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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

CCR Cancer colorrectal
CCRHs Carcinomas colorrectales hereditarios
PAF Poliposisadenomatosa familiar

CCRHNP  CCRH no polipésico o Sindrome de Lynch

MSI Inestabilidad de microsatélites

MSI-L Inestabilidad de microsatélites baja

MSI-H Inestabilidad de microsatélites alta

MMR Complejo de genes reparadores

MSS Estabilidad o ausencia de inestabilidad de microsatélites
IHQ Inmunohistoquimica

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa






RESUMEN

Introduccion: la determinacion del estatus MSI en los CCR es importante
por su valor prondstico y predictivo de la respuesta a la quimioterapia. Su
determinacion se puede llevar a cabo mediante el analisis inmunohistoquimico
(IHQ), la reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR) o, a través de la técnica “Idylla
MSI test”. Los objetivos del presente estudio son valorar la concordancia diagnéstica
entre las tres técnicas, determinar el tiempo de respuesta y el coste por
determinacién y repercutido con cada una de ellas.

Materiales y métodos: estudio observacional, analitico y de cohortes, en el
gue se analizé la presencia de MSI mediante las tres técnicas (IHQ, PCR e Idylla
test) en 16 pacientes diagnosticados de CCR en el Hospital General Universitario
Santa Lucia de Cartagena, entre enero de 2009 y enero de 2019. El grado de

concordancia fue definido por el coeficiente Kappa de Cohen.

Resultados y discusion: hemos observado como la concordancia entre la
prueba de PCR y el test Idylla ha sido exacta (k=1), siendo ésta estadisticamente
significativa. Por el contrario, la concordancia entre la determinacion por IHQ en
comparacion con los dos test restantes (PCR e Idylla), ha sido moderada (k=0,5),
no siendo esta estadisticamente significativa. Las tres técnicas han detectado MSI
cuando la pérdida era de dobles proteinas. En cambio, solo la técnica IHQ ha

detectado MSI cuando habia pérdida de una proteina no dominante.

Conclusion: la técnica de IHQ se postula como el test mas fiable en el
diagnostico de MSI del CCR. Los resultados diagndsticos de los test Idylla y PCR
son semejantes. En cuanto al tiempo de respuesta, el test Idylla es el que tiene un
tiempo de respuesta mejor. Y en relacion al coste por prueba, la técnica PCR es el

test mas econdémico.

Palabras clave: Cancer colorrectal, Inestabilidad de microsatélites,

Inmunohistoquimica, Reaccidén en cadena de la polimerasa, ldylla test.






ABSTRACT

Introduction: The determination of the MSI status in the CCR is paramount
due to its prognostic and predictive value of response to chemotherapy. Its
determination can be carried out by means of immunohistochemistry analysis (IHC),
polymerase chain reaction (PCR) or, through the “ldylla test” technique. The
objectives of the current study are to value the diagnostic agreement among the
three techniques, determine the response time and the cost by determination, and

the repercussions of each one of them.

Materials and methods: observational, analytical and of cohortstudy, in
which the presence of MSI was analysed through three techniques (IHC, PCR and
Idylla test) in 16 patients diagnosed with CCR at the Hospital General Universitario
Santa Lucia de Cartagena, between January 2009 and January 2019. The degree

of agreement was defined by the Cohen’s kappa coefficient.

Results and discussion: we have observed how the agreement between
the PCR test and the Idylla test was accurate (k=1), being this statistically significant.
On the contrary, the concordance between the determination by IHC compared with
the two remaining test (PCR and Idylla), has been moderate (k= 0.5), not being this
statistically significant. All three techniques have detected MSI when the loss was
from doublé proteins. Nevertheless, only the IHC technique has detected MSI when

there was some loss of a non-dominant protein.

Conclusion: the IHC technique is postulated as the most reliable test in the
diagnosis in the MSI assesment of CCR. The diagnostic results of the PCR and Idylla
tests are similar. Regarding the response time, the Idylla test is the best concerning

this matter. Finally, concerning costs the PCR technique is the cheapest test.

Key words: Colorectal cancer, Microsatellite instability,

immunohistochemistry, Polymerase chain reaction, ldylla test.






INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) representa el tumor més frecuente diagnosticado
en Espafa en ambos sexos, siendo el segundo en varones después de prostata y el
segundo en mujeres después de mama. En relacion a la mortalidad por cancer en
nuestro pais, el CCR es la segunda causa de fallecimiento en ambos sexos tras el
cancer de pulmén.! Desde el punto de vista epidemiolégico, la edad media de
presentacion es 70-71 afios y, la mayoria de las personas que lo padecen, tienen mas
de 50 afios en el momento del diagndstico. La incidencia del CCR varia en funcién de
la edad, siendo ésta el principal factor de riesgo para padecerlo, incrementandose de
forma notoria a partir de la quinta década. No hay claro predominio de cancer por

sexo.!

La mayor parte de los CCR tienen un origen esporadico, dado que las
mutaciones que lo desarrollan tienen lugar en la linea celular somatica. Hay un
pequefio porcentaje de CCR que se originan en la linea celular germinal y se les
denomina carcinomas colorrectales hereditarios (CCRHs).?® La presencia de una
lesion premaligna conocida como adenoma o pélipo adenomatoso, es el factor de
riesgo mas importante desencadenante de un CCRHs. Dentro de este subtipo de
CCRHs, los mas importantes en cuanto a frecuencia estarian: la
poliposisadenomatosa familiar (PAF) y el CCRH no polipésico (CCRHNP) o sindrome
de Lynch. Este ultimo representa el 75% de los CCRHs.?3

Los tumores malignos colorrectales pueden originarse en cada una de las tres
capas: mucosa, muscular y serosa. El tipo histolégico mas frecuente es el

adenocarcinoma en un 90-95%.1

Desde un punto de vista etiopatogénico, existen tres vias de carcinogénesis

bien caracterizadas en el CCR. 6

En primer lugar, tenemos la viasupresora o inestabilidad cromosémica. Es
la via mas frecuentemente implicada y se caracteriza por la presencia de anomalias

cromosémicas con pérdidas y ganancias alélicas.

Estas alteraciones promueven la carcinogénesis mediante la inactivacion de genes

supresores de tumores (APC, SMAD4, DDC y TP53) y el aumento del niumero de
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copias de oncogenes. Es la responsable del 80% de CCR esporadicos.® Cuando se
produce la mutacién del gen APC en la linea germinal, tiene lugar la PAF.2

La segunda via de carcinogénesis en frecuencia es la inactivacion
transcripcionalmediada por metilacion de las citosinas. Estas, se hallan
localizadas en las llamadas islas CpG del promotor de determinados genes supresores

de tumores.®

En tercer lugar, tenemos la via mutadora o inestabilidad de microsatélites
(MSI), base de este estudio, por lo que a continuacion, vamos a explicarla con mayor
detalle.

Esta via, supone una via alternativa a la supresora, en la que el mecanismo de
carcinogénesis es el acumulo de mutaciones en el genoma por un defecto en el
llamado sistema de reparacion del ADN, compuesto por cuatro genes (MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2). Estas mutaciones tienden a ocurrir con mayor frecuencia en
secuencias repetitivas cortas del ADN (microsatélites), lo que comporta el acamulo de
mutaciones en determinados genes claves en el ciclo celular que contienen dichos
microsatélites. Aparece en mas del 95% de CCRHNP, sin embargo, cuando
observamos un tumor con MSI es mas probable que se trate de un CCR esporadico
gue de un CCRHNP, puesto que el primero es el tipo de CCR mas frecuente, como
hemos comentado anteriormente. Esta via constituye el marcador fenotipico del
sindrome de Lynch, en el que existe una mutacion germinal en uno de los cuatro genes
reparadores del ADN, siendo la inactivacion de MLH1 la mas frecuente. Esta via de
carcinogénesis se ha asociado recientemente a la via serrada de carcinogénesis, en
la que la lesion precursora del CCR es el polipo serrado en lugar del adenoma

convencional.®
Destacar que, puede encontrarse mas de una via alterada en un mismo CCR.®

Hay tres grandes grupos de CCR con inestabilidad de microsatélites. El CCR
serrado, que aproximadamente en un 15% puede presentar inestabilidad de
microsatélites y, los CCR con caracteristicas histopatoldgicas de inestabilidad de
microsatélites (MSI-H): el CCRHNP o Sindrome de Lynch y el CCR MSI-H esporéadico.
Ambos van a presentar las mismas caracteristicas histopatolégicas. Son CCRs con

heterogeneidad morfolégica y zonas mucinosas que incluso, incluyen células en anillo
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de sello, con zonas medulares y tubulares sin necrosis intraluminal y, todo esto,
asociado a una intensa respuesta linfoide peritumoral con formacién de foliculos
linfoides reactivos peritumorales (respuesta linfoide de tipo Crohn) e intratumoral
(linfocitos intraepiteliales:TILs).’

No obstante, aunque las caracteristicas histopatoldgicas en los dos grupos sean

muy semejantes, las caracteristicas clinicas y moleculares van a diferir entre ellos:

1- En el Sindrome de Lynch, el patron de herencia es autosémico dominante con
alta penetrancia, aunque incompleta. Esta causado por mutaciones germinales
en alguno de los genes reparadores del ADN “MMR” (MLH1, MSH2, MSHG,
PMS2). La mayoria se han identificado en los genes MLH1 (50 %) y MSH2 (40
%). Este sindrome predispone al desarrollo de CCR, principalmente, asi como
a neoplasias extracolonicas como el cancer de endometrio, ovario, intestino
delgado, estdbmago, uréter, via biliar, pancreas, prostata, entre otros. El
Sindrome de Lynch se caracteriza por el desarrollo temprano de CCR,
habitualmente a una edad media de 45 afios, dos décadas antes que los
tumores esporadicos aproximadamente y un nimero escaso de adenomas. No
se ha podido establecer relaciones solidas genotipo-fenotipo aunque, se han
observado determinadas tendencias. Asi, las mutaciones en MSH2 se han
asociado a una edad de diagnéstico de CCR mas temprana y a un mayor
predominio de tumores extracolonicos que en MLH1. Las mutaciones en MSH6
se asocian a un mayor riesgo de desarrollar cancer endometrial y a una edad
de diagnostico del CCR mas tardia. El diagnostico del Sindrome de Lynch
emprende un reto diagndstico debido a la gran heterogeneidad clinica que
posee. Por esta razdn, se han descrito distintos criterios clinicos que permiten
sospecharlo. En la actualidad, disponemos de los criterios de Amsterdam I-11 'y
los de Bethesda revisados que se basan tanto en la historia familiar de cancer
de los pacientes como en las caracteristicas moleculares de los tumores
asociados a este sindrome. De este modo, si el tumor presenta MSI-H y/o
ausencia de expresion de una determinada proteina reparadora por
inmunohistoquimica (IHQ), se procede a la busqueda de mutaciones en el gen
MMR candidato a estudio.®
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2- En la gran mayoria de los CCR MSI-H esporadicos, el fenotipo MSI se explica
por la ausencia de expresiéon del gen MLH1 provocada por la hipermetilacion de
su promotor. La edad de presentacidon del CCR suele ser a partir de los 50 afios.
En los CCR MSI-H esporéadicos, el marcador molecular que resulta de gran
utilidad para distinguirlo de los CCR MSI hereditarios es la mutacion V600E del
gen BRAF. Esta mutacion estd presente en el 80-90% de los tumores MSI
esporadicos con metilacion bialélica del promotor de MLH1, pero sin embargo,
no se detecta en los tumores MSI hereditarios asociados a una mutacion
germinal en MLH, como el Sindrome de Lynch.®

Un aspecto importante de los CCRs es la respuesta al tratamiento, cada vez
mas personalizada en funcion de sus caracteristicas moleculares. Por este motivo, en
los ultimos afios, se ha hecho imprescindible identificar si existe inestabilidad de
microsatélites en los diferentes tipos de cancer. A grandes rasgos, los CCR con MSI
tienen un prondstico mejor que los CCR con estabilidad de microsatélites (MSS) y, su

respuesta a tratamiento es diferente.

Recientemente, la evidencia clinica ha demostrado que la presencia de MSI

constituye un biomarcador predictivo para el tratamiento con inmunoterapia.®

Ademas de MSI, también influye la carga mutacional tumoral y la expresion de
una proteina transmembrana de tipo 1 con un papel inmunorregulador significativo
mediante la supresion del sistema inmunitario (PD-1). La relacion entre estos
marcadores es compleja y todavia no esta claro si la presencia de varios ellos es

superior a la de uno solo.®

El tratamiento habitual del CCR metastasico se basa en quimioterapia sistémica
gue mejora la mediana de supervivencia global. Se utiliza como piedra angular el 5-
fluorouracilo en combinacién con Leucovorina.'® Afios mas tarde, junto a estos
tratamientos se ha complementado el Irinotecan u oxiplatino. Los CCRs con MSI
responden de forma diferente a la quimioterapia convencional. Presentan una mejor
respuesta al tratamiento con irinotecan.'! Sin embargo, existen estudios
contradictorios sobre la sensibilidad de estos tumores al principal agente

guimioterapico del CCR, el 5-fluorouracilo.?

Los ultimos estudios consideran que la MSI, en estadios Il de enfermedad, no
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predice una mejor respuesta a dicho tratamiento. Este hecho es de suma importancia
pues actualmente, los pacientes con CCR estadio Il y MSI no son candidatos a recibir

esta quimioterapia adyuvante.®

La mayor prevalencia de mutaciones para el CCR metastasico se debe a
mutaciones RAS. Las mutaciones NRAS son obligatorias antes de iniciar el tratamiento
con anticuerpos monoclonales anti- EGFR en pacientes con CCR metastasico. Puesto
gue éstos, Cetuximab y Panitumumab, se utilizan de manera restringida en pacientes
con CCR metastasico que presentan mutacion KRAS de tipo salvaje y mutacion del

exon 2.10

La mutacion BRAF V600E es un biomarcador significativo de pobre pronéstico
en CCR aunque, su valor como biomarcador para predecir la respuesta al anticuerpo
monoclonal anti-EGFR, no es claro. En la Sociedad Europea de pautas de oncologia
médica se recomienda la prueba de mutacion BRAF como marcador prongstico.

Ademas, el estado mutacional de BRAF es un indicador importante en pacientes
con CCR con MSI que probablemente se beneficiaran de tratamiento con
inmunoterapia.'©

Con este estudio, queremos aportar nueva informacion para la deteccion de
MSI en CCRs puesto que actualmente, el diagnostico de MSI adquiere un gran valor

diagnostico, dado que su presencia influye en el prondstico y tratamiento del CCR.
La deteccién de MSI en el CCR se puede realizar mediante tres técnicas.

La primera es mediante el estudio inmunohistoquimico de las proteinas
reparadoras MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 en el tejido tumoral. El patélogo observa si
hay pérdida de expresion de alguna de estas proteinas. Si no se observa tincion
nuclear en las células neoplasicas y, sin embargo, se mantiene la tincion positiva en
las células normales adyacentes del estroma, del tejido linfoide o de la mucosa normal
colénica (control interno positivo), se considera la inmunotincion negativa y por tanto,

el adenocarcinoma seria inestable (MSI-H).13

La segunda técnica que podemos emplear es el analisis de microsatélites sobre
material genético, mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
electroforesis, valorandose las mutaciones en los nucleotidos que constituyen los

microsatélites. Se tiende a utilizar marcadores mononucleétidos (BAT-26 es el mas
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empleado) puesto que, no necesitan ser comparados con ADN no tumoral.® Los
resultados que obtenemos permiten clasificar la inestabilidad en tres grados: tumor
con alta inestabilidad de microsatélites (MSI-H); tumor con baja inestabilidad de
microsatélites (MSI-L) y; tumor con ausencia de inestabilidad de microsatélites o tumor
con estabilidad de microsatélites (MSS).*3

La tercera, es el andlisis de microsatélites mediante la plataforma “IDYLLA MSI
TEST”, base del presente estudio. Esta prueba es totalmente automatizada vy realiza
la deteccién de inestabilidad de microsatélites directamente de secciones de tejido
tumoral embebido en parafina fijada con formalina (FEPE) utilizando PCR seguido de
un analisis de curva de fusion de alta resolucién.* Realiza la deteccién de mutaciones
en 7 nuevos loci MSI (ACVR2A, BTBD7, DIDO1, MRE11, RYR3, SEC31A y SULF2).
Al igual que la PCR, no requiere el analisis de muestra de tejido normal.

En este estudio, vamos a explicar con mas detalle como se realiza la deteccion
de MSI mediante la técnica IDYLLA TEST. Ademas, compararemos su concordancia
diagnostica, su rapidez de respuestay el coste total (que incluye el de la determinacion
de la técnica y el repercutido referido al tiempo utilizado por los profesionales para
realizar la técnica), frente a las otras dos técnicas utilizadas habitualmente:

inmunohistoquimica y PCR.
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OBJETIVOS DEL ESTUDIO
OBJETIVO PRINCIPAL:

1. Comparar los resultados de la deteccion de inestabilidad de microsatélites por la
técnica de IDYLLA TEST con los resultados obtenidos de las dos pruebas que se
utilizan habitualmente: técnica de IHQ y PCR, determinando la concordancia
diagnéstica entre las tres técnicas.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Valorar el tiempo de respuesta con cada una de las técnicas en la realizacion de
la inestabilidad de microsatélites desde el dia de la peticién de la técnica hasta el
dia de salida de resultados.

2. Valorar el coste por determinacion y repercutido de cada una de las tres técnicas.
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MATERIALES Y METODOS

Se trata de un estudio observacional, analitico, de cohortes, con una toma de
informacion de manera retrospectiva. El estudio se ha llevado a cabo en el servicio
de Anatomia Patolégica del Hospital General Universitario Santa Lucia de
Cartagena, entre diciembre de 2019 y mayo de 2020. Este hospital presta atencion
sanitaria a un total de 280.000 habitantes.

Para su realizacion, se identificaron los casos de CCR a estudio sobre los
gue se habia analizado la presencia de MSI mediante la técnica de
inmunohistoquimica. Estos casos fueron diagnosticados en el area de dicho hospital
entre enero de 2009 y enero de 2019. Durante este periodo de tiempo, se
diagnosticaron 1234 CCRs de los cuales, 435 tenian realizada la MSI con la técnica
de IHQ. Destacar, que se incluyeron en el estudio Unicamente los casos de CCR
gue disponian de inmunohistoquimica y de muestra de material genético. Se
excluyeron aquellos casos de CCR sin inmunohistoquimica o sin muestra de ADN

disponible.

Como las determinaciones del Test Idylla de que disponemos para realizar el
trabajo son limitadas (n=16), se optd por seleccionar del total de casos estudiados
por IHQ (n=435), aquellos con pérdidas de expresion por parejas MLH1 con PMS2
(n=2 casos) y MSH2 con MSH6 (n=2 casos) que son las mas habituales en la clinica
diaria y casos con pérdida de expresion de proteina no dominante en solitario, que
son muy raros en la préactica clinica: pérdida de PMS2 (n=2 casos) y pérdida de
MSH6 (n=2 casos). El resto de casos (n=8) son casos cogidos al azar de entre el
total de casos restantes. Una vez constituido el tamafio muestral del estudio (n=16),
se recogi6 el informe inmunohistoquimico de cada caso, en una base de datos tipo
Microsoft Excel, y se realizé el analisis de MSI mediante las otras dos técnicas a

valorar: PCR e Idylla test.
Estudio inmunohistoquimico

El analisis de MSI mediante inmunohistoquimica se le realizé a todos
aquellos casos de CCR cuyas caracteristicas histopatoldgicas hacian sospechar la

existencia de MSI.
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Para ello, una muestra representativa del tumor y de la mucosa normal adyacente
fue fijada en formol, incluida en parafina y dividida en secciones de 3 pm. Cada
muestra fue procesada con el sistema PT link (Dako, Glostrup, Denmark).

En cada muestra de tejido tumoral se analizé la expresién de cuatro de las
proteinas que forman el complejo de inestabilidad MMR (hMLH1, hMSH2, hMSH6
y hPMS2), por separado.

Cuando la tincién para cada proteina, fue positiva en mas de un 50% de
nacleos de células tumorales, se considerd que estaba siendo expresada y que, por
tanto, no existia MSI. Para poder comparar los resultados de la inmunohistoquimica
con la PCR e Idylla test, se denominé a este evento como MSS.

Cuando unicamente se tifieron entre un 10% y un 50% de nucleos de células
tumorales, se consider0 que la expresion de la proteina era parcial y que la
presencia de MSI era baja (MSI-L). En cambio, cuando soélo hubo tincion en menos
del 10% de nucleos de células tumorales, se considerdé que habia pérdida de
expresion de la proteina estudiada y que por tanto, la presencia de MSI era alta
(MSI-H). La tincion de la mucosa normal adyacente al tumor (células de las criptas,

células del estroma y linfocitos) se us6 como control interno positivo.
Andlisis de inestabilidad de microsatélites por PCR

El analisis de MSI se realizo sobre material genético ya extraido. Para llevarlo
a cabo se uso6 un panel de tres marcadores de mononucleoétidos: BAT-25, BAT-26
y NR-27.

Las reacciones de amplificacion tuvieron un volumen final de 20 pul y fueron
preparadas con 10-100 ng de ADN; 1 amortiguador por PCR; 1,5 mM de MgCl 2;
0,25 mM de dNTP; 0,5 uM de cada cebador y 0,5 unidades de ADN polimerasa
TagPlatinum (Invitrogen). Esta disolucion fue amplificada mediante PCR segun las
siguientes instrucciones: incubacion inicial a 95°C durante 5 minutos, seguida de 40
ciclos a 95°C durante 30 segundos, 54°C durante 45 segundos, 72°C durante 60
segundos y finalmente, incubacion a 72°C durante 10 minutos. Los marcadores

amplificados fueron separados mediante electroforesis con el sistema QlAxcel.
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La separacion se realizé con un voltaje de 2 KV, un periodo de inyeccion de
30 segundos para el marcador de alineacién y de 40 segundos para cada muestra,
y un tiempo de separacion de 700 segundos. Los resultados de la separacion en el
secuenciador se obtuvieron mediante el software Biocalculator de Quiagen.

Cuando se observaron alteraciones en el patron de migracién de las bandas
del marcador se consider6 que las secuencias de microsatélites contenian
mutaciones. Los patrones de bandas dudosos fueron revaluados por un segundo
observador.

En ningun caso, durante la evaluacion, se conocian los resultados de la

inmunohistoquimica.

Se consider6 que habia ausencia de MSI en el tumor (MSS) cuando no se
detectaron alteraciones en los marcadores estudiados. Se interpretd que la
presencia de MSI era baja (MSI-L) cuando unicamente uno de los marcadores fue
positivo para MSI. Aquellos casos con dos o mas marcadores alterados se

consideraron como CCRs con presencia alta de MSI (MSI-H).
Andlisis de inestabilidad de microsatélites por Plataforma IDYLLA TEST

Mediante el método Idylla test, se introduce la muestra que queremos
analizar en el cartucho. Cada cartucho sirve para una sola muestra y tras utilizarlo

se debe tirar.

La muestra cargada en el cartucho se escanea mediante un codigo de
barras. De este modo, existe menor error a la hora de poner los nimeros de muestra
manualmente y menor contaminacién. Esta es practicamente imposible puesto que
los cartuchos van cerrados y no hay contacto de la muestra con la plataforma. En
cambio, es sensible al aire ambiente, por lo que puede existir contaminacién

ambiental.

Los biomarcadores de homopolimeros monomérficos que se utilizan para
comprobar la existencia de MSI son 7: ACVR2A, BTBD7, DIDO1, MRE11, RYRS,
SEC31A y SULF2. Estos biomarcadores son estables en distintas etnias para
distintos tipos de cancer. Esta técnica automatiza todo el proceso desde la

preparacion de la muestra hasta el informe del estado de MSI. La deteccién de MSI
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es cualitativa, se amplifica por PCR y luego se analiza por deteccion de fusion de
alta resolucion mediante un score de MSI. Se elimina la necesidad de un control de

procesamiento de muestra adicional en el cartucho.

Los tres posibles resultados que nos ofrece este instrumento son: no
existencia de mutacion, existencia de mutacion o resultado invalido. Se interpreta

como mutado si el score es de 0,5-1.

El patdlogo tiene que delimitar minimo un 20% de células tumorales en la
muestra. Si esto no se cumple, es necesario realizar una ampliacién de células
tumorales en la muestra. Las muestras deben fijarse con formol al 10% durante

minimo 6 horas y embeberse en parafina a puntos de fusibn menor de 60°.

No se deben emplear muestras tefiidas, si lo estan, deben destefirse
previamente al uso de esta plataforma. Las muestras se pueden poner en portas o
en microtubos y los cortes se pueden guardar a 15-30° durante 60 dias. Los cortes
deben ser de 5 o de 10 micras y la muestra completa, debe rellenar el cuadrado que
contiene el cartucho. Por ultimo, los filtros que se ponen en las muestras son con
agua y es aconsejable quitar los linfocitos, las células estromales y las células

necroticas.

De igual modo, se interpretaron los resultados como en la técnica PCR
siendo las posibilidades: MSS, MSI-L o MSI-H.

Variables del estudio

e Marcadores IHQ: hMLH1, hMSH2, hMSH6 y hPMS2.

e Marcadores PCR: BAT-25, BAT-26 y NR-27.

e Marcadores Idylla: ACVR2A, BTBD7, DIDO1, MRE11, RYR3, SEC31A y
SULF2.

e Resultados de las técnicas empleadas: MSS, MSI-L y MSI-H.

e Facultativos: técnico de laboratorio y patdlogo.

e Tiempo de las técnicas: se mide en minutos y horas.

e Coste de las técnicas y facultativos: se mide en euros.
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Analisis de tiempos de respuesta de cada una de las técnicas

Se ha realizado una busqueda de los tiempos de respuesta de los informes de
IHQ y de PCR para MSI en el programa informético Pathwin, que es especifico de
Anatomia Patoldgica, en el que constan las fechas de entrada de la peticion dedicha
prueba por parte del Servicio de Oncologia y las fechas de salida de resultados que
se plasman en el programa cuando las firma el patélogo.

Los tiempos del test Idylla se calcularon cuando se realizaron los test,
considerando fecha de peticion el dia que se ha iniciado la realizacion del test y
fecha de salida el dia que se valida por parte del patélogo el resultado automatico

de la prueba.
Estudio de costes por determinaciéon y repercutidos de las tres pruebas

Los costes por determinacion se han consultado con el supervisor del
Servicio de Anatomia Patoldgica que dispone de las tarifas totales de cada Kit que
se adquiere para dichas determinaciones. Posteriormente, se calcularon los costes
para cada técnica de manera individualizada. A este coste por técnica se le han
sumado los costes repercutidos por el tiempo de trabajo que necesita el técnico de
laboratorio para realizar cada técnica y patologo para interpretarla. Para traducir
este tiempo necesario de cada profesional en coste, se ha dividido el sueldo medio
de cada profesional (al mes), entre el tiempo en minutos que dedica al mes en su
trabajo (22 dias laborables a 420 minutos por dia = 9240 minutos al mes). Hemos
considerado como media de sueldo de patdlogo 3.500 euros al mes que divididos
por los 9240 minutos que trabaja supone un gasto de 0,38 euros/minuto de trabajo.
En el caso del técnico de laboratorio hemos considerado un sueldo medio al mes
de 1300 euros que entre los 9240 minutos supone un gasto de = 0,14€/minuto. El
coste repercutido por el tiempo de cada profesional se calculard multiplicando el

tiempo que se necesita para cada prueba por los euros/minuto de cada uno.

Recogida y andlisis de los resultados

Se cred unatabla de recogida de datos en Microsoft Excel y todos los andlisis
estadisticos se realizaron mediante el paquete del programa SPSS versién 20.0. Se
agruparon los datos obtenidos en cada prueba en variables cualitativas (MSS o

MSI). Puesto que no hay una prueba “Gold standard” para la deteccion de MSI
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hemos comparado la concordancia diagnéstica entre las tres técnicas (IHQ, PCR e
ldylla).

El analisis estadistico consisti6 en medir el grado de concordancia inter-
técnicas mediante el empleo del test estadistico de coeficiente Kappa de Cohen (k).
Este coeficiente permite identificar la proporcion de concordancias observadas
sobre el total de observaciones, excluyendo las concordancias atribuibles al azar.
El indice Kappa toma valores entre -1 y +1, teniendo presente que los resultados
mas proximos a +1, disponen de un grado mayor de concordancia inter-observador.
Mientras que, el valor Kappa mas préximo o igual a 0, refleja que la concordancia
observada es mas atribuible al azar. Se asumié un grado de significacion estadistica
(p) del 5% (p<0,05%).

Consideraciones Eticas

Este estudio se ha realizado respetando los principios y las normas éticas
basicas que tienen su origen en la actual revision (version revisada de Fortaleza,
Brasil, 2013) de la Declaracion de Helsinki aprobada por la Asamblea Médica

Mundial y el Convenio de Oviedo.

La informacién recogida para el estudio ha sido tratada siguiendo lo dispuesto
en la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos Personales
y garantia de los derechos digitales (asi como en su reglamentacion posterior, Ley
Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de caracter personal)
y la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del
paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion y documentacion
clinica. Toda la informacioén y datos con relacién a pacientes o su participacion en
este estudio, han sido considerados confidenciales. EI comité de ética del Hospital
General Universitario Santa Lucia de Cartagena ha aprobado la realizacion del

presente estudio.

El investigador ha garantizado que se mantiene el anonimato del paciente en
toda la informacién introducida en el cuaderno de recogida de datos. El investigador
conserva con caracter estrictamente confidencial todos los documentos
relacionados con el estudio. Solamente el personal autorizado ha tenido acceso a

estos archivos confidenciales. Todos los datos utilizados en los andlisis y en los
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informes de este estudio no han tenido ninguna referencia identificable de ningun
nombre especifico. Para ello, los datos han sido codificados garantizando el

anonimato y confidencialidad en todo momento.
Limitaciones del estudio:

La limitacion mas grande de este trabajo es el poco nUmero de casos que
hemos podido estudiar, debido al numero limitado de determinaciones que
disponiamos del test Idylla que nos cedié el laboratorio gratuitamente para este
trabajo. Por tanto, el tamafio muestral tan bajo dificulta mucho el poder realizar
comparaciones entre las técnicas y el estudio estadistico entre ellas.
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RESULTADOS

En este estudio se incluy6 a un total de 16 pacientes diagnosticados de CCR
a los que, ante la sospecha histopatoldégica de MSI, se les realiz6 el estudio
inmunohistoquimico al diagndstico. Seguidamente se realiz6 la MSI a estos 16
casos mediante la técnica de PCR y con el test Idylla, comparando los resultados
de las tres pruebas.

Andlisis de microsatélites mediante inmunohistoquimica, PCR e Idylla Test

El analisis de microsatélites mediante las tres técnicas se resume en la tabla

Por IHQ se observa que un 50% son MSS y un 50% MSI-H. No hay casos
MSI-L. Con la técnica de PCR y con Idylla test se observa que el 25% de los casos
son MSI-H y un 75% MSS.

En relacion a la técnica de IHQ, el 50% de los pacientes no han mostrado
pérdida de ninguna de las proteinas analizadas (MLH1, MLH2, MLH6 y PMS2), por
lo que son MSS (estos son los casos seleccionados al azar de todos los casos
analizados por IHQ). En el otro 50% se observan los casos seleccionados para
observar el comportamiento de las otras dos técnicas con esos tipos de
inestabilidad: en el 25% pérdida de parejas de proteinas funcionales (MLH1-PMS2
y MSH2-MSH®6) y en el otro 25% pérdida de so6lo una proteina no dominante (MSH6
y PMS2).

Desde el punto de vista de la técnica PCR, en relacion con los casos de
pérdida de expresion de las parejas funcionales por IHQ, la técnica de PCR detecta
igualmente inestabilidad. Un 12,5% ha mostrado mutacion de las tres proteinas, un
6,25% ha presentado la pérdida conjunta de BAT-26 y NR-27 y otro 6,25% la
pérdida de BAT-25 y BAT-26. El 75% de los pacientes no han presentado pérdida
de ninguna de las 3 proteinas analizadas (BAT-25, BAT-26 y NR-27). En estos
casos, se incluye el 25% de pacientes que son MSI-H por IHQ, en los que no se ha

detectado la pérdida de expresion de solo una proteina reparadora no dominante.

En relacion al test Idylla, observamos que presenta resultados iguales que

la técnica de PCR. En el 75% de pacientes no ha presentado ninguna pérdida de
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las 7 proteinas analizadas (ACVR2A, BTBD7, DIDO1, MRE11, RYR3, SEC31Ay
SULF2). Se puede observar como el 18,75% ha mostrado la pérdida de las 7
proteinas y un 6,25% ha presentado la pérdida de 6 de ellas, todas exceptuando la
proteina SEC31A.

Comparacion estadistica de las tres pruebas:

En la tabla 2 se resumen los resultados obtenidos tras emplear el test
estadistico de coeficiente Kappa de Cohen (k).

Observamos como la concordancia entre la prueba de PCR y el test Idylla es
exacta (k=1), siendo ésta estadisticamente significativa (p<0.0001). Por el contrario,
la concordancia entre la determinacién por IHQ en comparacion con los dos test
restantes (PCR e Idylla), es moderada (k=0,5), no siendo ésta estadisticamente
significativa (p=0,21).

Andlisis de tiempos de respuesta de cada técnica
Los tiempos de respuesta se resumen en la tabla 3.

Se han consultado los informes de cada una de las técnicas (n=16)
realizadas por IHQ en el programa informatico Pathwin. Se ha observado que existe
una respuesta variable de entre 72 horas y 48 horas con una media de respuesta
gue estd mas proxima a 72 horas que a las 48 horas. Para la técnica de PCR se
observo una media de respuesta de 48 horas y el test de Idylla estaba listo en 3

horas que se computé como un dia (24 horas) de tiempo de respuesta.

Andlisis de los costes totales: por determinacion de cada técnica y costes

repercutidos segun el tiempo empleado en las técnicas por los facultativos
Los costes de las determinaciones se resumen en la tabla 4.

Con la técnica de IHQ, cada determinacioén tiene un coste de 15 euros. Por
lo que las 4 determinaciones que hay que realizar (una por cada proteina) asciende
a un coste total por paciente de 60 euros. Si tenemos en cuenta los costes
repercutidos segun el tiempo de cada profesional implicado en la misma (técnico y
patélogo) vemos que el técnico necesita una media de 30 minutos para su

realizacion que multiplicado por el coste por minuto de técnico se repercutiran 4,2
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euros mas vy, el patélogo necesita unos 15 minutos para su diagndéstico por lo que
se repercuten 5,7 euros mas. En total la técnica de IHQ costaria 69,9 euros por
paciente.

Cada técnica de PCR supone un coste de 40€. Si tenemos en cuenta el coste
repercutido del técnico (30 minutos multiplicado por 0,14 euros el minuto) son 4,2
euros. De este modo el total de la prueba son 44,2 euros. No hay tiempo de patélogo
en esta prueba ya que no patrticipa.

El test Idylla, tiene un coste por cada determinacién de 120€. Sile sumamos
el tiempo repercutido del técnico (el patélogo no participa) (5 minutos multiplicado
por 0,14 euros el minuto) que son 0,7 euros, obtenemos un total de 120,7 euros por

determinacion.
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DISCUSION

La determinacion de si un adenocarcinoma colorrectal presenta o no
inestabilidad de microsatélites es primordial para el oncélogo, ya que este analisis
es un importante factor prondstico y predictivo de la respuesta a ciertos tratamientos

quimioterapicos.%*?

En la actualidad, se solicita a todos los adenocarcinomas colorrectales que
son subsidiarios de valorarse por oncologia. Normalmente la técnica se realiza por
IHQ aunque en los hospitales con mayor numero de recursos se puede realizar por
PCR. No obstante, debido a la persistente preocupacién del oncélogo por disponer
lo antes posible de los resultados de las pruebas que solicita en general, y de esta
en particular, y de la insistente preocupacion de los gerentes de los hospitales de la
contencion del gasto, hemos creido interesante valorar la plataforma Idylla test. Esta
es una técnica muy novedosa en el mercado que cuenta con una alta valoracion por
su rapidez en la obtencion del resultado sin necesidad de multitud de recursos por
parte del técnico de Anatomia Patoldgica ni del patdlogo. Disponemos de un estudio
de referencia sobre dicha plataforma que demostro la validez de la técnica para
discriminar entre MSS y MSI-H mediante un analisis totalmente automatizado.
Actualmente, debido a su reciente aparicion, se continta estudiando el desarrollo

de marcadores de mayor rendimiento para la obtencion de MSI.%°

Ademas, tenemos que comentar que el trabajo se ha realizado con solo 16
pacientes porgue son las determinaciones que nos ha cedido la plataforma Idylla,

gratuitamente, para poder realizar este trabajo.

En estudios previos ya se ha visto que la concordancia entre los resultados
de la determinacién de MSI por IHQ y la determinacién por PCR es cercana al
100%.%%2° En nuestro trabajo, si comparamos los resultados obtenidos por IHQ con
los de la PCR, observamos que la concordancia es menor (k=0,5). Al comparar los
resultados de los casos en los que existe pérdida de parejas de proteinas, tanto la
IHQ como la PCR detectan dicha inestabilidad, pero cuando se observa solo la
pérdida de expresion de sélo una proteina no dominante, (pérdida de PMS2 o
pérdida de MSH6 en solitario) la PCR no detecta inestabilidad. En los casos (n=8)
en los que la IHQ no detectaba inestabilidad (no se observaba pérdida de expresion

de ninguna proteina), la concordancia ha sido del 100% con la PCR.
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Si comparamos los resultados de la IHQ con los del test Idylla observamos
una respuesta parecida a la comparacion con la PCR. El test Idylla detecta
inestabilidad cuando hay pérdida de dobles proteinas, pero no cuando hay pérdida
de solo una proteina no dominante. En los casos en los que la IHQ no detectaba
inestabilidad, la concordancia también ha sido del 100% con el test Idylla.

Comparando el test Idylla y la PCR observamos que sus resultados son
semejantes, logrando una concordancia exacta (k=1).

En cuanto al tiempo de realizacion de los test, observamos como la IHQ es
el procedimiento que mas tiempo requiere para obtener un resultado. El tiempo de
la elaboracién de la técnica por parte del técnico asi como el tiempo del patélogo
para poder valorar su resultado suele ser de unos 45 minutos de media. No
obstante, en el trabajo asistencial diario, hay que priorizar en estas determinaciones
IHQ porque la presion con esta técnica es muy grande en casi todas las areas de la
patologia oncoldgica y la determinacion de MSI suele en muchas ocasiones
demorarse por haber otras pruebas IHQ mas urgentes. En el caso de que no
existiese tanta presion asistencial, el oncologo podria disponer de resultados de
esta prueba en 24h. No obstante, con motivo de este trabajo, se ha intentado acortar
el tiempo de la IHQ al crear un protocolo en el que ya cuando se esta diagnosticando
el adenocarcinoma colorrectal, el patélogo selecciona el bloque del tumor y solicita
dicha técnica sin necesidad de esperar a que la solicite el oncélogo. Con esto, el
resultado de la IHQ de la MSI podria estar disponible casi al mismo tiempo que el
resultado del estudio del adenocarcinoma, con lo que el oncologo no observaria

demora en el diagnéstico de dicha técnica.

En la PCR el tiempo de respuesta medio es de unas 48 h, pero al igual que
con la técnica de IHQ, la presion asistencial obliga, en ocasiones, a demorar la
prueba. Si la presidén asistencial fuese menor, el oncologo podria disponer de

resultados de la prueba por PCR en unas 24 h.

En cuanto al test Idylla, como no habia peticion oficial, se ha calculado segun
la realizacién del mismo, que son unas 3h y se ha computado como 24h de tiempo
de respuesta en una hipotética peticion oficial por parte de Oncologia. Aunque este

test tarda muy poco tiempo en su realizacion, el tiempo de respuesta total
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dependera de la disponibilidad del personal técnico en cada momento para poder
realizarlo. En caso de poca presion asistencial podria ser de unas horas.

En cuanto al coste de las pruebas, hemos observado que Idylla test es la
mas cara de todas (120,7 euros). La mas barata es la PCR (44,2 euros) y la IHQ
muestra un coste intermedio entre las dos, ligeramente mayor al de la PCR (69,9
euros). Como muchos de los laboratorios de Anatomia Patoldgica de la Regién de
Murcia no disponen de técnicas adecuadas ni del personal especializado para
realizar PCR y cada vez mas la presion asistencial sobre el patélogo a la hora de
realizar técnicas de IHQ es mayor, el test Idylla se posiciona como una gran
alternativa a la IHQ con resultados semejantes a la PCR. Ademas, esta prueba se
puede realizar con un menor nimero de recursos técnicos y sin necesidad de
conocimientos de biologia molecular por parte del personal técnico que realiza la
prueba. El coste por determinacion es todavia muy alto, pero es de esperar que con

el tiempo las determinaciones sean mas baratas.

Si bien, estos resultados son poco valorables debido a que los casos en los
gue hemos realizado el estudio son escasos, debiéndose realizar mas pruebas para
llegar a unas conclusiones mas fiables y definitivas. Este test Idylla es muy
novedoso en el mercado y no hay todavia experiencia de sus resultados en ningun

hospital de la Comunidad Autdnoma de Murcia y pocos a nivel nacional.

Creemos que con vista a resultados obtenidos en este corto niamero de
casos, la determinacion por IHQ del estatus MSI es la técnica que utilizan todos
los laboratorios de Anatomia Patologica de manera estandar. Esta técnica que tiene
mas precision diagndéstica y cuenta con un coste mas asequible, nos permite
observar en qué tipo de tejido y células se produce la pérdida de expresion de cada
una de las proteinas, mientras que en la técnica de PCR y test Idylla incluyen tanto
células neoplasicas como normales o de otro tipo sin poder discriminarlas, lo que
puede disminuir el rendimiento diagndstico de estas pruebas. El Unico punto débil

es su tiempo de respuesta, motivado por la presion asistencial.

La técnica de PCR para el estatus MSI es una prueba relativamente rapida
y econémica, pero que necesita una infraestructura a nivel de patologia molecular y
unos conocimientos técnicos especificos. No todos los laboratorios de Anatomia

Patoldgica tienen este tipo de técnicas, reservandose solo para los hospitales de
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mayor tamafio. Ademas, una de las mayores desventajas de la PCR es que algunos
patrones de inestabilidad no son facilmente reconocibles lo que puede producir

errores en la interpretacion y discrepancias entre observadores.

La plataforma de Idylla es una técnica que obtiene unos resultados
semejantes a la PCR y que presenta el mejor tiempo de respuesta de los tres test
aungue su coste sea bastante mas elevado. La sencillez de manejo y que no sea
necesario disponer de aparataje extra de patologia molecular, asi como la no
necesidad de saber interpretar los resultados como ocurre en la PCR, hace que
pueda tener un menor numero de errores de interpretacion de resultados
interobservador. Es una tecnologia muy reciente, pero con el paso del tiempo es
muy probable que las determinaciones de la prueba sean mucho méas baratas y
pase a ser un equipo de primera linea en los laboratorios de Anatomia Patologica.
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CONCLUSIONES

Comparando los resultados de los tres test, la técnica de IHQ se postula
como el test mas fiable en el diagnéstico de la MSI del adenocarcinoma colorrectal
frente a los dos test restantes. Los resultados diagndsticos de los test Idyllay PCR

son semejantes entre ellos.

En cuanto al tiempo de respuesta, el test Idylla es el que tiene un tiempo de
respuesta mejor, siendo en general de 1 dia en comparacion con 2 y 3 dias de la

PCR vy la IHQ, respectivamente.

En cuanto a coste por prueba, el test PCR es el test mas econdmico de los
tres, seguido por el de IHQ con un coste ligeramente superior y por ultimo, con el

test Idylla, que es el mas caro.
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TABLAS E IMAGENES

Tabla 1. Tabla de frecuencias de los resultados de MSI obtenidos mediante

las tres técnicas diagndsticas utilizadas en este estudio.

IHQ PCR IDYLLA
(n /%) (n /%) (n /%)
MSI-H 8 500% 4 250% 4 @ 250%
MSI-L | - - - - - -
MSS 8 500% 12 750% 12  75,0%

Tabla 2. Comparacion del coeficiente Kappa en las tres técnicas utilizadas

en este estudio.

PCR IDYLLA
MSS  MSI-L / MSI- p- kappa MSS MSI-L / MSI- p- kappa
H valor H valor
8 - 8 - ,50
M53 (50%) (50%)
MSI-L/ 4 4 4 4
HQ oy (25%)  (25%) 02150 oy (25%) 021
12 4 12 4
(75%) (25%) (75%) (25%)
IHQ IDYLLA
MSS  MSI-L / MSI- p- kappa MSS MSI-L / MSI- p- kappa
H valor H valor
8 4 12 -
MSS (50%)  (25%) (75%)
PCR MSI-L / 4 4
MSI-H (25%) 021 S0 (25%) 000 !
8 8 12 4
(50%) (50%) (75%) (25%)
IHQ PCR
MSS  MSI-L / MSI- p- kappa MSS MSI-L / MSI- p- kappa
H valor H valor
8 4 12 -
MSS (50%)  (25%) (75%)
IDYLLA MSI-L/ 4 4
MSI-H (25%) 021 =0 (25%) /000 !
8 8 12 4
(50%) (50%) (75%) (25%)

p-valor para verificar la importancia de las diferencias entre categorias. Punto de corte de significacion

estadistica inferior a 0,05.

49



Tabla 3. Tiempo de respuesta de cada una de las técnicas.

IHQ PCR IDYLLA

Tiempo de | 72h 48h 24h
respuesta

Tabla 4. Costes totales de las técnicas (en euros).

IHQ PCR IDYLLA
Coste Técnica 15X4=60 40 120
Repercutido 4,2 4,2 0,7
Técnico
Repercutido 5,7 0 0
Patélogo
TOTAL 69,9 44,2 120,7

Imagen 1: IHQ de CCR con MSI-H y pérdida de expresion de MLHL1.




Imagen 2. IHQ de CCR con MSI-H y pérdida de expresiéon de MSH2 y MSH6.
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