the diagnostic criteria
of LLS and 286 patients diagnosed with CRC and LS. A flow chart of patients and FDR included can be
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seen in Figure 1. The characteristics of both populations are shown in Table 1. Patients with LS were
younger at diagnosis of CRC (LS, 48.1 (SD 12.9) vs. LLS, 54.9 (SD 14.2); p = 0.01). We also observed
significant differences regarding a higher percentage of patients in the LS group who met the criteria of
Amsterdam and/or Bethesda (Amsterdam I and II present in 72.1% in the LS group vs. 11.2% in the
LLS group, p = 0.00; Bethesda guidelines: 84.2% in the LS group vs. 64.4% in the LLS group; p = 0.00).
Patients with LLS showed more frequently loss of MLH1/PMS2 expression than LS patients (48.1% vs.
34.3%; p = 0.004) and less frequently loss of MSH2/MSH®6 (26.9% vs. 42.6%; p = 0.001). Regarding
patients with LS, 35.3% presented with a mutation in MLH1, 41.3% in MSH2, 14.7% in MSH6, 5.2% in
PMS2, and 3.5% in EpCAM.

Patients included in the study Lynch syndrome patients Lynch-like syndrome
with CRC patients with CRC

n=286 n=160

Patients excluded because of

non-available complete pedigree

FDR included for the analysis of FDR of LS patients FDR of LLS patients

cancer risk n=1205 n =698

FDR included for the prospective FDR of LS patients FDR of LLS patients
development of LS-related cancer n=1126 n =587

Figure 1. Flow diagram of patients and FDR included. FDR, first-degree relatives; LS, Lynch syndrome;
LLS, Lynch-like syndrome; CRC, colorectal cancer.

We did not find relevant differences regarding the location of the CRC or TNM stage, but when
we analyzed the pathology features, we only found a higher percentage of lymphocytic infiltration in
the CRC of patients with LLS compared to patients with LS (23.1% in LLS vs. 14.3% in LS, p = 0.04).
However, we did not find relevant differences regarding vascular invasion, grade of differentiation,
or the presence of mucinous tumor (Table 1). On the other hand, significant differences were also
observed in relation to the personal history of CRC or other neoplasms associated with LS. Synchronous
CRC was present in the LS group in 9.1% of them and in the LLS group was present in 1.3% (p = 0.001).
Metachronous CRC developed in 12.9% of the LS group versus 3.1% of the LLS group (p = 0.001),
and 29.4% of patients in the LS group had a personal history of other tumors associated with LS
compared to 3.1% of patients in the LLS group (p = 0.00; Table 1). Examples of the pedigrees of LS and
LLS families can be found in Figure 2.
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Characteristics of Patients

LS, n =286

LLS, n =160

Female sex

Age at CRC diagnosis, median (SD)

132 (46.1%)
48.1 (SD 12.9)

66 (41.3%)

549 (SD 14.2) *

Reason for [HC

Amsterdam I and II criteria

206 (72.1%)

18 (11.2%) *

Revised Bethesda guidelines 234 (84.2%) 103 (64.4%) *
Immunohistochemistry (IHC), n (%)
Loss of MLH1 and PMS2 98 (34.3) 77 (48.1) %
Loss of MSH2 and MSH6 122 (42.6) 43 (26.9) *
Isolated loss of MSH6 40 (14) 20(12.5)
Isolated loss of PMS2 18 (6.3) 14 (8.8)
THC non-available; MSI-H 8(2.8) 6(3.7)
Location
Right colon 165 (62.7%) 89 (61.4%)
Left colon and rectum 98 (37.3%) 56 (38.6%)
TNM
Stage I and 1T 159 (55.6%) 80 (60.1%)
Histology
Poor differentiation 50 (17.5%) 33 (20.6%)
Lymphocytic infiltration 41 (14.3%) 37 (23.1%) *
Mucinous tumor 88 (30.8%) 46 (28.7%)
Vascular invasion 35 (12.2%) 18 (11.3%)
Personal history
metachronous CRC 37 (12.9%) 5(3.1%) *
synchronous CRC 26 (9.1%) 2 (1.3%)*
non-CRC LS tumor 84 (29.4%) 5(3.1%) *

*p < 0.05. SD, standard deviation; CRC, colorectal cancer; LS, Lynch syndrome; LLS, Lynch-like syndrome; MSI-H,
microsatellite instability-high, TNM, Tumor, lymph Nodes, Metastasis

O—H J_'

Dx7sy  Dx37y  Dx83y/8sy

g

Dxdly

TEEEEE
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(o] )

@ Pathogenic mutation
E Wil type

E Revised Bethesda Crteria
| Nommal Expresion

Figure 2. Examples of pedigrees of Lynch syndrome (A) and Lynch-like syndrome (B) families. LS,
Lynch syndrome; Dx, diagnosis, Y, years.
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3.2. Risk of CRC in FDRs of LS and LLS Patients

As previously explained in the methods section, for the analysis of family risk of developing CRC
or other neoplasms associated with LS, only families with complete information on age and history of
neoplasms were included. A total of 205 out of 286 families with LS were included. Regarding LLS
patients, this information was obtained in 131 out of 160 families. Finally, a total of 1903 FDRs were
included, namely, 1205 in the LS group and 698 in the LLS group (Figure 1). When we analyzed the
SIR for CRC between both groups, there was an increased risk of CRC in both LS and LLS families,
with the SIR being significantly higher for the relatives of patients with LS compared to those of
patients with LLS (SIR for CRC in LS, 4.25; 95% confidence interval (CI), 3.67-4.90 vs. SIR for CRC in
LLS, 2.08; 95% Cl, 1.56-2.71; p < 0.001). The same was observed for L5-associated neoplasms (other
than CRC); in both cases, there was an increased risk of these neoplasms, which was also higher in LS
(SIR, 5.01; 95% CI, 4.26-5.84) than in LLS (SIR, 2.04; 95% CI, 1.44-2.80; p < 0.001) (Table 2). The location
of non-CRC neoplasms can be seen in Table 3, a higher frequency of endometrial cancer was detected
in LS families (48.4% in LS group vs. 20.0% in the LLS group; p = 0.001). However, the frequency of
pancreatic neoplasms was higher in the LLS group (3.3% in LS group vs. 15.0% in the LLS group;
p =0.003).

Table 2. SIR of CRC or other neoplasms associated with LS in first-degree relatives of patients with
LLS compared with FDR of patient with LS.

LS LLS
Neoplasms Associated n=1205 n =698
with LS - P Value
Number of Tumors SIR (95% CI) Number of Tumors SIR (95% CI)
CRC 191 4.25 (3.67-4.90) 54 2.08 (1.56-2.71) 0.0000
N°“{Rcml;ns;ss°c‘a‘ed 161 5.01 (4.26-5.84) 38 2.04 (1.44-2.80) 0.0000
TOTAL 352 4.57 (4.10-5.07) 92 2.06 (1.66-2.53) 0.0000

p < 0.05. SIR, standardized incidence ratio; LS, Lynch syndrome; LLS, Lynch-like syndrome; CRC, colorectal cancer;
CI, confidence interval; FDR, first-degree relatives.

Table 3. Non-CRC LS-associated tumors in LS and LLS patients and their FDR.

Locati f the T LS Families LLS Families ) Value
ocation of the fumors Number of Tumors: 184 Number of Tumors: 40 F
Ovary 20 (10.9%) 5(12.5%) n.s.
Endometrium 89 (48.4%) 8 (20.0%) 0.001
Pancreas 6(3.3%) 6(15.0%) 0.003
Stomach 37 (20.1%) 11 (27.5%) n.s.
Urinary tract 10 (5.4%) 4 (10%) n.s.
Skin 3(1.6%) 2 (5%) n.s.
Small intestine 5(2.7%) 0 (0%) n.s.
Brain 6(3.3%) 2 (5%) n.s.
Biliary tract 8 (4.3%) 2 (5%) n.s.

p < 0.05. LS, Lynch syndrome; LLS, Lynch-like syndrome; CRC, colorectal cancer; n.s., no significative.

We also conducted a prospective follow-up from the diagnosis of patients with LS or LLS analyzing
the new cases of CRC or other neoplasms associated with LS with a median of 3 years (IQR, 1-6) of
prospective follow-up. In this analysis, we included information regarding LS patients and their FDRs,
and LLS patients and their FDRs. From a total of 1126 FDR of LS patients, 22 cases of CRC (1.9%) were
observed during follow-up in front of only 3 cases (0.50%) of the total 587 patients in the group of LLS
and FDRs. On the other hand, there were 23 cases that developed other neoplasms associated with
LS (2%) during the follow-up between LS patients and their FDRs compared to two new cases in the
group of LLS patients and their FDRs (0.3%) (Table 4). Figure 3 shows the Kaplan—Meier chart of this
prospective follow-up, showing that LS families had a higher incidence of new cases of LS-related
cancers than LLS families (log rank, 0.0001).
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Table 4. Prospective appearance of new cases of cancer between LS patients and their FDR and LLS
patients and their FDR.

. . LSn=1126 LLS n = 587
Neoplasms Associated with LS No. of Tumors No. of Tumors p Value
CRC 22 (1.9%) 3(0.5%) 0.019
Non-CRC o o
LS-associated tumor 23 (2%) 2 (0.5%) 0.006
TOTAL 45 (3.9%) 5(0.8%) 0.000

p < 0.05. LS, Lynch syndrome; LLS, Lynch-like syndrome; CRC, colorectal cancer; FDR, first-degree relatives.
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Figure 3. Kaplan-Meier curve showing the risk incidence of CRC and other LS-associated tumors
during follow-up in the FDRs of patients with LS and LLS. Log Rank, p = 0.000.

4. Discussion

The primary finding of this study was the increased risk of CRC among FDRs of patients
with LLS, which was lower than that found for LS families but significantly higher than expected.
In addition, the risk of LS-related cancer was also increased in LLS families. Our results confirm
previous preliminary results, extending the risk of cancer to LS-related neoplasms, and highlights the
need for specific surveillance for these patients and their FDRs. These results also emphasize the need
for molecular tools that distinguish between truly hereditary and sporadic cases of LLS.

With the implementation of universal tumor screening for LS in all patients with CRC [3],
anincrease in the number of patients with LLS has been shown. These patients represent a heterogeneous
population where sporadic and truly LS cases are mixed [10]. This fact makes the adequate follow-up
of these patients and their FDR difficult as, in the majority of cases, they are not appropriately
diagnosed and classified. There are different explanations for the finding of LLS [10]. The first
potential explanation that should be ruled out is false-positive cases of MSI or IHC. In cases of LLS,
the reassurance of these results and performance of both is mandatory, and it has been described that
up to 19% of cases are due to false-positive screening results [20]. Additionally, VUS in MMR genes
should be adequately addressed. A major challenge in the diagnosis and management of LLS is the
frequent occurrence of VUS in these genes. Depending on the gene, about 1/5th to 1/3rd of DNA
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sequence variants identified during the course of LS clinical testing are of uncertain significance [21].
Recently, the International Society for Gastrointestinal Hereditary Tumors (InSiGHT) developed criteria
for the interpretation of the MMR gene variants, with the aim to improve the clinical utility of genetic
testing for LS. Adequate classification of VUS following the InSiGHT criteria is another important
step in the correct diagnosis of LLS cases [7]. Once confirmed that this is an LLS case, there are
two possibilities: Cases can be due to germline mutations that have not been detected, or can be
sporadic cases due to biallelic somatic inactivation of MMR genes or other genes related to the MMR
system. This inactivation can be induced by double hit somatic mutations in these genes, inactivation
due to loss of heterozygosity, or a combination of both. Additionally, mosaicism in MMR genes
can be a potential cause for that inactivation. Different authors have proposed the investigation of
double somatic mutations in MMR and other genes that could explain sporadic CRC cases with LLS,
and findings of somatic mutations have been found in a variable proportion of cases, ranging from 22%
to 69% [20,22-25]. Although, in recent years, there has been an increase in the use of multigene panel
testing in LLS, the best diagnostic strategy to perform in patients with LLS has not been established,
with no specific methodology uniformly recommended. Moreover, the addition of somatic mutations
to the diagnostic algorithm of LS has not been validated in research studies. Finally, a relationship
between these somatic mutations and germline inactivation of still unknown genes related to MMR
deficiency has not yet been fully ruled out, and only a germline exome approach or a clinical follow-up
validation will confirm the sporadic behavior of these LLS tumors with somatic mutations [10].

Additionally, as previously reported, there are no clinical or histopathelogical characteristics that
can help differentiate between potentially hereditary or sporadic cases [10,26]; neither family history
nor age at diagnosis can differentiate between cases, and with no accepted and validated molecular
tool for making this distinction, LLS patients and families must be managed as a group. Moreover,
in previous studies that also used somatic mutations to classify LLS patients as hereditary or sporadic,
authors did not find any clinical or pathological characteristics that were able to differentiate between
the two populations [27,28].

In this study, which included a large cohort of patients with LS and LLS diagnosed with CRC,
we compared the clinical and molecular characteristics of these patients. Significant differences were
observed regarding the age of CRC diagnosis, which was higher in patients with LLS, whereas a higher
percentage of compliance of Amsterdam and Bethesda criteria was observed in patients with LS. It is
worth mentioning, with respect to the histological characteristics, that a greater significant percentage
of lymphocytic infiltration occurred in patients with LLS, although this finding has been described as
a typical characteristic of MMR-deficient tumors, irrespective of their hereditary or sporadic origin.
In addition, the increase in metachronous and synchronous CRC present in patients with LS was
also significant, as well as the development of other malignancies associated with LS. On the other
hand, as mentioned above, although the risk of CRC or other neoplasms associated with LS among
family members of patients with LLS was increased, it was still lower than the risk presented by family
members of patients with LS. Similar results were observed in the study previously conducted by
Rodriguez-Soler [9] and also by Win et al. [29]. Our results support establishing surveillance for the
FDRs of patients with LLS. Cancers found in this follow-up were significantly more frequent in LS
than in LLS families; however, the increased risk found in LLS still justifies this surveillance.

The main limitation of this study is the lack of molecular information about somatic mutations
in the LLS cases. Therefore, a more accurate estimate of cancer risk cannot be performed among the
subgroups of LLS, namely patients with putative germline mutations that cannot be detected due
to the limitations of the technology and those with the presence of somatic biallelic inactivation and
probably sporadic origin. Other limitations of our study were the possibility of underreporting or
misreporting cancers because our information was not always confirmed with objective clinical and
pathologic data. However, we believe this limitation is minor because it would affect the LLS group to
the same extent as the other groups. Another limitation of our study was the lack of a homogeneous
follow-up for FDRs of patients with LLS between the participant centers, which could have led to
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less follow-up for LLS than LS patients and could potentially explain the reduction in the number of
incident cases between LLS families. Furthermore, the prospective follow-up time was too short, and
longer periods could better demonstrate the efficacy of surveillance in these LLS families. It is also
possible that the lack of a clear diagnosis decreased the adherence to follow-up in the LLS families [30].
On the other hand, the strength of our study was the large cohort of LS and LLS patients and families
with carefully updated pedigrees. This approach provided robustness to our data in terms of potential
applicability to general practice.

In summary, in this large cohort study, we confirmed that the FDRs of patients with LLS have a
higher risk of developing CRC and other LS-related neoplasms, although this risk was significantly
lower than that found in LS families. These results highlight the need to develop molecular tools
able to clearly separate truly hereditary from sporadic cases. Meanwhile, LLS should be considered
a high-risk disease and patients and their FDRs should be followed up accordingly. Thus, because,
as a group, the risk of CRC in FDR of patients with LLS was higher than expected, we recommend
screening for these relatives, as well as gynecological examination, until the hereditary origin of the
tumor can be effectively ruled out.

5. Conclusions

First-degree relatives of Lynch-like syndrome have an increased risk of developing LS-related
neoplasms. These data support the need for applying preventive measures for these patients and
their relatives.
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Cl confidence interval

CRC colorectal cancer

FDR first-degree relatives

IHC Immunohistochemistry

IOR interquartile range

LLS Lynch-like syndrome

LS Lynch syndrome

MMR mismatch repair

MSI microsatellite instability

sD standard deviation

SIR standardized incidence ratios
TNM Tumor, lymph Nodes, Metastasis
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