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Premesse scientifiche e razionale dello studio

All’incirca 1’1-4% dei carcinomi del colon-retto insorgono in corso di malattie infiammatorie
croniche intestinali (MICI: rettocolite ulcerosa e Malattia di Crohn). La comparsa del cancro, in
corso di MICI, ¢ generalmente preceduta dall’insorgenza di displasia epiteliale.

Al momento sono stati identificati tre distinti pathway molecolari nella patogenesi del cancro
colorettale, ’instabilita cromosomiale, 1’instabilita dei microsatelliti e d il parthway del fenotipo
metilatore delle isole CpG. Il pathway di sviluppo della maggioranza dei carcinomi sporadici o,
comungque, insorti su colon sano, segue il pathway dell’instabilitd cromosomialelmentre lo sviluppo
del carcinoma associato a colite ulcerosa segue il pathway dell’instabilita dei microsatelliti

Esistono dati in letteratura che suggeriscono che 1’esecuzione di colonscopie di controllo, in
pazienti affetti da Rettocolite Ulcerosa (RCU), riduca il rischio di sviluppo di cancro colorettale
(CRC) e ne migliori la prognosi. Le piu recenti linee guida consigliano, 1’esecuzione di una
colonscopia annuale a partire da 8-10 anni dall’esordio della sintomatologia, (Colite ulcerosa long
standing), per la ricerca della displasia.

Le linee guida validate raccomandano un esteso campionamento bioptico (consistente almeno 32
biopsie random, oltre alla biopsia di ogni area sospetta)2 durante le colonscopie di controllo per
RCU, a partire dall’8-10 anno di malattia.

Sono stati recentemente proposti nuovi protocolli di campionamento bioptico, in corso di
colonscopia, tesi a ridurre il numero di biopsie necessarie, senza comprometterne la sensibilita; il
piu diffuso, in questo senso, ¢ quello che utilizza la colorazione perendoscopica dell’intera mucosa
del colon (pancromoendoscopia) praticata con indaco di carminio o blu di metilene, coloranti in
grado di evidenziare aree da sottoporre a biopsie , poiché, con una certa frequenza le aree
discromiche risultano displastiche.

Non sono state riscontrate differenze tra 1 due coloranti in termini di resa diagnostica.

La displasia, in corso di MICI, viene classificata in displasia visibile (polipoide: peduncolata o
sessile; non-polipoide: rilevata, piatta o depressa) e displasia non visibile (identificata su biopsie
random).

La metodica della pan-cromoendoscopia, associata all’utilizzo di endoscopi ad alta definizione,
sembra sufficiente per la ricerca e la diagnosi di displasia. L’esecuzione delle biopsie random, oltre
alle biopsie mirate, non sembra aggiungere molto al potenziale diagnostico.

E attualmente accettato che la resezione endoscopica seguita da stretto follow-up di tutte le lesioni
sospette o diagnosticate per displasia e che siano endoscopicamente resecabili (con margini netti
rispetto al tessuto circostante ) sia un trattamento adeguato. L’assenza di displasia sui margini
dovrebbe essere confermata da biopsie praticate sul tessuto ai margini della lesione.

La presenza di displasia non visibile, invece, dovrebbe essere confermata da un patologo esperto e
la colonscopia ripetuta eventualmente in un centro attrezzato con strumentazione endoscopica di



ultima generazione (alta definizione e cromoendoscopia)a.

Il trattamento per la displasia non visibile, cosi come per 1 pazienti con displasia endoscopicamente
resecabile che scelgono di non sottoporsi allo stretto follow-up, rimane I’intervento chirurgico di
colectomia totale.

L’endomicroscopia laser confocale (CLE) ¢ una metodica ancora poco diffusa ma che si ¢
dimostrata in grado di diagnosticare la presenza tanto di displasia quanto di neoplasia avanzata sul
tratto digerente, sia in caso di adenomi sporadici, sia in caso di neoplasia insorte in corso di malattie
inflammatorie croniche (IBD).

L’impiego della CLE, fino ad ora, ha sempre, pero, richiesto la somministrazione endovenosa di
fluoresceina sodica, con il rischio di (seppur rari) effetti collaterali sistemicil3 quali reazioni
allergiche, fino all’anafilassi.

Studi recenti hanno suggerito che alcuni biomarcatori sono in grado di evidenziare la presenza di un
carcinoma o di una displasia colo-rettale; tra questi, alcuni peptidi sono quelli con le maggiori
potenzialita grazie al loro basso potere immunogeno ed alla relativa facilita di produzione.

Peptidi con specifica affinita per colociti displastici sono stati identificati partendo da esperimenti
su fagi in vivo. Una volta identificato un biomarker, questo pud essere somministrato topicamente
sulla mucosa; questa via di somministrazione ¢ in grado di minimizzare i potenziali effetti sistemici
avversi legati alla somministrazione endovenosa. Estato dimostrato che il peptide “VRPMPLQ”,
somministrato topicamente sulla mucosa colica, ¢ in grado di legarsi selettivamente ad aree di
displasia colica e, coniugato con fluoresceina, di rendere le aree displastiche selettivamente
fluorescenti ed identificabili mediante endomicroscopia laser confocale.

Dopo somministrazione del peptide “VRPMPLQ” marcato con fluoresceina, le aree di mucosa
displastica sono identificabili grazie ad un aumento della fluorescenza rispetto alle aree di mucosa
normale o anche iperplastica. Nel tessuto displastico, il mezzo di contrasto fluorescente all’interno
della struttura ghiandolare, la rende chiaramente distinguibile all’esame endomicroscopico;
risultano ben distinguibili la morfologia delle ghiandole e dei capillari.

Il contrasto, nelle ghiandole normali o iperplastiche, si distribuisce solo all’esterno di esse e nel
lume della cripta non permettendo la valutazione della morfologia ghiandolare.

In letteratura, il peptide “VRPMPLQ” ¢ stato studiato su lesioni displastiche (polipi adenomatosi)
insorte in pazienti non affetti da malattia inflammatoria cronica.

Sulla base di queste premesse appare necessario stabilire se il peptide gia utilizzato su polipi
adenomatosi (displasia sviluppatasi seguendo il patway dell’instabilita cromosomica) ¢ in grado di
evidenziare con altrettanta sensibilita e specificitd la displasia insorta su malattia infiammatoria
cronica e sviluppatasi seguendo il pathway alternativo (instabilita dei microsatelliti).

Nello studio pilota proposto, verra testato il peptide “VRPMPLQ” marcato con fluoresceina, per
quanto riguarda la sua capacita di evidenziare la displasia insorta su RCU, somministrato ex-vivo
su frammenti bioptici ottenuti in corso di colonscopia di sorveglianza standard (secondo gli
standard della normale pratica clinica).

Il peptide in esame potra, in futuro, essere utilizzato come strumento aggiuntivo per la diagnosi
della displasia sulle aree discromiche identificate alla cromoendoscopia al fine di ridurre
ulteriormente il numero di biopsie totali.

La rapida identificazione della displasia puo essere molto utile anche nel caso, ad esempio, della
conferma dell’assenza di displasia sui margini di lesioni asportati, nel decision making di fronte a
lesioni rilevate nel dubbio che queste siano rigenerative o displastiche (epitelio normale esuberante
vs. epitelio diplastico)



SCOPO DELLO STUDIO

L’obiettivo del nostro studio ¢ stato quello di valutare la fattibilita dell’impiego del peptide
“VRPMPLQ” coniugato con fluoresceina, somministrato topicamente mediante catetere spray per
I’identificazione delle aree displastiche in pazienti affetti da colite ulcerosa “long standing”.

Endpoint primario: Valutare la sensibilita e specificita dell’impiego dell’eptapeptide in esame nel
mettere in evidenza le lesioni displastiche insorte su colite ulcerosa.



Materiali e Metodi

Criteri d’inclusione:
- Eta superiore ai 18 anni;
- Colite ulcerosa“long standing”in fase quiescente di malattia

Criteri di esclusione:

- Incapacita a comprendere il protocollo;

- Mancanza di aderenza al consenso informato;
- Allergia nota alla fluoresceina

- Allergia nota a farmaci in genere

- Malattia in fase attiva all’endoscopia

Verranno reclutati in totale 20 pazienti

Materiali

Consumabili per I’esame endoscopico (Pan-cromoendoscopia):

- Soluzione fisiologica per infusione e diluizione coloranti

- Catererini per accesso venoso

- Farmaci per sedazione e gestione paziente: Midazolam, Flumazenil, Buscopan e vari ed eventuali
a seconda delle necessita specifiche del paziente

- Valvole di tenuta aria per endoscopio

- Caterere“Spray”

- Indaco di Carminio o Blu di Metilene in Fiale

- Pinze da biopsia e provette

Materiale utilizzato per quanto gia previsto dalla normale pratica clinica fornito dalla Farmacia
dell’AOU Policlinico Federico 11



Consumabili per la sintesi del peptide:

- Fmoc(9-fluorenilmetilossicarbonile)-amminoacidi

- HOBT: 1-Hydroxybenzotriazole

- HBTU:N-[(1H-benzotriazol-1-il)(dimetilamino)metilene]-N-metilmetanammonio esafluorofosfato
N-ossido

- DIPEA: Diisopropiletilammina

- PIP: Piperidina

- Resina: Rink-amide MBHA

- Ac20: Anidride acetica

- DMF: N,N-dimetilformammide

- DCM: diclorometano

- TFA: acido trifluoroacetico

- TIS : triisopropilsilano

- Methil-t-Butil Etere

- ACN: acetonitrile

Materiale fornito dal ceinge

Consumabili per I’esame endomicroscopico:
- Fluoresceina fiale 10mg, 5 ml
- Sonde a fibra ottica per endomicroscopio Cellvizio

MATERIALE FORNITO DAL CEITC (ENDOMICROSCOPIO CELLVIZIO MAUNA KEA
TECHNOLOGIESGIA IN DOTAZIONE AL CEITC)



Considerazioni etiche

I pazienti sono stati esclusi in caso di eta <18 anni, rifiuto di partecipare o incapacita di fornire
consenso informato scritto, ottenuto da tutti 1 partecipanti. Il protocollo di studio ¢ conforme
agli orientamenti etici della Dichiarazione di Helsinki del 1975 (sesta revisione, 2008) ehas

¢ stato approvato dal “Federico 1I° Consiglio di Revisione Istituzionale di Napoli + Comitato
Etico *C. Romano® (Protocollo N.132 /2015).

Pazienti

Tra marzo 2015 e marzo 2016, 1 pazienti sottoposti a colonscopia di sorveglianza long-standing UC.
Sono state prese in considerazione per l'arruolamento pazienti con UC quiescenti all'endoscopia
(Mayo Ulcerative Colitis Endoscopic Punteggio di gravita) e con lesioni endoscopicamente
resecabili nel contesto della colite ulcerosa .

Metodiche

Esami ematochimici e strumentali:

Come da comune pratica clinica normalmente prevista, a tutti 1 pazienti sono stati sottoposti ad
esame emocromocitometrico e della coagulazione e valutazione cardiologica ed
elettrocardiogramma per 1’idoneita a sottoporsi ad esame endoscopico.



Valutazione anamnestica e consenso informato:

Tutti i pazienti sono stati interrogati riguardo alla sintomatologia, alle terapie attualmente in atto,
alla possibilita di allergie come normalmente previsto dalla comune pratica clinica. In questa fase ai
pazienti ¢ stato somministrato il consenso informato a sottoporsi alla normale colonscopia di
controllo come previsto dalle comuni norme di good practice.

In aggiunta, ai pazienti e stata richiesta la partecipazione allo studio in questione somministrando un
modulo di informativa riguardante le finalita, i rischi e le metodiche dello studio in esame.

E' stato raccolto un consenso firmato aggiuntivo alla partecipazione allo studio, a coloro che
accetteranno di prenderne parte.

Esame endoscopico standard (pan-cromoendoscopia):

Come da comune pratica clinica, a tutti 1 pazienti € stata inserita una cannula di accesso venoso, tale
da poter somministrare farmaci sedativi di tipo Benzodiazepinico per il controllo dell’ansia e
Flumazenil per il risveglio su richiesta dei pazienti seguendo 1 normali protocolli di sedazione
cosciente per I’endoscopia digestiva.

In casi sporadici sono stati utilizzati farmaci vagolitici ed antispastici per il controllo della
frequenza cardiaca e degli spasmi della muscolatura liscia del colon.

Sono stati utilizzati endoscopi ad alta risoluzione, Olympus CF-HQ190 o CF TYPE QI180AL /I
Dopo l'intubazione dell'ileo si ¢ proceduto a ritirare lentamente lo strumento ed ispezionare la
mucosa per individuare lesioni visibili.

Dopo aver spruzzato indaco di carminio o blu di metilene, ¢ stata esaminata attentamente la mucosa
alla ricerca di aree discromiche.

Si € proceduto a prelevare biopsie random di tutti i tratti e di tutte le aree sospette come da comune
pratica clinica e come suggerito dalle piu recenti linee guida ASGE.

Sono state valutate lesioni sospette per displasia per la resecabilita endoscopica. Lesioni polipoidi e
non polipoidi con bordi distinti e senza le caratteristiche endoscopiche dell'invasione sottomucosa
sono stati rimossi en-bloc endoscopicamente con resezione della mucosa. Le biopsie sono state
divise per tratto e per localizzazione delle aree sospette.



Sintesi del peptide:

L’eptapeptide “VRPMPLQ”, coniugato alla coda N-terminale alla fluoresceina con un linker di
acido amminoesanoico, come riportato in letteratura, sara sintetizzato mediante la standard chimica
FMOC (Fluorenyl-MethOxy-Carbonyl), su fase solida, utilizzando un sintetizzatore multicanale
SyroWave (Biotage).

Il prodotto ottenuto purificato e caratterizzato mediante reverse phase HPLC/MS (High-
Performance-Liquid-Chromatografy/Mass  Spectrometry) utilizzando un sistema ibrido
Gilson/Perkin Elmer.

La purezza minima garantita del prodotto finito sara del 98%, come -certificato dall’analisi
HPLC/MS.

Il peptide fluoresceinato sara fornito, come polvere liofila da conservare a -20°C, in aliquote pronte
all’uso dopo opportuna solubilizzazione in acqua

Metodiche

I campioni sono stati sciacquati con acqua e quindi spruzzati con la soluzione di peptide
100uVRPMPLQ entro 15 minuti dopo 1'escissione. Dopo un tempo di incubazione di 10 minuti
[15], i campioni sono stati risciacquato nuovamente per rimuovere l'eccesso di peptide non legato
specificamente al tessuto. L' esame CLE ¢ stato quindi eseguito, spostando la sonda vicino alla
superficie della mucosa del campione con il sistema Cellviziol Endomicroscopy (Mauna Kea
Technologies, Parigi, Francia), che utilizza una sonda per catetere da 2,5 mm (sonda tipo Coloflex
UHD). Questo sistema ha un campo visivo di 240 x 200 pm, con una risoluzione laterale di 1 pum.
Le immagini CLE sono raccolte ad una velocita di scansione di 12 fotogrammi al secondo con un
campo di scansione di 30.000 pixel.

Alla fine dell'esame CLE, i campioni sono stati fissati in formalina al 10% e trattati
per esame istologico di routine. Ogni campione ¢ stato classificato in base al sito di escissione

ed ¢ stato quindi assegnato un numero univoco per consentire la corrispondenza e il confronto di
istologico sezioni di ematossilina-eosina con le corrispondenti immagini CLE.

Le ricostruzioni di mosaici sono state eseguite utilizzando la versione del software
Cellviziol Viewer

1.6.2 (Mauna Kea Technologies, Parigi, Francia).
L’accesso ai database ed ai software utilizzati ¢ stato protetto mediante password.



Risultati

Nove pazienti sono stati arruolati nello studio. Tutti 1 pazienti erano affetti da UC di vecchia data (>
10 anni) e presentato UC quiescente[ 18] alla colonscopia di sorveglianza.

Sono state ottenute un totale di 11 lesioni dai pazienti arruolati. In particolare, sono state rilevate 7
lesioni polipoidi e 4 non polipoidi ed alla fine resecato durante 1'endoscopia .

All'istologia definitiva, 4 lesioni sono state diagnosticate come psudo-polipi infiammatori, 6 come
lesioni displastiche (displasia di basso grado) e una lesione classificata come cancro invasivo
(SM3). La tabella 1 mostra le caratteristiche istologiche delle lesioni raccolte.

Ex-vivo VRPMPLQ-enhanced CLE

Nella mucosa non displastica, il segnale di fluorescenza ¢ stato osservato nelle aree corrispondenti a
spazi peri-criptali. Le cripte sono state quindi evidenziate in negativo (Fig 1).

In caso di polipi inflammatori, 1 risultati di CLE della lesione insieme all'ambiente circostante

il tessuto era simile alla mucosa non displastica, che mostrava accumulo passivo del fluorescente
peptide negli spazi inter-criptali allargati e nel lume delle cripte (Fig. 2).

D'altra parte, in presenza di displasia, legame attivo del peptide a colonociti displastici

¢ stato osservato (Fig 3, Fig 4).



Discussione

Diversi studi hanno valutato la fattibilita di rilevare la displasia del colon mediante fluorescenza
mirata sonde [17]. Anticorpi contro antigeni specifici o peptidi che mostrano affinita di legame

per il tessuto displastico sono stati testati in modelli animali di CRC [11,20] e in pazienti con
adenomi sporadici o CRC [13,15]. In particolare, gli studi in vivo hanno dato risultati incoraggianti
risultati in termini di sensibilita e specificita [15]. In questo contesto promettente, la possibilita di

il rilevamento di alterazioni neoplastiche associate a IBD utilizzando CLE molecolare ¢ rimasto
inesplorato ad oggi. A nostra conoscenza, questo ¢ il primo studio che si occupa di valutare e
confermare la possibilita di rilevare Displasia associata a UC all'esame CLE ex-vivo mediante
l'utilizzo del peptide marcato con fluresceina. In particolare,

abbiamo usato il peptide VRPMPLQ coniugato con fluoresceina come sonda molecolare. Questo ¢
un eptapeptide derivato dai fagi che ¢ stato segnalato per evidenziare displasia sporadica del colon
in vivo durante CLE.15

In questo studio, per la prima volta, ¢ stato dimostrato il peptide VRPMPLQ essere in grado di
rilevare anche la displasia associata alla colite ulcerosa. Crediamo questo risultato

¢ lontano dall'essere ovvio. Infatti, VRPMPLQ ¢ stato originariamente selezionato a causa del suo
legame affinita con polipi adenomatosi sporadici [15]. Come la maggior parte dei tumori sporadici,
adenomatosi sporadici i polipi sono generalmente sostenuti da una via di instabilita cromosomica
[21], mentre neoplastici 1 cambiamenti nella UC sono piu frequentemente associati al percorso di
instabilita dei microsatelliti [22].

Questi diversi percorsi genetici si traducono in diversi fenotipi [23] che potrebbero comportare
affinita diversa per questa sonda, a causa dell'espressione differenziale del bersaglio molecolare del
Peptide VRPMPLAQ, che ¢ ancora sconosciuto [15].

Nel presente studio la specificita della sonda per le aree di displasia ¢ stata confermata dal

diversa distribuzione del peptide osservata a seconda dell'assenza o presenza di displasia

stessa, come determinato dall'istologia tradizionale. In assenza di displasia, un accumulo passivo

del peptide nelle cripte del lume e negli spazi peri-cryptali € stato osservato, come in precedenza
descritto [15]. Grazie a questo modello di distribuzione passiva, l'architettura del tessuto (cioe le
cripte) € evidenziato in contrasto negativo. Al contrario, in presenza di displasia, il legame attivo di
il peptide ai colonociti ¢ stato osservato.

Questi risultati aprono nuovi scenari nella gestione delle lesioni scoperte nel contesto di UC.

In presenza di un endoscopicamente lesione resecabile, l'applicazione tematica del peptide
fluorescente VRPMPLQ potrebbe consentire una precisa definizione dei confini delle lesioni,
evitando 1 margini di resezione positivi. Certamente, questo teorico vantaggio deve essere
dimostrato da studi comparativi su un maggior numero di lesioni. Inoltre, permetterebbe un esame
dettagliato della mucosa piatta che circonda la lesione, osservando residui di

displasia da scoprire, orientando cosi le biopsie ed evitando resezioni inutili,

quando non indicato. Inoltre, la somministrazione topica di questo contrasto molecolare evita
somministrazione endovenosa di fluoresceina, evitando cosi 1 suoi effetti sistemici avversi, €
permettendo a CLE nei pazienti nei quali la somministrazione di fluoresceina sistemica ¢
controindicata [24,25]

Ulteriori studi su una piu ampia popolazione di pazienti con UC sono necessari per stimare
'accuratezza e il valore aggiuntivo di CLE mirato rispetto alla sola chromoendoscopia, anche in

10



termini di costi / benefici. In effetti, l'uso di CLE nella sorveglianza del cancro rimane limitato alle
aree sospette evidenziate dal blu di metilene o dal carminio indaco, in quanto ' esame di tutta

la mucosa del colon di CLE rimane impraticabile [7]. Wanders e colleghi hanno scoperto che la
combinazione di cromoendoscopia € CLE ha un'applicabilita limitata nella sorveglianza dei pazienti
con IBD a causa di una bassa sensibilita (0,43) [26]. Tuttavia, il loro studio ¢ stato ostacolato dai
frequenti fallimenti della tecnica del sistema integrato endoscopio di CLE (iCLE) utilizzato dagli
autori.

Il sistema iCLE integra il CLE nella punta dell'endoscopio, in contrasto con la sonda

CLE (pCLE), usato in questo studio, dove una sonda CLE viene fatta avanzare attraverso il canale
operativo di un endoscopio standard. Al contrario, Duglosz e colleghi hanno trovato una buona
precisione di con pCLE nel differenziare la mucosa neoplastica dalla non neoplastica durante la
sorveglianza nei pazienti con IBD ad alta sensibilita (0,89) [26]. Un grosso inconveniente della
ricerca con CLE della mucosa inflammata ¢ il rischio di falsi positivi per la displasia a causa di
cambiamenti infiammatori come distruzione delle cripte e perdite di fluoresceina, che possono
essere erroneamente diagnosticate come displasia [27,28].

Quindi, CLE molecolare potrebbe migliorare la specificita della CLE classica in presenza di
inflammazione grazie alla specificita della sonda legante-displasia.

Ci sono molte limitazioni a questo studio, sebbene la maggior parte di esse sia intrinseca alla
fattibilita di studio. Innanzitutto, si tratta di uno studio pilota limitato a un'indagine ex vivo, come
richiesto dal locale Comitato etico. Data l'esperienza di Hsiung et al. [15], siamo fiduciosi che
l'attualita la somministrazione in vivo del peptide evidenzia in maniera utile 1 colonociti displastici
nei pazienti con UC . Tuttavia, questo sara il prossimo passo della nostra ricerca. In secondo luogo,
un peptide di controllo non ¢ usato per testare la specificita del legame. Infatti, ci siamo basati
sull'osservazione di Hsiung et al. [15] e il peptide ha anche mostrato un diverso pattern di
distribuzione sulle lesioni non displastiche.

Terzo, lo studio era limitato ai pazienti con UC con malattia di quiescenza. Infatti, la presenza di un
la mucosa infiammata potrebbe influenzare il legame del peptide. Aumento della permeabilita della
mucosa ¢ la distanza potrebbe favorire 1'accumulo passivo del peptide (cio¢ legame non specifico),
rendendo difficile la differenziazione tra associazione attiva e passiva. Inoltre, problemi di sicurezza
potrebbero emergere in caso di somministrazione in vivo in pazienti con malattia attiva. Sebbene i
peptidi sono stati preferiti agli anticorpi in considerazione della loro ridotta immunogenicita [17],

la quota di assorbimento sistemico potrebbe aumentare in presenza di mucosa alterata. Infine, noi
abbiamo testato il peptide su una piccola popolazione di lesioni nei pazienti con UC. Queste lesioni
potrebbero non rappresentare l'intera varieta di lesioni in termini di genotipo e fenotipo che
potrebbero essere individuate in pazienti con UC.

In conclusione, il peptide VRPMPLQ ¢ una sonda promettente per il rilevamento della displasia in
il contesto di IBD. Ulteriori studi in vivo su popolazioni piu grandi sono necessari per valutare il
contributo efficace di questa sonda molecolare nella gestione delle lesioni rilevate durante la
sorveglianza di pazienti con UC.
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Table 1. Characteristics of excised lesions as resulted after histological evaluations. For Patient 3 and 7, two different lesions were collected and

TABELLE

analyzed.
Patient Type of lesion Site Histology
1 Polypoid Sigmoid colon Dysplasia
2 Polypoid Transverse colon Dysplasia
3 Polypoid Left colon Dysplasia
Non-polypoid Left colon Dysplasia
4 Polypoid Right colon Inflammatory pseudo polyp
Non-polypoid Sigmoid colon Inflammatory pseudo polyp
6 Polypoid Recto sigmoid junction Invasive Cancer
7 Polypoid Left colon Dysplasia
Non-polypoid Left colon Inflammatory pseudo polyp
8 Polypoid Left colon Dysplasia
9 Non-polypoid Sigmoid colon Inflammatory pseudo polyp

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180509.t001
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FIGURE

Fig 4. Dysplastic lesion. White-light endoscopic view showing a polypoid lesion (Is, Paris classification) of
the transverse colon (A). After resection and coloration with the 1004 VRPMPLQ peptide solution, CLE shows
active binding of the peptide to dysplastic colonocytes is observed. This along with passive accumulation of
the peptide determines an increase in fluorescence (B). Conventional histology (haematoxylin/eosin, original
magnification, X 106) showing low-grade dysplasia (C).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180509.9004
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Fig 3. Dysplastic mucosa at CLE with heptapeptide (VRPMPLQ). A series of VRPMPLQ/CLE images
from different patients showing dysplastic colonocytes.The active binding of the peptide to the colonocytes is
observed and determinates a strong increase in fluorescence.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180509.g003

A

Fig 2. Non-dysplastic lesion. NBl-endoscopic view showing a polypoid lesion (Is, Paris classification) of the
right colon (A). After resection and coloration with the 100 VRPMPLQ peptide solution, CLE shows
accumulation of the fluorescent peptide in the enlarged inter-crypt spaces and in the lumen crypts. Crypts are
therefore highlighted in negative (B). Conventional histology (haematoxylin/eosin, original magnification, X
106) showing inflammatory psudopolyp (C).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180509.g002
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Fig 1. Non-dysplastic mucosa at CLE with heptapeptide (VRPMPLQ). A series of VRPMPLQ/CLE
images from different patients showing non-dysplastic colonocytes. The fluorescence signal is seen
emanating from areas corresponding to the pericryptal spaces and, to a much lesser extent, from the crypts-
lumen. Crypts are highlighted in negative.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180509.g001
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Abstract in inglese

Aim

Targeted molecular probes have been used to detect sporadic colonic dysplasia during confocal
laser endomicroscopy (CLE) with promising results. This is a feasibility pilot study aiming

to assess the potential role of CLE combined with a fluorescent-labeled peptide to stain

and detect dysplasia associated with Ulcerative Colitis.

Method

A phage-derived heptapeptide with predicted high binding affinity for dysplastic tissue, was
synthesized and labeled with fluorescein. Eleven lesions with suspected dysplasia at endoscopy
were excised from nine patients with long-standing ulcerative colitis. Specimens were

sprayed with the peptide and examined by CLE. The CLE images were then compared to

the corresponding histological sections.

Results

At definitive histology, 4 lesions were diagnosed as inflammatory polyps, 6 as dysplastic
lesions and one as invasive cancer. In inflammatory polyps, the fluorescence signal came
from peri-cryptal spaces and crypt lumen due to passive accumulation of the peptide in
these areas. Dysplasia was associated with active binding of the peptide to dysplastic
colonocytes.

Conclusion
Ex vivo staining of ulcerative colitis-associated dysplasia using a fluorescent labeled molecular
probe and CLE is feasible. /n vivo studies on larger populations are required to evaluate the safety

and the effective contribution of molecular probes in cancer surveillance of ulcerative
colitis.
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