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I. Problema fundamentala

Carcinomul gastric (CQG) este o boala agresiva; multi dintre pacienti sunt diagnosticati in
stadii avansate, iar unii dintre acestia sunt inoperabili [1,2]. Acesta este Tmpartit in mai multe
subtipuri, iar incidenta lor relativa este influentata de factori genetici si de mediu, astfel incat
prevalenta fiecarui subtip poate varia semnificativ in diferite populatii [3]. Tratamentul
conventional are un succes limitat [4-8]. Progresele recente in tratamentul personalizat
imbundtitesc rezultatele, dar, pentru ca acesta si fie eficient, trebuie sd fie recunoscute
subtipurile tumorale distincte. Numeroase clasificari au evidentiat diferite subtipuri morfologice
si moleculare, dar 1n prezent nu se utilizeaza o clasificare unanima.

Clasificarea CG 1n categorii de diagnostic care au la baza o terapie tintitd ar putea duce in
final la un tratament mai eficient [9]. Clasificarile moleculare bazate pe next generation
sequencing (NGS), cum ar fi cea propusa de catre The Cancer Genome Atlas Program (TCGA)
[10] si Asian Cancer Research Group (ACRG) [11,12], au identificat o serie de subtipuri
importante ale CG caracterizate prin semnaturi moleculare diferite, inclusiv un fenotip
hipermutant asociat cu deficientd pentru repararea Imperecherii gresite —,mismatch repair”
(dAMMR), un fenotip ultramutant cu instabilitate cromozomiala (CIN) si un fenotip stabil din
punct de vedere genomic (GS). In plus, este evident ci existi, totodatd, o mica proportie de
cazuri care au integrat genomul virusului Ebstein-Barr (EBV).

Este recunoscut faptul ca, desi existd o oarecare suprapunere cu TCGA, o diferenta majora
consta in faptul cd ACRG nu are o categorie care sa se bazeze exclusiv pe statusul EBV, in timp
ce TCGA nu are o categorie care sa se bazeze exclusiv pe statusul proteinei p53. Cu toate
acestea, clasificdrile multiomice sunt dificil de pus in aplicare in rutina de diagnostic
histopatologic. Din aceste considerente, mai multe grupuri de cercetdtori au incercat sa identifice
subtipuri de CG folosind un numér mic de teste direct pe lamele histopatologice de sticla.

Grupul din Boston (Setia et al.) a fost primul care a propus o clasificare ierarhica folosind
un numar mic de teste efectuate pe preparate histopatologice, care ar stratifica pacientii in
categorii bazate pe semnaturi moleculare si asupra carora se poate actiona clinic [13]. Mai
recent, alte echipe de cercetare au folosit acelasi portofoliu de teste efectuate pe lame cat si
aceeasi subclasificare. De exemplu, grupul coordonat de Ramos a demonstrat ca o astfel de

abordare este viabila intr-un studiu prospectiv [14]. Important de mentionat este faptul ca au



evidentiat dificultatea potentiala de clasificare a tumorilor atunci cand expresia celor patru
markeri este heterogend. Acestia au ridicat problema esantionarii selective, recunoscand
importanta interpretarii corecte a profilelor mixte. Grupul condus de Ahn a testat o cohorta
retrospectiva de pacienti cu CG folosind tesut cu micromatrice de ADN (TMA) si a ardtat o
corelatie similara cu prognosticul. Zhao si colegii sai au folosit tesuturi arhivate in parafind, in
TMA-uri colorate prin imunohistochimie (IHC) pentru proteinele mismatch repair - MMR
(PMS2, MLH1, MSH2 si MSH6), E-cadherin si p21 pentru a clasifica CG in patru subtipuri,
care se coreleaza cu prognostic diferit [16].

Toate aceste lucrari stiintifice demonstreaza avantajele unei abordari ierarhice si aratd un
grad semnificativ de concordanta in ceea ce priveste subtipurile de CG si biomarkerii utilizati.
Cu toate acestea, nu exista o clasificare unica adoptata pe scara larga. Trebuie tinut cont de faptul
ca s-a acordat putind atentie diferentierii dintre subtipurile difuz si intestinal identificate de
Laurén, clasificare care ramane o piatra de temelie in luarea deciziilor de tratament [17].

In prezent, existd o serie de clasificari ale CG bazate pe diferite teste. Unele dintre
grupurile de diagnostic se suprapun in mod considerabil, dar acest lucru nu este intotdeauna clar,
deoarece se utilizeaza o terminologie diferita si, uneori si markeri diferiti.

Studiul pe care 1-am efectuat n cadrul cercetarii doctorale are o prima parte generala ce
contine clasificdrile actuale bazate pe morfologie propuse de Laurén, precum si clasificarea
Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), urmata de prezentarea celor mai cunoscute clasificari
intrinseci/moleculare elaborate de TCGA, ACRG si grupul Singapore-Duke cat si a celor de
substitutie propuse de Setia et al., Ramos et al., Ahn et al. si Zhao et al.

Cea de-a doua parte a tezei este dedicatd sectiunii speciale in care am definit ipoteza de
lucru, obiectivele cercetdrii, materialele si metodele utilizate, urmatd de rezultatele pe care le-
am obtinut s1 de discutii. Ultima parte a studiului doctoral contine concluziile finale si
contributiile personale care evidentiaza importanta implementarii unei clasificari moleculare
intrinseci bazatd pe aspectul obtinut pe lamele de sticld cu preparate histopatologice ale CG si

necesitatea existentei unei astfel de clasificari.



I1. Ipoteza de lucru si obiectivele generale ale cercetarii

Lipsa de armonizare Intre toate clasificarile existente, complexitatea si indisponibilitatea
unora dintre testele necesare, precum si solicitarile de timp si resurse, contribuie la o slaba
implementare 1n rutina de diagnostic [17]. Din acest motiv, am propus modificari [ 18], inclusiv
in ceea ce priveste armonizarea nomenclaturii si a biomarkerilor utilizati, introducerea unei
categorii nedeterminate de CG, adaugarea biomarkerilor oncologici predictivi necesari in
prezent pentru selectarea terapiei si posibilitatea ulterioara de a include noi biomarkeri care, in
mod inevitabil, vor deveni obligatorii [19]. Addugarea unei categorii nedeterminate de CG a
facut parte din implementarea cu succes a noii clasificari moleculare pentru carcinomul
endometrial [20-22] si consideram cd este un element important pentru implementarea clinica
eficientd a CG.

Pentru a identifica avantajele si dezavantajele clasificarii propuse in cadrul cercetarii
doctorale, au fost concepute si conduse, in succesiune, 3 studii:

- in primul studiu, pentru a confirma ca implementarea acestei clasificari este fezabila
in practica curenta a laboratorului de Anatomie Patologica, am folosit un lot de pacienti
care au beneficiat de rezectii pentru CG si am realizat un studiu retrospectiv prin
construirea unor blocuri de parafind cu tesut cu micromatrice de ADN (TMA- , tissue
microarray’’); ulterior am evaluat biomarkertii utilizati si fiecare caz a fost incadrat intr-
un subtip molecular specific [23];

- 1n al doilea studiu, am validat Incadrarea in subtipuri moleculare specifice printr-un
studiu retrospectiv, realizat pe un lot mic de biopsii de CG prelevate endoscopic;

- 1n al treilea studiu, am validat incadrarea in subtipuri moleculare specifice printr-un
studiu prospectiv, realizat pe un lot mic de biopsii de CG prelevate endoscopic.

Este important de mentionat faptul cd, pentru o proportie semnificativa de pacienti
diagnosticati cu CG, singurul tesut disponibil este reprezentat de biopsiile prelevate endoscopic,
deoarece respectivii nu vor fi eligibili pentru rezectia chirurgicald completd (stadiu avansat al
bolii sau status de performanta precar / comorbiditdti multiple).

Biopsiile prelevate endoscopic prezintd multiple provocédri — de exemplu identificarea
componentei invazive fata de displazia de grad inalt (,,high grade” - HG), cantitétile limitate de

tesut si posibilitatea de a evalua heterogenitatea. In plus, biopsia endoscopici este adesea o proba



superficiala de mucoasa, cu un micromediu tumoral diferit de cel al cancerului invaziv, sau din
portiuni mai profunde ale peretelui gastric sau esofagian.

In incercarea de a ,,reproduce” cantitatea mica de tesut biopsiat, primul nostru studiu a fost
realizat prin folosirea tehnicii TMA. Suntem constienti de faptul ca nucleele TMA au fost alese
din zonele cele mai reprezentative ale tumorii, iar acestea nu contin zone cu mucoasa normala.
Prin urmare, in cel de al doilea si, respectiv, al treilea studiu am testat aplicabilitatea clasificarii
folosind biopsii prelevate endoscopic, cu toate limitarile intrinseci ale acestor probe. Initial, am
testat retrospectiv un set de biopsii endoscopice din arhiva serviciului de Anatomie Patologica.
Ulterior, am evaluat provocarile pe care le ridica punerea in aplicare a acestei clasificari in mod

prospectiv, folosind biopsii endoscopice consecutive, din diagnosticul de rutina.



III. Metodologia generala a cercetarii

Baza de date a cercetarii a fost alcdtuitd din pacientii care s-au prezentat la Spitalul
Universitar de Urgenta din Bucuresti (SUUB) pentru o formatiune tumorald maligna gastrica.

e Pentru primul studiu au fost inclusi pacientii adulti (>18 ani) ce au fost supusi operatiei de
gastrectomie totald sau subtotald, avand diagnosticul de adenocarcinom (ADK), in perioada
2013-2020, alcatuind astfel studiul retrospectiv.

e Pentru al doilea studiu am inclus pacienti ce au fost supusi endoscopiei digestive superioare
(EDS), in urma careia s-au prelevat biopsii si a fost stabilit diagnosticul histopatologic de
ADK. Acestia au fost inclusi Intr-un studiu retrospectiv, biopsiile fiind prelevate in anul
2013.

e Al treilea studiu a inclus un lot mic de pacienti consecutivi, care au efectuat EDS in anul
2023; au fost prelevate biopsii ce au fost diagnosticate ulterior ca si ADK; astfel, s-a efectuat
un studiu prospectiv.

Pentru fiecare studiu am realizat o baza de date i1n Microsoft Excel (varianta Microsoft 365
Office Home) urmarind urmatoarele variabile: date demografice (varsta, gen), localizarea
tumorii si subtipul histopatologic al acesteia (conform clasificarii OMS, editia 5-a, 2019 si
subtipului Laurén). Pentru studiul retrospectiv efectuat pe rezectiile chirurgicale am inclus si
alte aspecte precum: dimensiunea tumorii, limitele de rezectie, grading-ul tumoral, prezenta
invaziei limfovasculare cat si a celei perineurale si stadializarea tumorala, utilizdnd cea mai
recentd editie (a 8-a) a Asociatiei Americane a Cancerului (AJCC).

Din arhiva Serviciului Clinic de Anatomie Patologica al SUUB au fost selectate
preparatele histopatologice si blocurile de parafind corespunzatoare pacientilor inclusi in cele
doua studii retrospective. Toate lamele histopatologice colorate cu hematoxilina-eozind (H&E)
ale pacientilor selectati au fost analizate si reevaluate. Acestea au fost digitalizate utilizand
scanerul 3D-Histech PANNORAMIC 1000 (P1000) cu o putere de magnificare primara de x36.
Ulterior, acestea au fost vizualizate utilizand CaseViewer v2.6 pe monitoare cu rezolutie 4K.

Pentru realizarea primului studiu am ales o lama reprezentativa din fiecare caz, aceasta a
fost digitalizata, s-au creat doud adnotatii aferente, iar apoi s-au construit TMA-urile cu ajutorul
TMA-Grandmaster. Blocurile de parafind astfel obtinute au fost ulterior sectionate cu ajutorul

microtomului si am realizat coloratiit H&E, IHC si In Situ Hybridization (ISH).



Markerii utilizati in toate cele trei studii au fost: EBER, proteinele MMR (MLH-1 si MSH-
2), E-cadherin, B-catenin, p53, Her2, DDISH, PD-L1 (22C3) si Claudinl8.2. Pentru cele doua
studii realizate pe biopsii prelevate endoscopic am adaugat si celelalte doud proteine MMR
(PMS-2 si MSH-6). Pentru Her2, IHC, am folosit sistemul de detectie UltraView DAB.

Digitalizarea, efectuarea TMA-urilor, a tuturor testelor IHC si ISH cét si vizualizarea
acestora au fost realizate in cadrul Poundbury Cancer Institute (PCI), Dorchester, UK, cu acordul
si prin amabilitatea Dr. Corrado D’ Arrigo, director al PCI si a echipei aferente.

Toate datele obtinute au fost introduse in baza de date Microsoft Excel realizata initial,
completand informatia aferenta fiecarui pacient. Prelucrarea statisticd a datelor a fost realizata
cu ajutorul softului oferit de Microsoft Excel, dar si a programului R, versiunea 4.4.0 (Copyright
(C) 2024 The R Foundation for Statistical Computing, R Core Team (2024). R Foundation for
Statistical Computing, Viena, Austria), folosind urmatoarele pachete suplimentare: cluster si
gtsummary. Alte teste statistice pe care le-am utilizat sunt: testul Fisher’s exact, testul ANOVA
(one-way analysis of variance)/ regresia liniard, AIC (Akaike information criterion), BIC
(Bayesian information criterion), log-likelihood, chi-square godness of fit cat si analiza LCA

(latent class analysis) bayesiana.



IV. Partea speciala — sinteza capitolelor

Capitolul 5 este dedicat primului studiu retrospectiv realizat pe specimene de rezectie de
CG. Am definit mai inti (subcapitolul 5.1) clasificarea moleculard pe care am propus-o, ce
contine sase subtipuri de CG: CG-EBV (CG asociat cu virusul Ebstein-Barr), CG-dMMR (CG
asociat cu MMR deficient), CG-EMT (CG asociat cu tranzitia epitelial-mezenchimald), CG-
CIN (CG cu instabilitate cromozomiald), CG-GS (CG stabil din punct de vedere genomic) si
CG-NOS (CG- nedeterminat). Clasificarea a fost fundamentata prin folosirea EBV-ISH, statusul
MMR prin IHC, E-cadherin si B-catenin IHC si p53 IHC, toate acestea fiind teste care pot fi
furnizate Tn majoritatea laboratoarelor de Histopatologie. Clasificarea prezintd o abordare
ierarhica pentru a stabili fiecare subtip molecular. Dupa identificarea CG EBV pozitive, AIMMR
sit EMT, utilizarea anticorpului p53 separa tumorile CIN de cele tumorile GS (figura 1).
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Figura 1. Clasificarea moleculara propusa

Pentru a confirma avantajele si dezavantajele clasificarii propuse trebuie validat daca
implementarea acesteia este fezabila in practica curenta a laboratorului de Anatomie Patologica,

trebuie descrisa interpretarea fiecarui biomarker utilizat cat si algoritmul ierarhic (acest lucru a



fost realizat n subcapitolele 5.1 si 5.2). Astfel, am folosit un lot de pacienti care au beneficiat
de rezectii pentru CG intr-un studiu retrospectiv si am construit blocuri de parafina cu tesut cu
micromatrice de ADN (TMA). Ulterior, am evaluat biomarkerii si fiecare caz a fost incadrat
intr-un subtip molecular. Am demonstrat, de asemenea, ca pentru un TAT (timp de raspuns) mai
bun si mai putind munca pentru personalul din laborator, o abordare care consta in efectuarea in
avans a tuturor testelor necesare este mai buna decat abordarea traditionala "pas cu pas". Un
prim nivel de biomarkeri efectuati pe preparatele histopatologice trebuie sa furnizeze date legate

de prognostic si sd ghideze recomandarea pentru un al doilea nivel de biomarkeri predictivi

pentru terapie (Figura 2).
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Figura 2. A. Fluxul de lucru actual, obligatoriu, al laboratorului; TAT lent.

Abordarea actuala, ,,pas cu pas” utilizatd frecvent, va duce la un TAT lent din cauza necesitatii de a
interpreta fiecare test inainte de a-1 comanda pe urmatorul. B. Flux de lucru al laboratorului, modificat,
TAT rapid. Dupa diagnosticul histologic de CG, toate testele de prim nivel sunt solicitate in acelasi
timp; tumorile sunt clasificate utilizdnd abordarea ierarhica; testele din a doua etapa sunt necesare

pentru a prezice raspunsul la tratamente specifice. Utilizand aceasta abordare si pentru alte tipuri de



tumori, suntem capabili sd raportdm in mod obisnuit aceste seturi de date cu un TAT de doua pana la
patru zile. H&E = hematoxilina si eozina; MDT = echipa multidisciplinard; EBER = ISH pentru ARN-

uri mici codificate de EBV; E-cad = E-cadherin; 3-cat = beta-catenin.

In subcapitolele urmatoare (5.2.1. si 5.2.2.) am descris lotul pe care l-am folosit,
corespunzator la 79 piese de rezectie chirurgicala de la pacienti cu CG, definitia si evolutia
TMA, tehnica acesteia, precum si avantajele si dezavantajele utilizarii unui astfel de echipament.
In timpul fazei de planificare si proiectare a ngTMA, au fost stabilite urmatoarele reguli: de la
fiecare pacient va fi investigatd regiunea histologicd reprezentativd, tintind pentru centrul
tumoral invaziv; doud spoturi tumorale pentru fiecare pacient vor fi incluse in blocul TMA.
Pentru ca nucleul de TMA sa fie reprezentativ, iar biomarkerii sd poata fi interpretati cu usurinta,
am ales un diametru al carotei de 1,5 mm pentru construirea TMA, pentru toate blocurile. Pentru
proiectarea acestui TMA, am ales o distantad confortabild de 0,4 mm intre nuclee. Astfel, un bloc
ngTMA a continut 32 de biopsii tumorale (nuclee). Pentru orientarea acestora am utilizat doua
biopsii de referinta dintr-un parenchim hepatic si un spatiu gol, iar fiecare formatiune tumorala

a fost esantionata dublu. In concluzie, au fost realizate cinci blocuri ngTMA, cu ajutorul TMA-

Grand Master (Figura 3).

Figura 3. Blocurile TMA efectuate o



Ulterior blocurile de parafind au fost sectionate si s-au realizat preparate histopatologice
pentru coloratia H&E, pentru IHC, cat si pentru ISH. Preparatele histopatologice colorate H&E,
rezultate prin sectionarea blocurilor TMA de parafina, au fost comparate cu sectiunile H&E

originale obtinute din tumora excizata chirurgical, pentru a valida bibliotecile TMA (Figura 4).

Figura 4. Lama TMA digitalizatd; H&E, 0.5x.

In capitolul 5.2.4 am identificat subtipurile moleculare utilizind algoritmul ierarhic.
Initial, a fost evaluat statusul EBER, iar daca acesta este pozitiv, cazul este clasificat ca si CG
EBV (+); toate CG EBER negative sunt apoi evaluate pentru statusul MMR, iar daca acesta este
deficient, formatiunea tumorala este atribuitd categoriei CG-dMMR.

Toate cazurile MMR pozitive (,,proficient") si EBER negative sunt evaluate pentru
prezenta sau absenta expresiei E-cadherin si B-catenin; dacd se identificd o expresie aberanta,
cazul este incadrat in CG-EMT.

In final, se evalueazi statusul p53 pentru toate cazurile unde exista prezervarea coloratiei
E-cadherin si B-catenin, sunt MMR ,,proficient” si EBER este negativ; cazurile care prezintd un
pattern pS3m sunt clasificate ca si CG-CIN, pe cand cele cu pattern ,,wild-type” sunt incadrate

in subtipul CG-GS (Figura 5).
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Figura 5. Clasificarea ierarhica

De asemenea, am evaluat prevalenta fiecarui subgrup impreuna cu biomarkerii predictivi
pe care i-am folosit (Her2, PD-L1 si Claudinl8.2). In continuare, in subcapitolul 5.3.4 am
efectuat o analizi statistica corelativa asupra lotului studiat. In subcapitolul 5.4 ne-am concentrat
asupra discutiilor despre aceast prim studiu, in care scopul nostru principal a fost de a defini
parametrii, precum si algoritmul de interpretare pentru fiecare biomarker utilizat si de a
identifica provocdrile in evaluarea acestora. Prin urmare, am utilizat tesut tumoral provenit din
rezectii chirurgicale de CG, realizdnd un lot de 79 de pacienti, construind apoi blocuri de
parafind cu TMA. De asemenea, am urmadrit determinarea proportiei relative a fiecarei categorii
moleculare si asocierea cu subtipul Laurén, precum si cu biomarkerii predictivi utilizati in
tratamentul pacientilor cu CG. Constatarile au fost discutate in detaliu, cu accent pe Claudin18.2,
care este un nou biomarker emergent, aflat in studii clinice intr-un stadiu avansat, fiind o tinta
pentru imunoterapie care pare a fi foarte eficientd in CG difuz.
acestei clasificari ierarhice in diagnosticul de rutina folosind biopsii prelevate endoscopic. Acest
lucru a fost detaliat in capitolul 6. Prin urmare, bratul retrospectiv al acestui studiu a utilizat 24
de cazuri consecutive de ADK gastric sau de jonctiune gastro-esofagiand (OGJ) din biopsii

endoscopice prelevate in anul 2013 pentru care am avut blocuri de parafina (FFPE), cu suficient
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tesut pentru a permite realizarea unor noi sectiuni. Bratul prospectiv al studiului a utilizat 30 de
biopsii endoscopice consecutive de ADK gastric sau OGJ confirmat in cadrul rutinei de
diagnostic histopatologic, prelevate intre lunile mai - noiembrie 2023.

Biomarkerii utilizati si tehnicile au fost identice cu cele utilizate in primul studiu (pe
specimene de rezectie chirurgicald), cu exceptia blocurilor realizate prin TMA (Figura 6). Cele

doua studii endoscopice au fost descrise separat, dar si combinat.
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Figura 6. Exemplu de evaluare al biomarkerilor pentru clasificarea moleculara. Cazul 2 din cohorta
retrospectiva. Diagnostic final: CG-CIN, tip Laurén intestinal. H&E arata tipul intestinal Laurén; ISH
pentru EBER este negativ; IHC pentru enzimele MMR (MLH1, PMS2, MSH2 si MSHO6) arata o
expresie conservata la nivel nuclear; IHC pentru E-cadherin si f-catenin arata o colorare conservata a
membranei; IHC pentru p53 arata o colorare puternica si difuza a nucleilor in >80 din celulele tumorale
(p53m). Biomarkeri CDx suplimentari: PD-L1 este negativ (CPS< 5), Claudin18.2 este negativ (fara
colorare membranard) si Her2 este pozitiv (scor [HC 3+). Toate microfotografiile au fost realizate la o

madrire digitala de 3,5x.
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In urmaitoarele subcapitole (6.3 §i 6.4) am interpretat rezultatele studiului endoscopic si
ne-am concentrat pe evaluarea p53 IHC, deoarece acesta este un marker dificil, iar interpretarea
corecta a fiecarui biomarker este esentiald pentru implementarea cu succes a acestei clasificari
(Figura 7). In sectiunea 6.5 a capitolului am concluzionat ci aceasti clasificare de lucru realizati
doar pe lame histopatologice (de sticld) poate fi utilizata pe biopsii prelevate endoscopic, care
au dimensiuni mici, necesitd o modificare minora a cailor actuale in vederea parcursului unei
probe biopsice in cadrul laboratorului de Anatomie Patologica si poate fi livratd cu un TAT scurt,

corespunzand cerintelor pacientilor cu cancer.

Model THC p53m supraexprimat (colorare nucleard puternica si difuza in >80% din celulele

tumorale); randul din mijloc (D-F): Model IHC p53m nul (nicio colorare in celulele tumorale);
randul de jos (G-I): model pS3wt (colorare nucleara de intensitate variabila in >1% din

celulele tumorale). Toate microfotografiile au fost realizate la o marire digitala de 20x.
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V. Concluzii si contributii personale

1. Cercetarea doctorala a evidentiat necesitatea de a propune o clasificare moleculard
universal valabila pentru CG, care sa fie usor de implementat si care sa poata fi realizata cu
ajutorul instrumentelor existente in orice laborator de Anatomie Patologica.

2. Adevaratele clasificari moleculare raman disponibile doar pentru o minoritate de
pacienti cu CG, deoarece necesitd o genomicd si o transcriptomica cuprinzatoare, cu costuri
ridicate, pentru care exista o lipsa evidenta de capacitate, la nivel mondial.

3. Mai multe grupuri de cercetatori au Incercat sd ofere o clasificare moleculara bazata pe
un numar mic de markeri (Setia et al., Ramos et al., Ahn et al., Zhao et al.), insa au utilizat
nomenclatura diferitd si adesea, teste diferite sau algoritmi de interpretare diferiti. Prin urmare,
a fost nevoie de o armonizare a terminologiei, a repertoriului de teste si a interpretarii acestora.
4. Am propus o clasificare de lucru incluziva bazata pe teste ce pot fi efectuate pe
preparatele histopatologice folosind resursele disponibile 1n prezent in majoritatea
laboratoarelor de Histopatologie.

5. Clasificarea CG include determinarea subtipurilor Laurén folosind sectiuni colorate cu
H&E si statusul a sase biomarkeri pe preparate histopatologice (EBER, MLH-1, MSH-2, E-
cadherin, B-catenin si p53) folosind ISH si I[HC.

6. Am folosit un lot de 79 de pacienti cu rezectie chirurgicald pentru CG pentru a verifica
fezabilitatea implementarii acesteia si de a distribui cazul in una dintre cele 6 categorii: CG
asociat cu virusul Epstein-Barr (CG-EBV), CG cu deficientd pentru repararea imperecherii
gresite — ,,mismatch repair” (CG-dMMR), CG cu tranzitie epitelial-mezenchimala (CG-EMT),
CG cu instabilitate cromozomiala (CG-CIN), CG stabil din punct de vedere genomic (CG-GS)
si CG-NOS/nedeterminat.

7. Am evaluat, de asemenea, posibilitatea integrarii in aceastd clasificare a unui numar de
teste predictive de diagnostic companion (CDx) efectuate pe preparate histopatologice, necesare
pentru gestionarea pacientilor cu CG. Acestea au inclus Her2, PD-L1 si Claudin18.2.

8. Utilizarea anticorpului p53 separa tumorile CIN de tumorile GS. Pentru aceasta separare
pot fi utilizati si alti biomarkeri, cum ar fi p21.

9. Consideram ca alegerea nomenclaturii pentru CIN si GS reprezinta o Tmbunatatire, in

sensul ca armonizeaza cercetarea in cadrul CG, asa cum s-a intamplat si in alte organe.
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10. Pentru a identifica cazurile de CG-EMT, am utilizat B-catenin in plus fatd de E-cadherin.
Alti autori, care au incercat clasificarea moleculara a CG cu ajutorul biomarkerilor pe preparate
histopatologice au limitat testarea doar la E-cadherin.

11.  Am introdus categoria CG-NOS pentru acele cazuri in care un biomarker din aval al unei
tumori incad neclasificate nu a putut fi interpretat (rezultat nedeterminat); atunci cazul a fost
plasat in categoria nedeterminata (CG-NOS).

12.  Amutilizat o abordare ierarhica pentru atribuirea subtipurilor specifice, avand drept ghid
publicatiile anterioare, precum si clasificarea ierarhicd deja recunoscutd a cancerului
endometrial.

13. Cu aceastd abordare ierarhica, odatd ce o tumora este incadratd intr-o subgrupa
moleculard, biomarkerii din aval nu mai contribuie la scopul clasificarii.

14.  Am explicat si exemplificat in detaliu algoritmul pe care l-am utilizat.

15.  Am definit toti parametrii folositi, ludnd in considerare cele mai recente publicatii si
ghiduri de interpretare acceptate de ASCO/CAP (American Society of Clinical Oncology si
College of American Pathologists), NICE (National Institute for Health and Care Excellence) si
EMA (European Medicines Agency).

16. In acelasi timp, tinand cont de faptul ci aceast clasificare pe care am propus-o se doreste
a fi un ,,schelet" la care pot fi adaugati oricand alti biomarkeri, ca dovada de concept am folosit
Her2, PD-L1 si Claudin18.2.

17.  In primul studiu, retrospectiv, am utilizat un lot de 79 de pacienti dintr-o singura unitate
spitaliceasca (SUUB) care au fost supusi interventiei chirurgicale - gastrectomie totald sau
partiala, in perioada 2013 - 2020.

18.  Au fost selectate blocuri FFPE corespunzatoare cazurilor si cu ajutorul instrumentului
TMA-GrandMaster am realizat 5 blocuri primitoare cu nuclee TMA. Acestea au fost sectionate
la microtom si ulterior colorate cupele histopatologice cu markerii specificati.

19.  Toate lamele obtinute au fost digitalizate folosind P1000 produs de 3D-Histech Ltd. cu
o madrire initiald de 36x si apoi vizualizate pe ecrane cu rezolutie 4K.

20.  Producerea TMA, colorarea cu markeri IHC si ISH, digitalizarea si interpretarea
lamelelor au fost realizate la Poundbury Cancer Institute (PCI), Dorchester, Marea Britanie, cu

acordul si prin amabilitatea Dr. Corrado D'Arrigo, directorul PCI si a echipei sale.
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21.  Rezultatele pe care le-am obtinut au fost similare cu cele existente In literatura de
specialitate publicata.
22.  Am efectuat o analiza statisticd amplad asupra lotului de 79 de specimene de rezectie

chirurgicala pentru CG.

23. Am demonstrat ca markerii alesi sunt cei adecvati pentru a descrie fiecare grup
molecular.
24.  Am demonstrat ca aceasta clasificare este 0 metoda ieftind si eficientd, care poate fi

utilizatd de catre medicii anatomo-patologi pentru a oferi informatii prognostice, precum si
pentru a identifica tratamentul tintit.

25. In viitorul apropiat vor fi necesari si alti biomarkeri predictivi, astfel incat clasificarea
pe care am propus-o sd poatd oferi informatii pentru a prioritiza biomarkerii necesari pentru
testele de diagnostic complementare.

26. Am propus o clasificare moleculara de lucru incluziva bazata pe teste efectuate pe
preparate histopatologice, care asigura armonizarea si poate fi realizatd folosind resursele
existente In majoritatea laboratoarelor de Histopatologie, insa acest studiu a lasat o serie de
intrebari fara raspuns. De exemplu, biopsiile endoscopice vor contine suficient tesut pentru
clasificarea propusa? Conditiile preanalitice vor avea un impact asupra interpretarii testului? Cat
de usoard este evaluarea biomarkerilor pe esantioane mici si superficiale de CG?

27. Astfel de intrebari sunt pertinente, intrucat biopsia endoscopicd este singurul tesut
tumoral disponibil pentru o proportie semnificativa de pacienti cu CG.

28.  In incercarea de a reproduce cantitatea mica de tesut din biopsie - studiul anterior a
utilizat TMA, dar suntem constienti de faptul cd nucleele TMA au fost alese din zonele cele mai
reprezentative ale tumorii $i nu contineau mucoasa normala.

29. Prin urmare, in celelalte doua studii am dorit s intelegem daca aceasta clasificare poate
fi realizata folosind biopsiile prelevate endoscopic, cu toate limitdrile inerente acestor probe.
Am utilizat doua loturi diferite de pacienti cu CG diagnosticati prin biopsiere endoscopica. Lotul
retrospectiv a inclus 24 de cazuri din arhiva laboratorului, consecutive, de ADK gastric sau OGJ
de la care am avut blocuri (FFPE) cu dimensiuni suficiente ale tesutului inclus pentru a permite
taierea de noi sectiuni, efectuate tn 2013. Lotul prospectiv a cuprins 30 de pacienti consecutivi
cu ADK gastric sau OGJ confirmati prin biopsie prelevatd endoscopic in rutina de diagnostic,

intre lunile mai - noiembrie 2023.
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30. Fiecare caz a fost adnotat pentru a se verifica prezenta unui materialul suficient pentru
diagnostic si pentru a se stabili timpul de raspuns (TAT). Cazurile discordante au fost analizate
in cadrul unei conferinte medicale si s-a ajuns la un diagnostic de consens.

31. A fost efectuat un studiu de timp si miscare pentru a oferi o indicatie cu privire la
resursele suplimentare necesare pentru a evalua toti biomarkerii si pentru a oferi o clasificare
finala. Acest lucru a fost realizat prin masurarea timpului necesar unui medic anatomo-patolog
pentru a examina un caz care fusese diagnosticat anterior ca fiind carcinom si pentru care toti
biomarkerii suplimentari au fost pregétiti, iar preparatele histopatologice digitalizate.

32. Executarea in timp util a clasificarii propuse de noi a necesitat coordonarea cu personalul
din laborator.

33. Toate sectiunile necesare au fost tdiate In avans, dupa stabilirea diagnosticului de CG
invaziv. Am constatat ca 16 sectiuni de rezerva au fost suficiente. Am avut un singur caz (dintr-
un total de 54) 1n care tesutul a fost epuizat si un singur test nu a putut fi efectuat (Claudinl8.2).
34, Am demonstrat ca, in timp ce o abordare ,,pas cu pas” ar economisi costurile reactivilor,
ar creste timpul atat pentru tehnicieni, cat si pentru medicii anatomo-patologi si, in cele din
urma, ar fi mai costisitoare pentru serviciu; prin urmare, planificarea tuturor testelor in avans
permite personalului din laborator sd optimizeze utilizarea imunostainerelor si s minimizeze
impactul asupra capacitatii, crednd, In mod paradoxal, chiar mai multa capacitate.

35. Interpretarea corectd a tuturor testelor pe lame histopatologice este esentiald pentru
implementarea cu succes a acestei clasificari.

36.  Existd un consens In ceea ce priveste acordarea unui scor si interpretarea tuturor
biomarkerilor pe care i-am utilizat in studiu, cu exceptia p53. De aceea, am subliniat importanta
acestui marker si modul in care interpretarea sa ar trebui sa fie mai precisa.

37. Am concluzionat ca aceasta clasificare de lucru efectuata pe lame histopatologice poate
fi utilizata si in cadrul biopsiilor endoscopice, necesitd o modificare minora asupra cailor tisulare

existente si poate fi livrata cu un TAT scurt, corespunzand cerintelor pacientilor cu CG.

38.  Marea limitare a acestui studiu este lipsa rezultatelor supravietuirii si a efectelor post-
tratament.
39.  Sunt necesare studii viitoare care sd se axeze pe relatia dintre clasificarea pe care am

propus-o, ce are potentialul de a fi implementata in diagnosticul de rutind in orice laborator de
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Anatomie Patologicd si rezultatele tratamentului, efectele acestuia cit si corelarea cu
supravietuirea pacientilor.

40.  Consideram ca aceasta clasificare este necesara in practica uzuald de diagnostic, studiul
doctoral fiind un prim pas in vederea promovarii implementarii acesteia la nivel international.
Totodata, cu ajutorul microscopiei digitale putem realiza o biblioteca virtuald si in final se pot

efectua studii de largd amplitudine, inter-institutionale.
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