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1. PROBLEMA FUNDAMENTALA:

Cancerul gastric (CG) reprezinta o boala maligna asociata cu factori predispozanti de
mediu, stil de viata si genetici. Acesta reprezinta una dintre cele mai frecvente cauze de
cancer la nivel global, fiind considerata a treia cauza de deces prin cancer la ambele sexe
[1,2]. Desi incidenta CG a scazut la nivel global, frecventa acestuia este inca ridicata in
anumite regiuni, precum Estul Asiei, America de Sud, Europa de Est si Portugalia [1-3].
Conform GLOBOCAN, rata incidentei standardizate cu varsta pentru CG in Romania este de
pana la 13 cazuri la 100000 locuitori [2]. Unul din factorii majori responsabili pentru aceasta
variabilitate geografica este foarte probabil prevalenta inalta a infectiei cu Helicobacter
Pylori (H. pylori) [4,5]. H. pylori se estimeaza a fi prevalent Tn aproximativ 50% din
populatia globului, cu variabilitate Tn functie de zona geografica [6].

Problema majora a acestei patologii reprezentate de CG este data de faptul ca
simptomele se instaleaza tardiv in evolutia bolii. Din acest motiv, majoritatea CG nu sunt
descoperite n stadii precoce, ceea ce rezida intr-o rata de supravietuire la 5 ani de sub 20-
30% in marea majoritate a regiunilor [7]. Atunci cand boala este limitata la nivel mucozal
gastric, rata de supravietuire la 5 ani este de aproximativ 95%. Din acest motiv decelarea
grupurilor de risc pentru dezvoltarea CG si urmarirea atenta a acestora este o prioritate n
vederea cresterii detectiei precoce si implicit a scaderii mortalitatii si morbiditatii secundare
acestei patologii. In Japonia, datoriti eficacitatii programelor de screening in masa, ratele de
supravietuire la 5 ani raportate in stadiile I si II pentru CG sunt de pana la 70% [8,9].
Preventia primara a CG include modificarea stilului de viata, tratamentul anti H. pylori,
chemopreventia si screeningul pentru decelarea precoce a bolii.

Atrofia mucoasei gastrice este definita ca “pierderea glandelor normale”. Aceasta
definitie include practic doua fenotipuri ale transformarii atrofice: diminuarea sau disparitia
completa a glandelor normale ce sunt Tnlocuite de tesut fibrotic prin expansiunea laminei
propria sau inlocuirea glandelor native cu glande de tip metaplazic cu functii noi — asa numita
atrofie metaplazica secundara metaplaziei intestinale si/sau metaplaziei pseudo-pilorice [10].

In 1991, un consens international (sistemul Sydney) incerca si standardizeze
evaluarea histologica a bolilor inflamatorii gastrice [11,12]. Filozofia “descriptivd” din
spatele sistemului Sydney a fost recent inlocuita de o noua abordare a raportarii histologice a
gastritei [10]. Noul format de diagnostic ia Tn calcul si stratificarea riscului de CG asociat
extensiei si severitatii atrofiei gastrice. Noile ghiduri de management ale leziunilor
premaligne gastrice (MAPS — Management of precancerous conditions and lesions in the

stomach), chiar daca accentueaza importanta severitatii si extensiei leziunilor in definirea
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riscului de CG, recomanda doar evaluarea topografica a acestora prin prelevarea de 4 biopsii
din antrul si corpul gastric [13].

Au fost propuse doua sisteme de stadializare: OLGA si OLGIM (Operative Link on
Gastritis Assessment / Gastric Intestinal Metaplasia Assessment). Ambele se bazeaza pe o
scala vizuala si Tmpart modificarile atrofice Tn cinci stadii care sunt asociate progresiv (de la 0
— fara modificari, pana la IV — modificari severe si extinse la nivel antral si al portiunii
verticale gastrice). Primul sistem de stadializare a fost propus in 2005 de un grup
international de histopatologi si gastroenterologi (OLGA) [14]. Conform sistemului de
stadializare OLGA, stratificarea gastritei rezultd din combinarea scorului atrofiei evaluata la
nivel antral si al unghiului gastric cu cel rezultat din evaluarea portiunii verticale [15].
Stadiile indica practic probabilitatea individuala de a dezvolta CG, marea majoritate a
acestora fiind asociate cu stadiile avansate Ill si IV [16]. Deoarece concordanta inter-
observator a scorificarii metaplaziei intestinale a fost considerata superioara celei a
scorificarii atrofiei, un sistem de stadializare alternativ a fost propus ulterior (OLGIM) [17].
Acesta are la baza algoritmul similar al OLGA insa ia in calcul doar evaluarea extensiei si
severitatii metaplaziei intestinale. Exista discutii la ora actuala legate de faptul ca sistemul
OLGIM este inclus in sistemul OLGA, iar prin concentrarea doar asupra metaplaziei
intestinale, in anumite situatii se produce o retrogradare a stadiilor OLGA avansate ce
implicit poate conduce la ratarea anumitor subiecti aflati la risc crescut pentru dezvoltarea
CG [17-19]. Oricum, ambele sisteme de stadializare stratifica subiectii in clase de risc,
stadiile OLAG/OLGIM Il si IV fiind considerate clase de risc crescut ce necesita
supraveghere.

Atrofia mucozala gastrica si metaplazia intestinala reprezinta terenul care confera un
risc Tnalt pentru dezvoltarea displaziei si CG de tip intestinal [20-22]. Din acest motiv atrofia
gastrica si metaplazia intestinala sunt considerate afectiuni premaligne. Majoritatea CG de tip
intestinal se dezvolta din mucoasa de tip atrofic. Acest lucru denota faptul ca evaluarea
atrofiei mucozale gastrice este un pas crucial in definirea si identificarea grupelor de risc
pentru CG [23, 24]. Aproape invariabil CG este asociat stadiilor de atrofie gastrica severa.
Riscul de cancer asociat stadiilor OLGA 0, | sau Il, chiar daca nu este nul, este extrem de
mic, Tn timp ce pentru stadiile avansate 111/IV (atrofie extensiva atat la nivel antral cét si in
portiunea verticala) riscul este crescut [25]. Astfel, urmarirea timp de 12 ani a unei cohorte de
93 subiecti cu variate stadii ale atrofiei gastrice conform clasificarii OLGA a demonstrat
faptul ca stadiile avansate I1I/IV reprezinta grupul tinta pentru supraveghere endoscopica,

acestia fiind la risc pentru dezvoltarea displaziei si a CG [16].
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Endoscopia digestiva superioara cu evaluarea histopatologica a mucoasei gastrice s-a
dovedit a fi 0 metoda excelenta pentru investigarea subiectilor cu risc crescut de CG, fiind de
altfel conisderata ‘“gold-standardul” pentru diagnosticul gastritei atrofice si metaplaziei
intestinale [26]. Dezavantajele majore ale endoscopiei digestive sunt date de invazivitate,
costuri si volumul ridicat de munca, ceea ce o face din punct de vedere practic inadecvata
pentru screeningul Tn masa al populatiei [27]. Din acest motiv decelarea grupurilor de risc
crescut pentru CG prin metode neinvazive si accesibile pentru screeningul in masa este
mandatorie.

Multiple studii au fost conduse in diferite zone si populatii pana in prezent avand ca
scop principal evaluarea nivelelor serice de pepsinogen I si Il (PG 1/ I1) [28-42]. Intr-0 meta-
analiza publicata in 2004 de Dinis-Ribeiro si colaboratorii [43], care combina datele din 42
sudii ce au inclus 27 studii populationale (296.553 pacienti) si 15 studii pe populatie selectata
(4385 pacienti), s-a studiat cel mai bun cut-off de diagnostic al PG pentru diagnosticul de
displazie. O combinatie intre nivelul PGI<50ng/mL si un raport PGI/PGII<3 a oferit cele mai
bune rezultate, cu o sensibilitate de 65%, o specificiate de 74-85% si o valoare predictiva
negativa de peste 95%.

Atrofia glandelor antrale conduce la pierderea celulelor G antrale si, drept consecinta,
scade capacitatea antrului de a sintetiza si secreta gastrina-17 amidata (G-17) la nivel
circulator [44]. Un panel de teste serologice (GastroPanel, Biohit HealthCare) ce include PG
seric (I/11), G-17 si anticorpi serici anti H. pylori a fost propus ca test serologic de screening
pentru pacientii dispeptici. Tn populatiile cu prevalenta scazuti a atrofiei gastrice, valoarea
predictiva negativa (VPN) a acestui panel serologic pentru identificarea atrofiei gastrice este
de aproximativ 97% (95% CI = 95-99%) [45]. Tn 2014, un studiu multicentric ce a avut ca
scop testarea acuratetii GastroPanel Tn evaluarea gastritei atrofice, a demonstrat o valoare
acceptabila a VPN de 92% (95% CI=86%-98%), insa a esuat in a identifica 5 din 10 subiecti
cu atrofie gastrica (sensibilitate = 50%) din cei 85 de subiecti inclusi in studiu [46].

Familia de factori trifoizi (TFF) reprezinta un grup de trei peptide (TFF 1, 2 si 3)
termostabile si rezistente la proteaza ce sunt secretate in special de catre celulele secretante de
mucus de la nivelul tractului gastro-intestinal, avand la acest nivel un rol esential n
mentinerea integritatii impotriva agresiunilor mucozale [47, 48]. Peptidele trifoide sunt
distribuite in numeroase tesuturi in cadrul organismelor sanatoase precum: sistem nervos
central, rinichi, ficat, pancreas, tractul respirator si glandele salivare, insa de departe cea mai
importanta expresie este la nivelul tracutului gastrointestinal [49, 50]. TFF1 este predominant

exprimat la nivelul celulelor foveolare gastrice si la nivelul celulelor epiteliale de suprafata la
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nivelul intregului stomac. Este detectat si in partea superioara a ductelor glandelor Brunner
atdt la soareci cat si la oameni [51,52]. TFF2 (polipeptid spasmolitic) este exprimat
predominant in celulele epiteliale din profunzimea glandelor gastrice atat la nivelul corpului
cat si la nivel antral, in celulele secretante de mucus ale glandelor gastrice si la nivelul
glandelor Brunner duodenale [53,54]. Metaplazia ce exprima polipeptidul spasmolitic
(SPEM) reprezinta o linie fenotipica caracterizata prin prezenta de celule pozitive pentru
TFF2 la nivelul corpului gastric [55]. SPEM este frecvent observata in mucoasa gastrica ce
inconjoara CG, TFF2 fiind pozitiv in 58% din CG precoce [56,57]. TFF3 este predominant
exprimat la nivelul celulelor goblet de la nivelul intestinului subtire si colonului, nefiind
exprimat in ficat, pancreas sau stomacul normal [58, 59]. TFF3 este de asemena exprimat n
metaplazia intestinala de la nivelul stomacului [60]. Tn ultimii ani, expresia serologica a TFF,
si n special a TFF3, a fost studiata la subiectii cu CG, aceste peptide dovedindu-se a fi
biomarkeri serologici promitatori in detectia grupurilor de risc pentru CG si a CG [59-62].

In cadrul lucrarii sunt prezentate doud studii. Primul abordeaza problema
imbunatatirii indexului inter-observator in evaluarea atrofiei gastrice prin orientarea
fragmentelor biopsice utilizand filtre de celuloza. Cel de-al doilea studiu analizeaza expresia
serologicd a factorilor trifoizi la subiectii cu atrofie gastrica severd, OLGA risc inalt, CG si
lot control. Tn plus, ludnd Tn considerare factori epidemiologici, de stil de viata si expresia

serologica a TFF, au fost elaborate modele de predictie ale OLGA risc inalt si CG.



FACTORI DE PREDICTIE Al LEZIUNILOR PREMALIGNE AVANSATE GASTRICE Sl Al CANCERULUI GASTRIC

2. IMBUNATATIREA INDEXULUI INTER-OBSERVATOR AL EVALUARII
LEZIUNILOR ATROFICE GASTRICE PRIN ORIENTAREA FRAGMENTELOR
BIOPSICE UTILIZAND FILTRE DE CELULOZA

2.1.INTRODUCERE:

Gastrita secundara infectiei H.pylori este de departe cea mai frecventa patologie ce
conduce la dezvoltarea inflamatiei mucozale cronice si CG. Conform cascadei Corea,
triggerul este reprezentat de infectia cu H.pylori, care in anumite conditii, conduce la
inflamatie, urmata de atrofie a mucoasei gastrice cu metaplazie intestinala, displazie si Tn
final adenocarcinom invaziv [63].

Pentru evaluarea histopatologica de rutind, clasificarea Sydney, cu varianta
actualizata Houston, a fost dezvoltata pentru a descrie gradul, distributia si originea gastritei
atrofice [11]. Dezavantajul major al acestei clasificarii este acela al lipsei unei stratificarii a
riscului de dezvoltare al CG. Din acest motiv, un grup international de experti
gastroenterologi si histopatologi (OLGA) a dezvoltat si propus un sistem de stadializare ce
ulterior s-a dovedit a avea si valoare prognostica legata de riscul dezvoltarii CG [14]. Astfel,
in functie de severitatea si extensia atrofiei gastrice, sistemul OLGA propune cinci stadii (O-
IV). Stadiile de risc III si IV reprezinta stadiile de risc inalt pentru dezvoltarea CG, acesti
subiecti fiind de altfel si grupul ce ar trebui urmarit pe termen lung. Initial, doua studii de
validare au scos in evidenta faptul ca OLGA ofera informatii clinice relevante pentru
identificarea subpopulatiilor cu risc crescut pentru dezvoltarea CG, acestea fiind potential
eligibile pentru supraveghere [64, 65]. Recent, Rugge si colaboratorii [16] au descris o
cohorta de subiecti cu leziuni premaligne gastrice urmarita timp de 12 ani. Doi subiecti cu
stadii OLGA I1I/1V au dezvoltat neoplazie gastrica (p=0.001; RR = 18.56). Sistemul OLGA
este bazat pe evaluarea severititii si extensia atrofiei. In literatura indexul de concordanti
inter-observator pentru evaluarea atrofiei gastrice este scazut [66]. Din acest motiv Capelle si
colab [17] au introdus un sistem modificat bazat pe analiza metaplaziei intestinale, denumit
OLGIM (operative link for gastric intestinal metaplasia), cu index de concordanta inter-
observator Tnalt. Motivul pentru care a fost propus acest sistem alternativ este dat de faptul ca
metaplazia intestinala este foarte usor de recunoscut si evaluat histopatologic. Totusi,
deoarece sistemul OLGIM ia in calcul doar metaplazia intestinala sensibilitatea sa n
depistarea subiectilor cu risc crescut pentru dezvoltarea CG poate fi afectata. Astfel, s-a notat
faptul ca n anumite situatii stadiile OLGA cu risc Tnalt sunt retrogradate la stadii cu risc mai

mic OLGIM. Mai mult, exista situatii in care CG este asociat unor stadii cu risc scazut
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OLGIM [18]. Ideea studiului de fata porneste de la prezumtia conform cérei neorientarea
fragmentelor biopsice gastrice reprezinta principala problema in dificultatea unei evaluari

corecte a atrofiei gastrice.

2.2.0BIECTIVELE STUDIULUI:

Obiectivul principal al studiului a fost de a analiza concordanta inter-observator a
clasificarilor OLGA/OLGIM in situatia utilizarii fragmentelor biopsice gastrice orientate prin
fixare pe filtre de celuloza comparativ cu utilizarea fragmentelor biopsice neorientate.

Obiectivele secundare au fost reprezentate de:

- determinarea factorilor epidemiologici asociati cu stadiile cu risc Tnalt

OLGA/OLGIM;
- stabilirea concordantei stadiilor de risc OLGA cu stadiile de risc OLGIM;
- analiza calitatii sectiunilor histologice Tn fragmentele biopsice orientate versus

neorientate;

2.3.MATERIAL SI METODE:

Tn prima parte a studiului au fost analizati 87 de subiecti cu varsta de peste 18 ani, cu
simptome dispeptice adresati pentru examen endoscopic digestiv superior, care au semnat
consimtamantul informat al studiului si care nu au indeplinit nici unul din criteriile de
excludere.

Criteriile de excludere au fost reprezentate de:

- Subiecti cu interventii chirurgicale la nivel esofagian si gastric;

- Subiecti cu sangerare digestiva activa

- Examinare endoscopica necorespunzatoare (resturi alimentare etc.);

- Nerespectarea protocolului de biopsiere OLGA/OLGIM

- Asocierea de comorbiditati importante (insuficienta cardiaca severa, ciroza

hepatica decompensata etc.)

Pe baza unui chestionar standardizat s-au colectat date epidemiologice si de stil de
viata. Examenul endoscopic s-a efectuat cu sedare profunda cu Propofol intravenos sau cu
sedare superficiala cu Midazolam intravenos si Xilocaina 10% local. Echipamentul
endoscopic utilizat a fost Olympus® CV Evis Exera Il 180 (procesor video) cu tuburi
endoscopice Olympus® GIF-H180 (Olympus Medical System Corp, Tokyo, Japonia). Dupa
examinarea atenta a mucoasei esofagiene, gastrice si duodenale s-au prelevat biopsii conform

protocolului OLGA/OLGIM: un fragment de pe mica curbura a antrului gastric, un fragment
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de pe marea curbura a antrului gastric, un fragment de la nivelul unghiului gastric, un
fragment de pe fata anterioara a portiunii verticale gastrice si un fragment de pe fata
posterioara a portiunii verticale gastrice. Fragmentele biopsice au fost fixate pe filtre de
celuloza (Endokit®, BioOptica SpA, Milano, Italia) cu baza pe filtru direct din pensa si partea
mucozala superficiala in sus. Acestea au fost asezate in ordine unul dupa altul pe céte un
filtru de celuloza, notdndu-se cu rigurozitate numarul fragmentului si aria din care a fost
prelevat (Ex. F1 orientat antru mica curbura, F2 orientat antru mare curbura etc.) pentru a
putea fi reperat de catre anatomopatolog. Au fost prelevate fragmente biopsice suplimentare
daca au existat leziuni la nivel eso-gastro-duodenal si au fost etichetate si dispuse in flacoane
separate. Dupa fixare, fragmentele biopsice au fost fixate in formalind 10% si dispuse in
flacoane separate in functie de zona din care au fost prelevate. Dupa fixarea la parafina, au
fost obtinute minimum sase sectiuni histologice cu grosime de 4 pm. Ulterior au fost
efectuate coloratii cu Hematoxilina-Eosina, Giemsa si PAS.

Examinarea histopatologica a fost efectuata independent de doi histopatologi (M.D. si
G.B.) ce nu au avut acces la descrierea endoscopica a cazurilor analizate. Fiecare a analizat
separat stadiile OLGA sau OLGIM. Pentru evaluarea concordantei intre observatori s-a
utilizat testul kappa statistic pentru utilizatori multiplii. Concordanta inter-observator a fost
considerata scazutd daca indexul Kappa a avut o valoare sub 0.4, moderata daca indexul
Kappa a fost cuprins intre 0.4 si 0.75 si excelenta daca valoarea indexului Kappa a fost peste
0.75.

Pentru confirmarea rezultatelor obtinute din punct de vedere ale indexului de
concordanta inter-observator, s-a efectuat analiza unui al doilea lot de 35 subiecti cu
simptome dispeptice adresati pentru examen endoscopic digestiv superior (12 barbati si 23
femei cu varsta medie de 67 + 8.34 ani). De aceastd data au fost analizate 350 fragmente
biopsice gastrice rezultate din doua seturi de biopsii prelevate dupa protocolul
OLGA/OLGIM: 175 fragmente orientate utilizdnd filtre de celuloza si 175 fragmente
biopsice gastrice neorientate. Subiectii care nu au fost de acord si nu au semnat formularul de
consimtamant informat, cei cu sangerarea activa in timpul examindrii, cu cancer gastric sau

De aceasta data au fost prelevate doud serii de biopsii conform protocolului OLGA/
OLGIM: o serie de biopsii orientate si 0 serie de biopsii neorientate. Astfel, au fost prelevate
de la fiecare subiect un minim de 10 fragmente biopsice: 5 orientate si 5 neorientate. Initial

au fost prelevate fragmentele orientate: un fragment de pe mica curbura a antrului gastric, un
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fragment de pe marea curburd a antrului gastric, un fragment de la nivelul unghiului gastric
mica curburd, un fragment de pe fata anterioara a portiunii verticale gastrice si un fragment
de pe fata posterioard a portiunii verticale gastrice. Acestea au fost fixate in ordine si
etichetate pentru identificare utilizand filtre de nitroceluloza. Tn aceeasi sesiune, de la acelasi
subiect, a fost prelevat un set similar de fragmente biopsice ce nsa nu au fost orientate si au
fost dispuse in flacoane separate pentru identificare direct din pensa de biopsie in solutia de
formalinda 10%. Acestea au fost prelevate la 5 mm stanga fatd de zona de unde au fost
prelevate fragmentele biopsice orientate din seria initiald. De asemenea au fost prelevate
fragmente biopsice suplimentare din orice leziune decelata suplimentar, fragmente ce au fost
etichetate in flacoane separate. Analiza rezultatelor histopatologice a fragmentelor prelevate
din leziunile suplimentare nu a facut obiectul studiului de fata.

Cel mai sever scor histopatologic OLGA/OLGIM a fost considerat pentru rezultatul
final. Stadiile OLGA/OLGIM 0, | si Il au fost considerate stadii cu risc scazut, iar stadiile
OLGA/OLGIM III si IV au fost considerate stadii cu risc crescut. Fragmentele biopsice au
fost analizate independent de doi anatomopatologi (GB si MD) in doua sesiuni distincte
pentru fragmentele orientate si neorientate. Anatomopatologii nu au avut acces in timpul
examinarii la datele clinice, biologice si endoscopice ale subiectilor. Calitatea fragmentelor
biopsice a fost definita de identificarea laminei propria mucozale. Daca lamina propria
mucozala a fost identificata, fragmentul a fost considerat a avea o calitate buna. Indexul de
concordanta inter-observator a fost calculat utilizand testul Kappa pentru concordanta inter-
observator. In plus, a fost calculati concordanta inter-observator pentru scorul de risc
inalt/risc scdzut pentru atrofie si metaplazie intestinald la nivel antral si al portiunii verticale
gastrice. Scorul de risc scdzut / risc inalt pentru atrofie si metaplazie intestinald la nivelul
celor doud regiuni gastrice a fost definit conform scalei vizuale a sistemului Sydney
(Houston-updated) [11]. Testul Chi-square a fost utilizat pentru analiza calitatii fragmentelor
biopsice in seriile orientate versus neorientate. O valoare p<0.05 (two-sided) a fost
considerata semnificativa statistic.

Studiul a fost aprobat de Comisia de Etica a Institutului Clinic Fundeni (Nr. Reg.
3898/2013). Toti subiectii inrolati au semnat consimtamantul informat pentru participare la

studiu.
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2.4. REZULTATE:

Analiza lotului initial:

In lotul initial au fost inrolati 87 subiecti (42 barbati si 45 femei) cu varsta medie de
57 £ 15.8 ani.

In 52.8% din cazuri subiectii au fost incadrati Tn stadiul OLGA 0. Stadiile I si 1l
OLGA au fost reprezentate de 23%, resepectiv 13.8% din cazuri. Stadiile cu risc Tnalt, OLGA
I si IV au reprezentat 9.2%, respectiv 1.2% din cazuri. Pentru stadiile OLGIM distributia
cazurilor a fost astfel: 68.9% stadiul OLGIM 0, 18.4% stadiul OLGIM 1, 9.2% stadiul
OLGIM Il, 3.5% stadiul OLGIM I111. Nu au fost decelate cazuri apartindnd stadiului OLGIM
IV. Se poate remarca in acest fel o retrogradare a stadiilor OLGA atunci cand este luata in
calcul doar metaplazia intestinald. Doua cazuri Tncadrate in stadiul de risc inalt OLGA 11l au
fost retrogradate in clasa de risc scazut OLGIM I, iar alte 4 cazuri Tncadrate in stadii de risc
nalt OLGA au fost retrogradate la stadii de risc scizut OLGIM. In plus, un caz de CG
Tncadrat in stadiul de risc Tnalt OLGA s-a regasit intr-un stadiu de risc scazut OLGIM

Varsta peste 50 ani (p=0.029), istoricul personal de boala maligna (p=0.013) si
cancerul gastric (p=0.014) au fost asociate semnificativ statistic cu stadiile OLGA cu risc
nalt (Tabel 2.1).

LOW-RISK HIGH-RISK p LOW-RISK  HIGH-RISK P
% % % %

Urban/Rural 67.1/329 63.6/36.4 NS 667 /333 66.7/33:3 NS
Barbati/Femei 55.3/44.7 36.4/64.6 NS 47.6 /424 66.7 /33.3 NS
>50ani/<50ani 67.1/329 100/0 0.029 70.2/29.8 100/0 NS
Fumat +/- 40.8/59.2 63.6/36.4 NS 57.2/42.8 66.7 /33.3 NS
H pylori +/- 51.3/48.7 45.5/54.5 NS 45.2 /54.8 33.3/66.7 NS
IPP +/- 34.2/75.8 9.1/90.9 NS 32.1/67.9 0/100 NS
Istoricfam CG+/- 0/100 9.1/90.9 NS 1.2/98.8 0/100 NS
Istoricfam cancer 18.4/81.6 36.4/63.6 NS 20.2/79.8 66.7/33.3 NS
+/-
Istoric personal 6.6 /93.4 36.4/63.6 0.013 95/90.5 33.3/66.7 NS
cancer +/-
Cancer gastric+t/- 0/100 18.2/81.8 0.014 1.2/98.8 33.3/66.7 NS

Tabel 2.1. Asocierea variabilelor analizate Tn lotul initial de subiecti cu stadiile de risc OLGA

si OLGIM.
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Concordanta inter-observator exprimata prin valoarea indexului Kappa s-a dovedit a fi
moderata si excelenta pentru toate stadiile OLGA si excelentd pentru toate stadiile OLGIM.
Pentru stadiul OLGA 0 s-a obtinut un indice Kappa inter-observator de 0.80. Valorile au fost
de 0.65 si 0.90 pentru stadiile OLGA 1 si II. Pentru stadiile OLGA 111 si IV valorile indexului
Kappa au fost de 0.77, respectiv 0.65. Atunci cand stadiile OLGA III si IV au fost analizate
Tmpreuna (stadii cu risc Tnalt) valoarea indexului de concordantd inter-observator a fost
excelenta (kappa = 0.90). Pentru stadiile OLGIM valorile indexului de concordanta Kappa au
fost: 0.94, 0.93, 0.84 pentru stadiile OLGIM 1, II si IIL Tn aceastd serie nu au fost subiecti
incadrati in stadiul OLGA V.

Analiza lotului de control:

Al doilea lot analizat a inclus 35 subiecti (12 barbati si 32 femei) cu o varstd medie de
67 + 8.34 ani. Au fost analizate un numar de 350 fragmente biopsice: 175 fragmente orientate
si 175 fragmente neorientate.

In Tabelul 2.2 se poate urmari distributia claselor de risc OLGA 1in functie de
rezultatele finale ale celor doi anatomopatologi ce au examinat independent probele. Pentru
stadializarea OLGIM Histopatologul 1 a descris in seria neorientata 14 cazuri (40%) OLGIM
0, 10 cazuri (28.56%) OLGIM I, 9 cazuri (25.72%) OLGIM I, 2 cazuri (5.72%) OLGIM III.
Nu au fost descrise cazuri OLGIM IV. Tn aceeasi serie neorientata, Histopatologul 2 a descris
17 cazuri (48.56%) OLGIM 0, 9 cazuri (25.72%) OLGIM 1, 7 cazuri (20%) OLGIM II, 2
cazuri (5.72%) OLGIM IIl. Nu au fost descrise cazuri OLGIM IV. In seria orientatd de
fragmente biopsice, Histopatologul 1 a descris 16 cazuri (45.71%) OLGIM 0, 7 cazuri (20%)
OLGIM I, 6 cazuri (17.14%) cazuri OLGIM II, 6 cazuri (17.14%) OLGIM I1I. Histopatologul
2 a descris n seria orientatd 16 cazuri (45.71%) OLGIM 0, 9 cazuri (17.14%) OLGIM 1, 6
cazuri (17.14%) OLGIM 1I si 4 cazuri (11.42%) OLGIM I1Il. Nu au fost descrise cazuri
OLGIM 1V in seria de biopsii orientata de nici unul din cei doi histopatologi.

Concordanta inter-observator pentru stadiile OLGA Tn seriile neorientate a fost slaba-
moderata pentru toate stadiile. Astfel, indexul Kappa a fost de 0.13 pentru stadiul OLGA 0,
0.20 pentru stadiul OLGA 1, 0.06 pentru stadiul OLGA 11, 0.46 pentru stadiul OLGA III si
0.50 pentru stadiul OLGA IV. Atunci cand stadiile OLGA III si IV au fost incadrate n

aceeasi clasa de risc Tnalt, indexul Kappa a fost de 0.65.
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OLGA - n (%)

Neorientat Orientat
P1 P2 P1 P2
OLGA 0 13 (37.14) 2(5.72) 14 (40) 10 (28.56)
OLGA | 9(25.72)  12(34.29) 10(28.56) 12 (34.29)
OLGA Il 7 (20) 11 (31.43)  4(11.42) 4 (11.42)
OLGA IlI 2(5.72) 4 (11.42) 3 (8.58) 6 (17.14)
OLGA IV 4 (11.42) 6(17.14)  4(11.42) 3 (8.58)
OLGA HIGH RISK (I11+1V)  6(17.14) 10 (28.56) 7 (20) 9 (25.72)

Tabel 2.2. Distributia stadiilor OLGA conform examinarii histopatologice; n — numar

cazuri, P1 — Histopatolog 1; P2 — Histopatolog 2.

Pentru stadiile OLGIM 1n seriile neorientate, indexul de concordantd kappa a fost
excelent pentru toate stadiile: 0.83 pentru stadiul OLGIM 0, 0.89 pentru stadiul OLGIM |,
0.88 pentru stadiul OLGIM II si 1 pentru stadiul OLGIM IIIL.

In seriile orientate s-a notat o concordanta inter-obsevrator moderat-excelenta in toate
stadiile OLGA si excelentd in stadiile OLGIM. Pentru stadiile OLGA orientate, valorile
indexului Kappa au fost: 0.62 penru stadiul OLGA 0, 0.70 pentru stadiul OLGA I, 0.61
pentru stadiul OLGA 1I, 0.62 pentru stadiul OLGA III si1 0.77 pentru stadiul OLGA 1V.
Pentru stadiile OLGA 111 si IV luate Tmpreuna in acelasi stadiu de risc inalt, valoarea Kappa a
fost de 0.88.

Concordanta inter-observator in seriile orientate OLGIM a fost de asemena excelenta
pentru toate stadiile: 0.83 pentru stadiul OLGIM 0, 0.88 pentru stadiul OLGIM 1, 0.70 pentru
stadiul OLGIM II, 0.83 pentru stadiul OLGIM I11. Centralizarea valorilor indexului Kappa
pentru toate stadiile OLGA/OLGIM in seriile orientate si neorientate este prezentatd in
Tabelul 2.3.

A fost analizata si concordanta inter-observator pentru atrofie si metaplazie intestinala
pentru portiuni anatomice diferite ale stomacului: antru si portiune verticala. La nivelul

antrului gastric, indexul Kappa pentru atrofia cu risc scazut a fost de 0.45 in seriile
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neorientate si 0.70 Tn seriile orientate. Pentru atrofia cu risc nalt valorile au fost de 0.45 in
seriile orientate si 0.70 n seriile orientate. La nivelul corpului gastric, valorile indexului
Kappa pentru atrofia cu risc scazut au fost de 0.70 in seriile neorientate si 1 in seriile
orientate. Pentru atrofia cu risc Tnalt, la nivelul corpului gastric, aceste valori au fost de 0.70
pentru seriile neorientate si 1 pentru seriile orientate.

Pentru metaplazia intestinald, concordanta inter-observator a fost excelentd atat la
nivel antral cat si la nivel corporeal gastric pentru ambele grupe de risc. Indexul Kappa a fost
de 0.76 la nivel antral si 0.86 la nivel corporeal serie orientatd, risc scazut si 0.83, respectiv 1
pentru antru si corp gastric serie neorientatd, risc scazut. Pentru metaplazia intestinala cu risc
nalt, valorile indexului Kappa au fost Tn seriile orientate de 0.76 si 0.86 in antru si corpul

gastric, iar Tn seriile neorientate de 0.83 si 1 pentru antrul si corpul gastric.

Kappa index Kappa index Kappa index Kappa
Orientat Neorientat Orientat index
Neorientat

OLGAO 0.62 0.13 OLGIM 0 0.83 0.83
OLGAI 0.70 0.20 OLGIM I 0.88 0.89
OLGA Il 0.61 0.06 OLGIM Il 0.70 0.88
OLGA 11l 0.62 0.46 OLGIM 111 0.83 1
OLGA IV 0.77 0.50 OLGIM IV - -
OLGA 0.88 0.65 OLGIM HIGH 0.83 1
HIGH RISK RISK (I11+1V)

(11+1v)
Tabel 2.3. Valorile indexului Kappa penru stadiile OLGA/OLGIM in seriile orientate si

neorientate

Identificarea lamina propriei mucozale a fost consideratd reper pentru fragmentele
biopsice de buna calitate. Aceasta a fost identificata in 167 din cele 175 fragmente biopsice
orientate (95.43%) si in 156 din cele 175 fragmente biopsice neorientate (89.14%). Aceasta

diferentd a fost semnificativa statistic, valoarea p fiind de 0.0275.

12



FACTORI DE PREDICTIE Al LEZIUNILOR PREMALIGNE AVANSATE GASTRICE Sl Al CANCERULUI GASTRIC

2.5.DISCUTII:

Analiza lotului initial al studiului a decelat o concordanta inter-observator substantiala
(moderata si excelenta) pentru toate stadiile OLGA (index kappa — OLGA 0 = 0.80; OLGA |
= 0.65; OLGA II = 0.90; OLGA 1III = 0.77; OLGA 1V = 0.65 si OLGA risc inalt (III+1V) =
0.90). Pentru stadiile OLGIM concordanta inter-observator a fost excelentd pentru toate
stadiile (index kappa cuprins intre 0.84 si 0.94). Trebuie mentionat faptul ca atunci cand a
fost analizata doar metaplazia intestinala s-a notat o retrogradare a stadiilor cu risc nalt
OLGA la stadii cu risc scazut OLGIM. Mai mult, Tnh unul din stadiile retrogradate OLGIM cu
risc scazut s-a notat prezenta CG. Stadiile cu risc Tnalt OLGA au fost asociate semnificativ
statistic cu varsta peste 50 ani (p=0.029), istoricul personal de cancer, cu exceptia CG
(p=0.013) si cu CG (p=0.014). Asocierea atrofiei gastrice avansate cu riscul de CG este deja
bine cunoscutd, datele fiind discutate Tn detaliu Tn cadrul lucrarii in extenso. Nici un caz de
CG nu a fost decelat in randul stadiilor cu risc scazut OLGA. Riscul de a primi un diagnostic
de cancer variaza de-a lungul vietii. Riscul cumulativ pentru toate cancerele creste cu varsta,
pana la 70 ani, apoi descreste usor [384]. Asocierea varstei cu atrofia extinsa (stadii risc Tnalt
OLGA) poate fi legata de acumlarea unor serii de factori de risc alaturi de cascada de
evenimente initiate de infectia cu H.pylori, urmata de inflamatia cronica si atrofia mucozala,
aceastd succesiune de evenimente fiind un proces cronic, de lungd durata. Asocierea cu un
istoric de boald maligna nu este un lucru foarte clar, insa se poate presupune ca in aceste
situatii pot exista predispozitii genetice sau factori de risc comun pentru patologii neoplazice
diferite.

Pentru a confirma rezultatele legate de concordanta inter-observator pentru atrofia
gastrica, a fost analizat un al doilea lot de 35 subiecti de la care au fost prelevate doua serii de
biopsii gastrice, din aceleasi arii gastrice, orientate si neorientate. A fost observata o
imbunatatire dramatica a concordantei inter-observator in seriile orientate pentru evaluarea
atrofiei gastrice. Pentru metaplazia intestinala, concordanta inter-observator a fost Tnalta
pentru ambele serii de biopsii gastrice, orientate si neorientate. Astfel, in seriile orientate s-a
obtinut o concordanta inter-observator moderata-inalta (index kappa cuprins intre 0.61 si
0.77) comparativ cu seriile neorientate in care concordanta inter-observator a fost slaba
(index kappa cuprins intre 0.06 si 0.50). Cea mai importantd imbunatatire a fost observata
pentru stadiile OLGA cu risc scazut (0/I/IT). Acest lucru poate fi explicat prin faptul ca pentru
evaluarea corectd a densitatii glandulare si mai ales a raportului deschideri glandulare/glande,

este necesard o sectiune perpendiculard ce cuprinde Intreaga mucoasd. Daca atrofia este
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prezenta, orientarea corespunzatoare a fragmentelor biopsice este esentiala Tn definirea
severitatii acesteia (exemplu > 60%) [286].

Stadializarea OLGA este bazatd pe combinarea rezultatelor obtinute din analiza
modificarilor de tip atrofic n cele doud regiuni gastrice: antrul si portiunea verticala. In
fiecare regiune atrofia este cuantificata pe baza unei scale cu patru grade (0 — lipsa atrofiei, 1
— atrofie usoara, 2 — atrofie moderatd, 3 — atrofie severd) conform scalei vizuale analogice a
sistemului actualizat Sydney (Houston) [11]. Tn seria noastrd am observat cea mai importanti
imbunatatire a concordantei inter-observator prin orientarea fragmentelor biopsice la nivelul
portiunii antrale gastrice (de la 0.45 in seriile neorientate la 0.70 in seriile orientate). Acest
lucru ar putea fi explicat de tipul arhitectural diferit al glandelor specifice celor doud regiuni
gastrice. La nivel antral, glandele sunt ramificate si sunt distribuite lobular avand deschiderea
n orificiile glandulare de suprafata (pits). La nivel oxintic, corporeal, glandele sunt drepte,
tubulare avand o dispunere paralela [67]. Din acest motiv, evaluarea densitatii glandulare la
nivel antral este mult mai subiectiva decat la nivel corporeal gastric.

Metaplazia intestinala este foarte usor de evaluat deoarece celulele goblet pot fi
recunoscute cu usurintd dupa un antrenament minim. Totusi, pentru o corectd evaluare a
atrofiei mucozale in ansamblu, histopatologul are nevoie de preparate cu intreaga sectiune
mucozala perpendiculard pe lamina propria mucozala. Acest lucru poate fi dificil de obtinut,
in general fiind pur hazard, atunci cand fragmentele biopsice nu sunt orientate dupa
prelevare.

Prin orientare, histotehnicianul va sti cum sa orienteze blocul de parafina astfel incat
sa efectueze tdierea la microtom a sectiunilor histologice perpendicular pe lamina propria
mucozali. In acest fel, se pot obtine cu usurinti fragmente ale Tntregii sectiuni mucozale
perpendiculare pe lamina propria mucozala. In studiul nostru, lamina propria mucozala a
putut fi identificatd in 95.43% din specimenele biopsice orientate, comparativ cu 89.14% in
seriile neorientate. Aceasta diferenta s-a dovedit a avea semnificatie statistica (p=0.0275).

Din nefericire, orientarea fragmentelor biopsice nu este o practici uzuali. In centrul
nostru, orientarea fragmentelor biopsice prelevate n timpul examinarilor endoscopice nu este
de asemenea 0 practica uzuald. Principala doleanta a personalului implicat Tn procedura
endoscopici este legata de timpul dedicat procedurii. Tn realitate, aceasti problema este falsa,
utilizarea filtrelor de nitroceluloza pentru orientarea fragmentelor biopsice prelevate
endoscopic fiind usor de efectuat. Mai mult, cel putin pentru evaluarea mucoasei gastrice si a
intestinului subtire, aduce informatii suplimentare valoroase pentru histopatolog [67].

Fragmentul biopsic este fixat cu usurinta de asistentul de endoscopie din pensa de biopsie
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direct pe filtrul de nitroceluloza cu baza pe filtru si partea luminala spre exterior. Filtrul este
conceput astfel incat fragmentele biopsice sa adere si sa ramana stabile Tn timpul intregului
proces de preparare a sectiunilor histologice. Procesarea tesutului, dupa fixare, nu va
influenta astfel orientarea specimenului biopsic. Pe o singura banda de filtru pot fi pozitionate
in linie pana la zece fragmente biopsice. Dupa procesare, histotehnicianul include filtrul cu
fragmentele biopsice Th parafina rotindul cu 90 grade. Primul fragment biopsic este
recunoscut cu usurintd deoarece capatul proximal al filtrului este ascutit, fiind astfel conceput
pentru acest lucru. Nu este necesara o dimensiune minima a fragmentului biopsic pentru a
putea fi orientat utilizand aceastd metoda. Cu cat fragmentul biopsic este mai mare, cu atat va
fi mai mare probabilitatea de a obtine specimene cu mai multe straturi histologice pentru
examinare: mucoasa, lamina propria cu componentele sale specifice, musculara mucoasei si
ideal submucoasa. Utilizarea filtrelor de nitrocelulozd ca si metodd de orientare a
fragmentelor biopsice prelevate endoscopic nu prelungeste timpul de lucru in laboratorul de
histopatologie. Dimpotriva, timpul de procesare este scurtat deoarece histotehnicianul va
prepara de obicei o singura banda de filtru nitrocelulozic cu toate fragmentele biopsice
asezate Tn ordine pe aceasta. Acest lucru va conduce la scurtarea timpului de includere, taiere
si colorare. Costurile sunt de asemenea reduse prin diminuarea numarului de blocuri de

parafinad utilizate de obicei la unul singur.
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3. MODELE DE PREDICTIE PENTRU ATROFIA GASTRICA AVANSATA SI
CANCERUL GASTRIC UTILIZAND EXPRESIA SEROLOGICA A FAMILIEI
DE FACTORI TRIFOIZI, FACTORI EPIDEMIOLOGICI SI FACTORI DE RISC
LEGATI DE STILUL DE VIATA

3.1. INTRODUCERE:

La subiectii cu mucoasa gastrica normald riscul de dezvoltare al CG este
nesemnificativ [44]. Infectia cu H.pylori reprezinta un carcinogen de grup I pentru populatia
umana [68]. Gastrita asociata infectiei cu H.pylori reprezinta de departe cea mai frecventa
patologie inflamatorie cronicd ce conduce la o anumitd proportie de subiecti la atrofie
gastrica, displazie si eventual CG [69]. Tipul histopatologic de CG frecvent asociat cu suita
de evenimente descrise anterior este cel intestinal [70]. Riscul este cel mai mare la subiectii
cu atrofie gastrica sevra si extinsa [16]. Din acest motiv, ghidurile curente recomanda
urmarirea regulata a subiectilor cu gastrita atrofica extinsa la nivel antral si corporeal [13].
Endoscopia digestiva superioara reprezinta o metoda excelenta de diagnostic Tnsd prezinta
dezavantaje legate de gestionarea unui numar mare de subiecti, volum de munca crescut si
costuri. Astfel, selectarea unei populatii tinta cu risc crescut pentru dezvoltarea CG utilizand
0 metoda non-invaziva ar reprezenta o strategie rezonabila.

Pana in prezent au fost conduse numeroase studii la nivel mondial ce au corelat
nivelele serice ale PG cu modificarile histopatologice ale mucoasei gastrice [71-73]. Tn
Japonia dozarea serologica a PG a fost introdusa ca metoda de screening populationala [9].
Din pacate, studiile sunt greu de generalizat din cauza diferentelor nivelelor de PG, a odds
ratio si a limitarilor date de sensibilitate si valoarea predictiva pozitiva [13].

Familia de factori trifoizi reprezintd un grup de trei peptide proteazo-rezistente
secretate Tn special de celulele secretante de mucus de la nivelul tractului gastrointestinal.
Rolul principal al TFF este de a mentine si proteja integritatea suprafetei mucozale [48].
TFF1 este exprimat Tn principal de celulele secretante de mucus de la nivelul glandelor
fundice gastrice si antrale [48]. TFF2 este exprimat la nivelul celulelor corporeale glandulare
de la nivelul corpului gastric si de celulele bazale ale glandelor pilorice antrale [60]. TFF3
este exprimat in special in citoplasma celulelor goblet ale intestinului subtire si colonului
[74]. Tn ultimii ani dozarea nivelelor serice ale TFF au aritat rezultate promititoare in

predictia CG atat ca teste individuale cat si Tn combinatie cu dozarea serologica a PG [60-62].
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3.2.0BIECTIVELE STUDIULUI:

Obiectivul principal al studiului a fost reprezentat de elaborarea unor modele de
predictie ale CG si atrofiei gastrice severe (OLGA III/IV) utilizand nivelele serice ale TFF,
datele epidemiologice si factori de risc legati de stilul de viata.

Obiectivele secundare au fost reprezentate de:

- Analiza nivelelor serice ale TFF la diferitele categorii de subiecti — OLGA risc

crescut (III/IV), CG si subiecti control;

- Analiza factorilor epidemiologici si corelarea cu diferitele categorii de subiecti —

OLGA risc crescut, CG si subiecti control,

- Analiza factorilor legati de stilul de viatd si corelarea acestora cu clasele de risc

crescut OLGA si CG;

- Creeara unei banci serologice ce va putea fi utilizata Tn studii viitoare de profil.

3.3.MATERIAL SI METODE:

Au fost inclusi in studiu 81 subiecti (44 barbati / 37 femei, varsta medie 58.5+14.7
ani) cu sindrom dispeptic adresati pentru examen endoscopic digestiv superior in perioada
Martie 2015-Mai 2016 in cadrul Centrului de Gastroenterologie si Hepatologie, Institut Clinic
Fundeni. Au fost inclusi Tn studiu doar subiectii ce au citit si semnat formularul de
consimtamant informat al studiului.

Criteriile de excludere au fost reprezentate de:

Comorbiditati asociate severe (insuficientd cardiaca severa, disfunctie hepatica

severd, disfunctie renala severa);

Tulburari severe ale coagularii: INR > 3; trombocite < 30.000/mmc;

Sangerare digestiva activa

Subiecti ce nu au acceptat si nu au semnat consimtdmantul informat.
Pe baza datelor clinice, endoscopice si histopatologice au fost definite urmatoarele
grupuri de studiu din cadrul lotului initial:
- Grupul de studiu OLGA risc inalt (22 subiecti)
- Grupul de control pentru OLGA risc Tnalt reprezentat de subiectii OLGA 0
(aparent sanatosi, cu mucoasa gastrica normala fara atrofie, fara CG — 31 subiecti)
- Grupul de studiu CG (22 subiecti)
- Grupul de control pentru CG reprezentat de subiectii OLGA 0, I si II fara CG (51

subiecti)
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Initial, au fost colectate date epidemiologice si legate de factori de risc utilizdnd un

chestionar dedicat. Astfel cu fost colectate legate de:

Varsta, cu subcategorie de varsta peste 50, 60 si 70 ani;

Mediu de viata — urban / rural

Sex

Indice de masa corporeala

Nivel educational (studii elementare (0-8 clase); studii medii (liceu, scoald
profesionald); studii superioare (colegiu, facultate));

Categorie socio-profesionala

Status fumator actual sau fost si numarul de pachete an (0-10 pachete an; 11-20
pachete an, peste 20 pachete an);

Consum alcool: ocazional (sub o unitate pe zi), moderat (maxim 1-2 unitati pe zi);
frecvent/cronic (peste 2 unitati pe zi). O unitate de alcool a fost considerata
echivalentul a 250 ml bere standard sau 75 ml vin sau 25 ml de bautura spirtoasa
standard,

Nivelul de activitate fizica (miscare de tip cardio Tn sesiuni de minim 30 minute) —
(rar (maxim odatd pe saptamand), moderat (1-2 ori pe saptamana), frecvent
(minim 3 ori pe sdptdmana));

Consum de carne rosie (rar (maxim 2 ori pe saptdmana), frecvent (3-4 ori pe
sdptamanad), frecvent (6-7 zile pe saptdmana));

Consum carne procesatd (rar (maxim 2 ori pe saptamana), frecvent (3-4 ori pe
saptdmand), frecvent (6-7 zile pe saptdmana));

Consum vegetale (rar (maxim 2 ori pe saptamand), frecvent (3-4 ori pe
sdptamanad), frecvent (6-7 zile pe saptdmana));

Sursa de apa pentru consum zilnic (apa imbuteliatd, apd potabila sursa robinet,
fantana / put verificat; fantana / put neverificat);

Consum AINS, inclusiv aspirina in doza antiagreganta (ocazional (maxim 1-2 zile
pe saptamana), frecvent (3-4 zile pe saptamana), zilnic (6-7 zile pe saptamana));
Istoric personal de boala maligna (digestiv, extradigestiv);

Istoric familial de boala maligna (digestiv, extradigestiv);

Alte antecedente personale patologice;

Tratament cu IPP (ultimele 6 luni);

Infectie H.pylori (actuala sau Tn trecut);

Tratament al infectiei cu H.pylori.
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Ulterior completarii chestionarului s-a efectuat examinarea endoscopica cu sedare
superficiala (Midazolam iv si Xilind local) sau profunda (Propofol iv). Examinarea
endoscopici a fost efectuatd cu echipament Pentax® EPKi-7010 (procesor video) cu tuburi
EG 29-i10 (Pentax Medical, Hoya Company, Tokyo, Japonia). Biopsiile au fost prelevate
pentru stadializarea atrofiei gastrice si pentru leziunile suplimentare decelate. Protocolul
utilizat pentru stadializarea atrofiei gastrice a fost protocolul de biopsiere OLGA [67]. Pe
baza rezultatelor histopatologice au fost definite grupurile de studiu enumerate mai sus.

S-a recoltat sange tuturor subiectilor, iar serul rezultat a fost depozitat la -80°C pana in
momentul analizei. Nivelele serice ale TFF1, TFF2 si TFF3 au fost determinate utilizand
tehnica ELISA de tip sandwich utilizand kituri comerchiale MyBiosource® (SanDiego, SUA).
Proctocolul utilizat a fost conform indicatiilor producatorului.

Variabilele calitative au fost analizate utilizand testul chi-square sau Fisher exact in
functie de situatie. Variabilele semnificative conform analizei univariate au fost evaluate ca
factori de risc independenti prin regresie logistica. Predictorii independenti rezultati au fost
inclusi intr-un model de predictie prin regresie logistica pentru gastrita atrofica cu risc inalt si
CG. Curbele ROC si AUROC au fost calculate pentru determinarea puterii predictive a
modelelor. Valorile cut-off ale TFF au fost calculate pe baza AUROC. O valoare p mai mica
decat 0.05 (two-sided) a fost considerata semnificativ statisticd. Analiza statistica a fost
efectuata utilizand softul statistic NCSS v11.0.

Studiul a fost aprobat de catre Comitetul de Etica Tn Cercetare Stiintifica al
Institutului Clinic Fundeni (Nr Reg 3898 din 10/02/2015). Toti participantii la Studiu au

semnat consimtdmantul informat de participare la studiu.

3.4.REZULTATE:

Au fost inclusi Tn cadrul studiului 81 subiecti cu varstd medie 58.5+14.7 ani (44
barbati / 37 femei). Dupd evaluarea clinica, epidemiologica, endoscopica si histopatologica
au fost definite doua grupuri de studiu pentru elaborarea modelelor de predictie OLGA risc
Tnalt si CG. Astfel, primul grup de studiu a inclus lotul OLGA risc nalt si lotul de control
OLGA alcatuit din subiecti grup OLGA 0, fara CG. Cel de-al doilea grup de studiu a inclus
lotul CG si lotul de control pentru CG format din subiecti OLGA 0,LII fara CG.

Elaborarea modelului de predictie OLGA risc inalt:

Caracteristicile de baza ale loturilor OLGA risc inalt / OLGA control si CG / control
se regasesc In Tabelul 3.1. Varsta medie a lotului OLGA risc inalt (n=22 subiecti) a fost de

67.8+8.6 ani cu un raport masculin / feminin de 0.8. Pentru lotul control OLGA s-a notat o
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varstd medie de 49.3+14.7 ani cu un raport masculin / feminin de 1.2. Valorile medii ale
TFF1 n cele doua loturi au fost de 1.31+£0.69 ng/ml pentru OLGA risc inalt, respectiv de
1.46%0.71 ng/ml pentru lotul control. Pentru TFF2 valorile medii au fost de 66.83+4.76 pg/mi
pentru lotul OLGA risc inalt, respectiv 43.56x1.22 pg/ml pentru lotul control. Pentru TFF3
valorile medii au fost de 83.63+3.22 pg/ml pentru lotul OLGA risc inalt, respectiv de
76.94+3.66 pg/ml.

Cancer gastric Lot control OLGA risc Tnalt Control OLGA 0
(n=22) (subiecti OLGA (11/1V) (n=22) (n=31)
0,LII firi CG)
(n=51)
Varsta (ani, medie £  67.8+7.9 53.7+14.4 67.8+8.6 49.3+14.7
dev standard)
Raport Barbati / 3.4 0.8 14 1.2
Femei
Tip histopatologic
Tip intestinal 13 (59.1%)
Tip difuz 9 (40.9 %)
Stadiul CG
Precoce 6 (27.2%)
Avansat 16 (72.8%)
Statusul infectiei H.
pylori
H. pylori pozitivla 7 (31.8%) 21 (35.5%) 5 (22.7%) 17 (28.8%)
diagnostic
Istoric de infectie 1 (4.5%) 15 (25.4%) 3 (13.6%) 4 (6.7%)

H.pylori in trecut

TFF1 (ng/ml)
TFF2 (pg/ml)

TFF3 (pg/ml)

Cancer gastric
(n=22)

1.41+0.71

45.68+1.69

102.27+3.12

Lot control (subiecti
OLGA 0,L]II fara
CG) (n=51)
1.44+0.76

52.26+6.91

76.93+2.15

OLGA risc Tnalt
(1nv) (n=22)

1.31+0.69

66.83+4.76

83.63+3.22

Control OLGA 0
(n=31)

1.46+0.71

43.56+1.22

76.94+3.66

Tabel 3.1. Caracteristicile de baza si nivelele serice TFF pentru subiectii cu cancer gastric,

OLGA risc Tnalt si loturile de control.
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Analiza univariatd a decelat variabilele asociate semnificativ statistic cu grupul
OLGA risc nalt. Acestea au fost reprezentate de: varsta peste 60 ani (p=0.00065), consumul
frecvent de carne rosie (p=0.01953), consumul cronic de AINS ca factor protector
(p=0.04074) si expresia seroloigcd a TFF2 peste 46.1 pg/mL (p=0.02725). in Tabelul 3.2 sunt

centralizate toate variabilele studiate in analiza univariata.

Tabel 3.2. Variabilele asociate cu grupul OLGA risc-inalt — analiza univariata

OLGA Risc Tnalt OLGA Control p
(n=22) (n=31)
Sex masculin 13 (59.1%) 17 (54.8%) 0.75826
Varsta > 60 ani 18 (81.8%) 10 (32.3%) 0.00065
Urban 16 (72.7%) 28 (90.3%) 0.13964
Studii superioare 11 (50%) 17 (54.8%) 0.72806
Fumat peste 20 8(36.4%) 5 (16.1%) 0.09160
pachete an
Consum zilnic 5 (22.7%) 4 (12.9%) 0.46368
alcool
Sedentarism 9 (40.9%) 16 (51.6%) 0.57805
Consum frecvent 10 (45.4%) 5 (16.1%) 0.01953
carne rosie
Consum frecvent 8 (36.4%) 10 (32.3%) 0.75582
carne procesata
Consum scazut de 4 (18.2%) 4 (12.9%) 0.70478
vegetale proaspete
Consum cronic 1 (4.5%) 7 (22.6%) 0.04074
AINS
Istoric personal 1 (4.6%) 2 (6.6%) 0.76731
cancer (altul decat
stomac)
Istoric familial CG 2 (9.1%) 3(9.7%) 0.94262
H pylori prezenta 5 (22.7%) 7 (22.6%) 0.98997
TFF1>1.34ng/mL 13 (59.1%) 13 (41.9%) 0.21832
TFF2 >46.1 pg/mL 5 (22.7%) 1 (3.2%) 0.02725
TFF3 >80 pg/mL 10 (45.4%) 15 (48.4%) 0.83310
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O valoare p<0.05 a fost considerata semnificativa statistic (two-sided)

Pe baza rezultatelor analizei univariate au fost selectate variabilele ce au fost incluse
n analiza multivariata pentru determinarea factorilor independenti de predictie ai OLGA risc
inalt si pentru elaborarea prin regresie logistica a modelului de predictie OLGA risc nalt. Au
fost inclusi Tn analiza multivariata valorile TFF2 peste 46.1 pg/ml, vérsta peste 60 ani,
consumul frecvent de carne rosie si consumul cronic de AINS. Factorii independenti de
predictie pe baza carora s-a elaborat modelul de predictie al OLGA risc inalt au fost:
consumul cronic de AINS (OR = 0.09, 95%, p = 0.04), vérsta peste 60 ani (OR = 44.26, p =
0.0007) si valoarea TFF2 peste 46.1 pg/ml (OR = 53.78, p = 0.009).
Modelul elaborat prin regresie logistica a fost:
MODEL OLGA RISC TNALT (XB) = 1-2.52 - 2.33(AINS CRONIC) + 3.98(TFF2>46.1)
+ 3.79(VARSTA>60)

Pentru calcularea probabilitatii se foloseste ecuatia urmatoare:

Prob(Y=group) = 1/(1+Exp(-XB))
Pentru o valoare cutoff de 0.25 sensibilitatea si specificitatea pentru predictia OLGA risc Tnalt
au fost de 80.64%, respectiv 95.45% cu o valoare AUROC de 0.87023 (Figura 3.1).

ROC Curve of OLGA_HIGH_RISK

OLGA_HIGH_RISK =1
100% L L

80% -

60% ~

40%

True Positive Rate (Sensitivity)

20%

0%

T T T T
0% 20% 40% 60% 80% 100%
False Positive Rate (1-Specificity)

Figura 3.1. Curba ROC pentru modelul de predictie al OLGA risc inalt; AUROC = 0.87023;
cutoff = 0.25, Sensibilitate 80.64%, Specificitate 95.45%;
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Elaborarea modelului de predictie CG:

Tn Tabelul 3.1 pot fi urmarite caracteristicile de bazi ale lotului CG si control pentru
CG. Varsta medie a lotului CG (n=22 subiecti) a fost de 67.8+7.9 ani, raportul barbati/femei
fiind de 3.4. Au fost descrise 13 cazuri, reprezentand 59.1%, de carcinom de tip intestinal si 9
cazuri, reprezentand 40.9%, de carcinom difuz. Doar 6 cazuri (27.2%) au putut fi incadrate
drept CG precoce. Astfel, peste 70% din cazurile de CG decelate au fost in stadiu avansat in
momentul diagnosticului. Tn 31.8% din cazuri a fost decelata prezenta infectiei H.pylori, iar
in 45% din cazuri s-a putut documenta istoricul de infectie in trecut. Lotul control
reprezentat de subiecti OLGA 0, I si II fara CG a avut o varstd medie de 53.7+14.4 ani.
Raportul barbati / femei n lotul control a fost de 0.8. Valorile medii ale TFF1 au fost de
1.41+0.71 ng/ml in lotul CG, respectiv 1.44+0.76 ng/ml in lotul control. Pentru TFF2 au fost
decelate valori medii serologice de 45.68+1.69 pg/ml in lotul CG si de 52.26+6.91 pg/ml in
lotul control. Valorile medii ale TFF3 au fost de 102.27 £3.12 pg/ml in lotul CG si de
76.93+2.15 pg/ml in lotul control.

Analiza univariata a decelat variabilele asociate semnificativ statistic cu CG. Acestea
au fost: sexul masculin (p=0.01126), varsta peste 60 ani (p=0.00093), mediul rural de viata
(p=0.01513), fumatul peste 20 pachete an (p=0.00097), consuml cronic de carne rosie
(p=0.01670), consumul cronic de carne procesatd (p=0.00964), consumul cronic AINS ca
factor protector (p=0.02968) si valori ale TFF3 peste 80 pg/mL (p=0.04757). In tabelul 3.3
sunt centralizate datele obtinute din analiza univariata a variabilelor analizate in cele doua

grupuri CG si control.

Table 3.3. Variabilele asociate cu grupul CG — analiza univariata

CG (n=22) Control (n=51) Valoare p

Sex masculin 17 (77.3%) 23 (45.1%) 0.01126
Varsta > 60 ani 18 (81.8%) 20 (39.2%) 0.00093
Mediul urban 11 (50%) 40 (78.4%) 0.01513
Studii superioare 8 (36.4%) 24 (47.1%) 0.39809
Istoric fumator 15 (68.2%) 27 (52.9%) 0.22674
Fumator actual 3 (13.6%) 15 (29.4%) 0.23688
Fumat > 20 pachete 11 (50%) 7 (13.7%) 0.00097
an

Consum cronic 7 (31.8%) 6 (11.8%) 0.05144
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alcool

Sedentarism 8 (36.4%) 23 (45.1%) 0.48846
Consum cronic 19 (86.4%) 29 (56.9%) 0.01670
carne rosie

Consum cronic 12 (54.6%) 12 (23.5%) 0.00964
carne procesata

Consum scazut 3 (13.6%) 5 (9.8%) 0.69051
vegetale

Apa de baut din 8 (36.4%) 11 (21.6%) 0.18620
surse neverificate

Consum cronic 0 (0%) 10 (19.6%) 0.02698
AINS

Istoric personal de 1 (4.6%) 2 (3.9%) 1.00000
cancer (altul decat

stomacul)

Istoric familial 2 (9.1%) 7 (13.7%) 0.71432
cancer gastric

Diabetes 4 (18.2%) 4 (6.8%) 0.12604
Infectie H pylori la 7 (31.8%) 13 (25.5%) 0.57804
diagnostic

TFF1>1.34ng/mL 13 (59.1%) 25 (49.1%) 0.42933
TFF2 > 46.1 pg/mL 4 (18.2%) 4 (7.8%) 0.23191
TEF3 >80 pg/mL 14 (63.6%) 21 (39%) 0.04757

Valoarea p<0.05 a fost considerata semnificativa statistic

Analiza univariatd a lotului CG a stat la baza selectarii variabilelor ce au fost incluse
in analiza multivariatd pentru determinarea factorilor independenti de predictic ai CG si
pentru elaborarea prin regresie logistica a modelului de predictie al CG. Au fost inclusi In
analiza multivariata valorile peste 80 pg/mL ale TFF3, sexul masculin, varsta peste 60 ani,
consumul cronic de carne rosie, consumul cronic de carne procesata, consumul cronic alcool,
consumul cronic AINS, fumatul peste 20 pachete an si mediul urban de viatd. Factorii
independenti de predictie pe baza carora s-a elaborat modelul de predictie CG au fost: nivelul

TFF3 peste 80 pg/mL (OR = 6.61, 95% CI [0.49-3.28], p = 0.00295), fumatul peste 20
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pachete an (OR = 12.17, 95% CI [2.89-51.17], p = 0.00015) si consumul cronic de carne
rosie (OR =3.53, 95% CI [1.06-11.73], p = 0.03805).
Modelul elaborat prin regresie logistica pe baza variabilelor independente a fost:
MODEL CG (XB) = 1-2.18 + 1.26*(carne rosie) + 2.49*(fumat:20 pach an) +
1.88*(TFF3>80pg/mL)

Pentru calcularea probabilitatii se foloseste ecuatia de mai jos:
Prob (Y=group) = 1/(1+Exp(-XB))
Pentru o valoare cutoff de 0.55 sensibilitatea si specificitatea pentru predictia CG sunt de
79.6%, respectiv 72.7% cu o valoare AUROC de 0.83012 (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Curba ROC pentru modelul de predictie al CG; AUROC = 0.83012; cutoff =
0.55, Sensibilitate 79.6%, Specificitate 72.7%;
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3.5. DISCUTII:

De-a lungul timpului mai multe teste non-invazive au fost utilizate pentru predictia
stadiilor avansate ale atrofiei gastrice si CG. Totusi, un biomarker ideal cu valoari ale
sensibillitatii si specificitatii suficient de mari pentru a fi utilizat pe scard larga, nu a fost
decelat pana in prezent.

Familia factorilor trifoizi cuprinde trei peptide rezistente la temperatura si la actiunea
proteazelor carora li se atribuie un rol esential Tn protectia mucozala impotriva agresiunilor
externe [75]. TFF1 si TFF2 sunt exprimate in special de mucoasa gastrica, iar TFF3 este
exprimat de celulele goblet ale intestinului subtire si colonului [76-78]. Expresia acestor
peptide a fost decelatd Tn multe cancere. Astfel, expresia ectopicd a TFF1 a fost descrisa in
cancere precum cel de esofag, stomac, plaman, san, pancreas, colon, ovar, prostatad si vezica
urinarda [79]. TFF2 a fost detectat in multe tesuturi tumorale precum cancerele
gastrointestinale, mamare sau pancreatice, iar TFF3 in special in CG [79].

In studiul de fatd au fost studiate expresiile serologice ale TFF la subiectii cu atrofie
gastricd extinsd farda CG (stadii OLGA III/IV), subiecti cu CG si subiecti control. Prin
combinarea factorilor epidemiologici si de stil de viata s-a incercat elaborarea unor modele de
predictie utilizand regresia logistica pentru predictia atrofiei gastrice extinse / severe (OLGA
III/IV) si CG. Desi expresia TFF si valorarea lor de predictie a CG si atrofiei gastrice a fost
studiata n studiile Asiatice [60-62], combinarea acestor biomarkei cu factori epidemiologici
si de stil de viatd in modele de predictie nu a mai fost efectuati, dupa cunostinta noastra. in
prima parte a studiului a fost analizatd expresia TFF si factorii epidemiologici si de stil de
viatd la subiectii cu atrofie gastricd extinsad si severd (OLGA III/IV) si a fost elaborat un
model de predictie pentru stadiille OLGA risc inalt III si IV. Utilizarea curbelor ROC a
decelat valorile optime cut-off pentru TFF. Valorile cutoff pentru TFF1, TFF2 si TFF3 au
fost de 1.34 ng/mL, 46.1 pg/mL si 80 pg/mL. Doar pentru TFF2 s-a notat o expresie
serologicd cu semnificatie statistica pentru grupul OLGA risc inalt. Astfel, valorile medii ale
TFF2 pentru grupul OLGA risc Tnalt a fost de 66.83+1.22 pg/mL fatd de 43.56+1.22 la grupul
control (p = 0.02725). Valori mai mari decat valoarea cut-off de 46.1 pg/mL au fost decelate
la 22.7% din subiectii OLGA risc inalt fatd de doar 3.2% la subiectii control. Acest lucru ar
putea fi explicat prin asocierea metaplaziei intestinale ce exprima polipeptidul spasmolitic
(SPEM), ce este considerata a fi sursa suplimentara a expresiei TFF2 la nivel gastric. SPEM,
ce in mod caracteristic se dezvoltd la nivelul corpului si fornixului gastric, prezinta
caracteristici similare cu metaplazia pseudopiloricd si este puternic asociatd cu infectia

cronica cu H.pylori si adenocarcinomul gastric. Din acest motiv este suspectata a avea un rol
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n progresia catre CG, lucruile nefiind foarte clare n prezent [80]. Pentru valorile TFF1 nu s-
a notat o diferentd semnificativa Tn expresia serologica in cele doua grupuri. Astfel, pentru
grupul OLGA risc Tnalt s-a decelat o valoare medie a TFF1 de 1.31+£0.69 ng/mL fatd de
1.46+0.71 ng/mL pentru grupul control (p = 0.21832). Nivele usor crescute ale TFFI1 la
subiectii cu atrofie gastrica fatd de subiectii control au fost descrise de Huang si colab [74]
fara a avea insa semnificatie statistica. Pentru TFF3 au fost decelate valori medii mai mari Tn
grupul OLGA risc Tnalt comparativ cu grupul control (83.63+3.22 pg/mL versus 76.94+3.66
pg/mL) fard a avea insa semnificatie statistica. Astfel, valori mai mari decat valoarea cut-off
de 80 pg/mL, au fost decelate Tn 45.4% din cazuri pentru grupul OLGA risc inalt fata de
48.4% din cazuri pentru grupul control (p=0.83310).

Pentru elaborarea unui model de predictie al OLGA risc inalt au fost studiati alaturi de
expresia TFF, factori epidemiologici si de stil de viata in cele doud grupuri. Tn analiza
univariata variabilele asociate cu grupul OLGA risc inalt au fost reprezentate de varsta peste
60 ani (81.8% vs 32.3%, p=0.00065), consumul frecvent de carne rosie (45.4% vs 16.1%,
p=0.01953), consumul cronic de AINS (4.5% vs 22.6%, p=0.04074) si valoarea TFF2 mai
mare de 46.1 pg/mL (22.7% vs 3.2%, p=0.02725). Este evident faptul ca nu toti subiectii cu
atrofie gastrica progreseaza catre displazie severa si CG. Mecanismele de progresie cétre
forme severe ale atrofiei gastrice si eventual catre displazie si CG nu sunt pe deplin elucidate.
Este evident ca acest proces 1n cascada este un proces de lungad duratd, ceea ce ar putea
explica asocierea varstei inaintate cu stadiile avansate de atrofie gastrica. In plus, procesul de
transformare displazica si carcinogeneza gastrica are la baza un mecanism complex n care
sunt implicati multiplii factori legati de tulpina infectanta H.pylori, factori genetici, factori
epidemiologici si factori legati de stilul de viatd. Consumul constant de carne rosie supune
mucoasa gastrica la agresiunea constantd a radicalilor N-nitroso rezultati prin reactia oxidului
nitric cu hemoglobina si mioglobina din aceste produse [81]. Rolul protectiv al AINS pentru
progresia catre atrofie gastrica avansatd nu este clar. AINS se presupune ca inhiba
carcinogeneza prin rol anti-angiogenetic si pro-apoptotic [82]. Cu toate acestea, intr-un studiu
ce a analizat administrarea cronica de etodolac s-a notat efectul protectiv al acestuia pentru
CG, insa nu s-a decelat un efect asupra gastritei atrofice [83]. Tot din analiza univariata s-a
notat asocierea in procente mai mari cu grupul risc inalt OLGA al mediului rural de viata
(27.3% vs 9.7%), sexului masculin (59.1% vs 54.8%), fumatului peste 20 pachete an (36.4%
vs 16.1%), consumului frecvent de carne procesatd (36.4% vs 32.3%) si a consumului scazut

de vegetale proaspete (18.2% vs 12,9%), insa fara semnificatie statistica.
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Factorii de predictie independenti rezultati din analiza multivariata au fost reprezentati
de: vérsta peste 60 ani (OR 39.52, 95%CI[3.78-412.17], p=0.00211), valoarea TFF2 peste
46.1 pg/ml (OR 85.22, 95%CI[3.22-252.02], p=0.00779) si consumul cronic AINS
(OR=0.079, 95%CI[0.0059-1.0683], p=0.04613). Practic, valoarea TFF2 si consumul de
carne rosie sunt considerati factori de risc independenti pentru OLGA risc inalt, iar consumul
cronic AINS, este considerat factor de protectie impotriva OLGA risc inalt. Utilizdnd acesti
factori de predictie independenti a fost elaborat un model de predictie cu AUROC = 0.87023
(cut-off 0.25, Sensiblitate 80.64%, Specificitate 95.45%). Acest model poate selecta subiectii
considerati cu posibil risc de atrofie extinsd pentru evaluare suplimentard prin examen
endoscopic si carografiere histopatologica a mucoasei gastrice. Este posibil ca n viitor prin
cresterea numarului de subiecti analizati sd se defineasca si alti factori de predictie
independenti ce ar putea creste acuratetea modelului de predictie. De asemenea este necesar
un lot de validare pentru acest model, acest lucru fiind subiectul unui studiu viitor.

A doua parte a studiului a cuprins evaluarea expresiei serologice a TFF la subiectii cu
CG si grupul control si elaborarea unui model de predictic al CG luand in calcul factori
epidemiologici, de stil de viata si expresia TFF. Valorile medii ale TFF1 in grupul CG au fost
de 1.41+£0.71 ng/mL fata de 1.44+0.76 ng/mL in grupul control, diferentele nevand
semnificatie (p=0.42590). De asemenea pentru TFF2 valorile medii nu au prezentat
semnificatie statistica, desi s-a remarcat un nivel mediu mai mare in grupul control fata de
CG (grup control — 52.26+6.91 pg/mL vs grup CG — 45.68+1.69 pg/mL, p=0.46039). Pentru
TFF3 s-a notat o diferenta cu semnificatie statistica a valorilor medii Tn grupul CG fata de
grupul control. Astfel, valorile medii ale TFF3 in grupul CG au fost de 102.27 pg/mL fatad de
76.93£2.15 pg/mL in grupul control (p=0.04757, 63.6% subiecti CG cu valori peste cut-off
80 pg/mL, 39% subiecti cu valori peste cut-off 80 pg/mL). Datele legate de expresia TFF3
sunt concordante cu datele din literatura, spre deosebire de cele legate de TFF1 si TFF2 unde
datele sunt diferite in functie de studiu. Astfel, Tn primul studiu publicat ce a anlizat expresia
TFF la subiectii cu CG (192 subiecti cu CG si 1254 subiecti control), Kaise si colab [73] au
decelati valori medii serologice mai mari pentru TFF1,2 si 3 la subiectii cu CG fatd de grupul
control. Pentru TFF1 au fost decelate valori medii de 2.8+1.9 ng/mL la subiectii cu CG fata
de 1.1£1.3 ng/mL la subiectii control (p<0.0001). Pentru TFF2 au fost decelate valori medii
de 5.3+£3.1 ng/mL la subiectii cu CG fata de 3.2+1.9 ng/mL la subiectii control (p<0.0001).
Nivelel medii ale TFF3 decelate au fost de 9.6+6.7 ng/mL la subiectii cu CG fata de 5.5+3.1
ng/mL la subicetii control (p<0.0001). S-a notat de asemena o sensibilitate superioara a TFF3

singur sau Tn combinatie cu nivelele PG pentru predictia CG fatd de PG singur. Sensiblitatea
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TFF3 a fost mai mare atat pentru CG de tip difuz cat si pentru CG de tip intestinal, valorile
fiind mai mari pentru CG de tip intestinal decat pentru cel de tip difuz. Problema majora a
fost legata de specifictate care indiferent de modalitatea de utilizare (TFF3 singur sau in
combinatie cu PG) nu a depasit 80%. Atunci cand a fost luata n calcul o valoare cut-off de 7
ng/mL sensibilitatea TFF3 in detectia CG a fost de 91.7%, insa cu o specificitate de 66%.
Trebuie mentionat faptul ca infectia H.pylori nu a inflentat semnificativ nivelele serologice
ale TFF. Tn studiul nostru nu s-au putut trage concluzii pertinente legate de infectia H.pylori
deoarece nu am avut acces la date serologice privind nivelele de anticopri ale H.pylori. Intr-
un alt studiu japonez [72], un cut-off de 1.0 ng/mL al TFF1 a avut o sensibilitate de 87.7% si
0 specificitate de 95.6% in predictia infectiei H.pylori (AUROC 0.95, OR 141.3). Pentru
TFF2 si TFF3 nu s-a notat o influentare a nivelelor serice legata de infectia H.pylori. n plus,
s-a notat o valoare predictivd mai bund a tuturor TFF pentru CG fatd de PG sau raportul
PGUII. Nivelele TFF1 si TFF2 au fost mai mici la subiectii cu CG diferentiat fatd de nivelele
serologice la subiectii cu CG nediferentiat. Pentru TFF3 nu s-au notat diferente intre tipurile
histopatologice de CG. Tn acest studiu s-au masurat nivelele TFF3 si la un lot de subiecsi cu
cancer pancreatic si s-a notat prezenta unui nivel serologic semnificativ mai mare fatd de
subietii control (17.1£13ng/mL vs 2.72+£0.80 ng/mL). Intr-un alt studiu, de aceasta datda din
China [74], ce a inclus 72 subiecti cu CG, 61 subiecti cu gastria cronica atrofica, 27 subiecti
cu gastritd cronicd non-atrofica si 37 subiecti control, AUROC pentru predictia CG pentru
TFF1, TFF2, TFF3 si PGI/II au fost de 0.67 (95%CI[0.56-0.77]), 0.74 (95% CI1[0.65-0.83]),
0.81 (95% CI[0.72-0.89]), respectiv 0.78 (95% CI1[0.69-0.87]).

In analiza univariati a variabilelor epidemiologice si legate de stil de viata s-a notat in
lotul studiat asocierea semnificativ statisticd cu CG a varstei peste 60 ani (p=0.00093),
sexului masculin (p=0.01126), mediului rural de viata (p=0.01513), istoricului de fumat peste
20 pachete an (p=0.00097), consumul cronic de carne rosie (p=0.01670), consumul cronic de
carne procesatd (p=0.00964), consumul cronic AINS ca factor protectiv (p=0.02698) si
valoarea serologica a TFF3 peste 80 pg/mL (p=0.04757). Toti acesti factori epidemiologici si
de risc de viata a fost descrisi Tn literatura a fi asociati cu riscul de CG. Aceste variabile au
fost introduse in analiza multivariata pentru decelarea factorilor independenti de predictie
pentru CG in vederea elaborarii modelului de predictie prin regresie logictica. Factorii
independenti de risc pentru CG pe baza cdrora s-a elaborat modelul de predictie pentru CG au
fost: nivelul TFF3 peste 80 pg/mL (OR = 6.61, 95% CI [0.49-3.28], p = 0.00295), fumatul
peste 20 pachete an (OR = 12.17, 95% CI [2.89-51.17], p = 0.00015) si consumul cronic de
carne rosie (OR = 3.53, 95% CI [1.06-11.73], p = 0.03805). Modelul elaborat prin regresie
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logistica pentru predictia CG a avut o valoare AUROC de 0.83012. Valoarea cut-off a
ecuatiei de 0.45 ofera o sensibilitate de 79% cu o specifictate de 72.7% in predictia CG.
Probabil prin inrolarea mai multor subiecti, ar putea fi luate in considerare si alte variabile
legate de stilul de viata ce ar putea deveni factori independenti de predictie, avand in vedere
asocierea puternicd cu CG din analiza univariata (Ex. Varsta peste 60 ani, sexul masculin,
consumul cronic carne procesata).

Studiul de fatd reprezintd primul studiu realizat la nivel national ce analizeaza
expresia serologicd a TFF la subiectii cu atrofie gastricd si CG. Mai mult, dupa cunostintele
noastre, pana in prezent, este primul studiu care asociaza pentru predictia atrofiei gastrice cu
risc inalt si CG expresia serologicda a TFF cu factori epidemiologici si de stil de viata.
Bineinteles, aceste modele de predictie sunt departe de a fi perfecte, insa pot fi imbunatatite
in viitor. Mai mult, consideram, ca un biomarker ideal pentru predictia CG nu exista,
carcinogeneza fiind un proces complex ce include mutle variabile, unle cunoscute, altele inca
incomplet intelese, si din acest motiv combinarea unor markeri serologici cu factori
epidemiologici si legati de stilul de viatd reprezintd o abordare logica. Desigur, aplicarea
modelului de predictie elaborat poate selecta o populatie la risc ce necesitd evaluare
endoscopica, Tnsa foarte probabil, decelarea altor factori de risc ce nu sunt inclusi Th modelul
actual, poate extinde numarul de subiecti ce necesitd urmarire (ex. varsta, sexul masculin).
Un alt punct slab al acestui studiu este legat de lipsa unui lot de validare, acest lucru fiind
subiectul unui studiu viitor. Tn plus, In cadrul acestui studiu nu am avut date complete legate
de infectia cu H.pylori, respectiv titrul serologic al anticorpilor anti H.pylori si nu a putut fi
analizatd cu acuratete decat asocierea acestei infectii Tn momentul diagnosticului. Mai mult,
nu au fost disponibile date legate de nivelele serologice ale PGI/II ce probabil ar fi adus un
plus modelului elaborat. Legat de biomarkerii reprezentati de TFF, poate cea mai importanta
problema este legata de lipsa unor valori cut-off standardizate, avand in vedere studiile putine
ce au fost efectuate pana in prezent, acestea fiind efectuate doar in regiunea Asiatica, existand
n acest mod posibilitatea unor particularitati fenotipice. Mai mult, in studiile efectuate pana
in prezent metoda de detectie serologici a acestora nu este standardizata. Tn anumite studii au
fost folosite kituri ELISA elaborate local Tn scop de cercetare, in timp ce in alt studiu a fost
folosit un kit standardizat comercial (ex. USCN Life Science®, Wuhan, China). Tn cadrul
studiului nostru am utilizat kituri ELISA comerciale MyBiosource®, SanDiego, USA.
Fiecare dintre metodele descrise in literaturd nu prezintd aceeasi anticorpi utilizati sau
substante de calibrare. Mai mult decat att, decelarea unor valori crescute ale TFF ar putea

ascunde alte patologii asociate. Astfel, in cazul decelarii unei valori crescute a TFF3, de
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exemplu, fard a se decela un CG, se pune problema abordarii cazului respectiv, fiind cunoscut

faptul ca au fost descrise asocieri cu alte cancere precum cel pancreatic, colonic sau genital.

Mai mult, valori crescute ale TFF au fost descrise si in afectiuni non-maligne, precum bolile

inflamatorii intestinale sau infectia H.pylori [84]. Din acest motiv foarte probabil asocierea

datelor epidemiologice si de stil de viatd la markerii serologici pentru predictia CG pare o

solutie justificata.

4. CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE:
4.1.CONCLUZILI:

Orientarea fragmentelor biopsice este importantd pentru imbunatitirea indexului de
concordanta inter-observator in evaluarea extensiei si severitatii atrofiei gastrice.
Utilizarea filtrelor de nitroceluloza pentru orientarea fragmentelor biopsice este o metoda
simpld, ce necesitd un timp de invatare foarte scurt pentru personalul din laboratorul de
endoscopie.

Utilizarea filtrelor de nitroceluloza pentru orientarea fragmentelor biopsice scurteaza
timpul de procesare al fragmentelor in cadrul laboratorului de histotehnica prin scurtarea
timpului de includere la parafina, taiere si colorare.

Prin orientarea fragmentelor biopsice utilizand filtre de nitroceluloza creste calitatea
sectiunilor histologice obtinute.

Atunci cand este luata in calcul doar metaplazia intestinald pentru evaluarea riscului de
progresie catre displazie sau CG se remarca o retrogradare a stadiilor de risc inalt OLGA
la stadii cu risc scazut OLGIM. Din acest motiv, evaluarea modificarilor mucozale
gastrice ar trebui sa includa evaluarea in ansamblu a atrofiei mucozale.

Expresia serologicd a TFF2 se asociaza cu stadiile de risc inalt OLGA, iar expresia
serologicd a TFF3 se asociazd cu CG, insd utilizarea lor ca markeri de predictie
independenti este nesatisfacatoare.

Varsta peste 60 ani si valoarea TFF2 peste 46.1 pg/mL au reprezentat factori independenti
de predictie ai stadiilor OLGA cu risc inalt, in timp ce consumul cronic AINS a
reprezentat factor independent protectiv pentru dezvoltarea stadiilor OLGA risc Tnalt.
Modelul de predictie al OLGA risc 1nalt utilizand variabilele independente rezultate din
analiza multivariatd ar putea fi folosit ca metodd minim invaziva de selectie a populatiei
cu risc crescut de stadii avansate ale atrofiei gastrice pentru supraveghere endoscopica

ulterioara (AUROC=0.87).
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e Sexul masculin, varsta peste 60 ani, mediul rural de viatd, fumatul peste 20 pachete an,
consumul cronic carne rosie, consumul cronic carne procesata si expresia serologica a
TFF3 peste 80 pg/mL reprezinta factori de risc asociati cu CG. Consumul cronic de AINS
prezintd asociere semnificativa cu lotul control.

e Factorii independenti de predictie rezultati din analiza multivariatd ce au stat la baza
elaborarii modelului de predictie pentru CG sunt reprezentati de expresia serologica a
TFF3 peste 80 pg/mL, fumatul peste 20 pachete an si consumul cronic de carne rosie.

e Modelul de predictie pentru CG elaborat prin regresie logisticd utilizdnd variabilele
independente rezultate din analiza multivariatd ar putea fi utilizat pentru selectia
subiectilor cu risc crescut de CG n vederea evaluarii endoscopice (AUROC=0.83).

e Modelele elaborate sunt perfectibile, iar dacd vor fi confirmate prin loturi de control n
viitor, ar putea sta la baza unei noi abordari de screening in masa in zonele cu risc crescut

de CG pentru decelarea subiectilor cu risc crescut in vederea supravegherii endoscopice.

4.2.CONTRIBUTII PERSONALE:

In cadrul primului studiu s-a dovedit faptul ci orientarea fragmentelor biopsice
gastrice imbunatiteste dramatic concordanta inter-observator pentru aprecierea stadiilor
OLGA. In literaturd principala problemid a evaluarii atrofiei gastrice este datd de o
concordantd inter-observator nesatisfacatoare. Acest studiu compard concordanta inter-
observator a evaluarii stadiilor OLGA utilizand serii de fragmente neorientate si orientate
prin folosirea filtrelor de nitroceluloza. Seriile de fragmente biopsice orientate si neorientate
sunt prelevate in aceeasi sesiune endoscopica de la aceeasi pacienti, ceea ce conferd un
design unic al studiului. De altfel, dupa cunostintele noastre, acest tip de studiu este primul de
acest fel din tara primul din literatura ce compara serii neorientate cu Serii orientate de biopsii
gastrice pentru stadializarea OLGA. Tn acest mod se scoate in evidentd importanta orientarii
fragmentelor biopsice gastrice pentru o apreciere corectd a atrofiei gastrice. In acest mod se
clarificd una din problemele esentiale ce sta foarte probabil la baza unei concordante inter-
observator slabe raportate in literaturd pentru evaluarea atrofiei gastrice. Mai mult, s-a
demonstrat ca prin orientarea fragmentelor biopsice utilizand filtre de nitroceluloza calitatea
sectiunilor histopatologice obtinute se imbundtateste. Rezultatele acestui studiu, Tn
eventualitatea confirmarii viitoare ale rezultatelor in cadrul altor studii, sugereaza faptul ca

orientarea fragmentelor biopsice gastrice ar trebui efectuatd de rutina.
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Tn cel de-al doilea studiu au fost analizate expresiile serologice ale TFF la subiectii cu
stadii OLGA risc inalt si CG. In plus, au fost analizati factori epidemiologici si de stil de
viata pe baza cdrora au fost elaborate modele de predictie pentru stadiile OLGA risc inalt si
CG. Analiza expresiei serologice a TFF la subiectii cu CG si gastritd atroficd a fost efectuata
in studii Asiatice. Tn tara noastra, acesta este primul studiu ce analizeaza expresia TFF la
categoriile de subiecti mentionate. In plus, dupa cunostinta noastri, combinarea variabilelor
epidemiologice si de stil de viatd cu expresia serologica a TFF in vederea elaborarii unor
modele de predictie pentru stadiile OLGA risc inalt si CG nu a mai fost realizatd. Desigur,
modelele rezultate sunt departe de a fi perfecte, necesitdnd Tnrolarea mai multor subiecti si
validarea cu noi loturi de subiecti in studii viitoare. In plus, metodele de detectie ale TFF
prezinta o serie de probleme legate de tipurile diferite de kituri ELISA utilizate Tn diverse
studii, de posibile particularitati fenotipice ale subiectilor din anumite zone geografice si nu
in ultimul rand de interferenta cu alte patologii ce pot sta la baza expresiei crescute ale
acestor biomarkeri. Carcinogeneza gastrica are la baza un mecanism complex si din acest
motiv acest gen de modele de predictie utilizdnd markeri serologici si variabile
epidemiologice si de stil de viata pot fi un inceput pentru teste minim invazive de screening

Tn masa in zonele cu risc crescut pentru CG.
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