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I. Problema fundamentală 

 
 

Carcinomul gastric (CG) este o boală agresivă; mulți dintre pacienți sunt diagnosticați în 

stadii avansate, iar unii dintre aceștia sunt inoperabili [1,2].  Acesta este împărțit în mai multe 

subtipuri, iar incidența lor relativă este influențată de factori genetici și de mediu, astfel încât 

prevalența fiecărui subtip poate varia semnificativ în diferite populații [3]. Tratamentul 

convențional are un succes limitat [4–8]. Progresele recente în tratamentul personalizat 

îmbunătățesc rezultatele, dar, pentru ca acesta să fie eficient, trebuie să fie recunoscute 

subtipurile tumorale distincte. Numeroase clasificări au evidențiat diferite subtipuri morfologice 

și moleculare, dar în prezent nu se utilizează o clasificare unanimă. 

Clasificarea CG în categorii de diagnostic care au la bază o terapie țintită ar putea duce în 

final la un tratament mai eficient [9]. Clasificările moleculare bazate pe next generation 

sequencing (NGS), cum ar fi cea propusă de către The Cancer Genome Atlas Program (TCGA) 

[10] și Asian Cancer Research Group (ACRG) [11,12], au identificat o serie de subtipuri 

importante ale CG caracterizate prin semnături moleculare diferite, inclusiv un fenotip 

hipermutant asociat cu deficiență pentru repararea împerecherii greșite –„mismatch repair” 

(dMMR), un fenotip ultramutant cu instabilitate cromozomială (CIN) și un fenotip stabil din 

punct de vedere genomic (GS). În plus, este evident că există, totodată, o mică proporție de 

cazuri care au integrat genomul virusului Ebstein-Barr (EBV). 

Este recunoscut faptul că, deși există o oarecare suprapunere cu TCGA, o diferență majoră 

constă în faptul că ACRG nu are o categorie care să se bazeze exclusiv pe statusul EBV, în timp 

ce TCGA nu are o categorie care să se bazeze exclusiv pe statusul proteinei p53. Cu toate 

acestea, clasificările multiomice sunt dificil de pus în aplicare în rutina de diagnostic 

histopatologic. Din aceste considerente, mai multe grupuri de cercetători au încercat să identifice 

subtipuri de CG folosind un număr mic de teste direct pe lamele histopatologice de sticlă. 

Grupul din Boston (Setia et al.) a fost primul care a propus o clasificare ierarhică folosind 

un număr mic de teste efectuate pe preparate histopatologice, care ar stratifica pacienții în 

categorii bazate pe semnături moleculare și asupra cărora se poate acționa clinic [13]. Mai 

recent, alte echipe de cercetare au folosit același portofoliu de teste efectuate pe lame cât și 

aceeași subclasificare. De exemplu, grupul coordonat de Ramos a demonstrat că o astfel de 

abordare este viabilă într-un studiu prospectiv [14]. Important de menționat este faptul că au 
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evidențiat dificultatea potențială de clasificare a tumorilor atunci când expresia celor patru 

markeri este heterogenă. Aceștia au ridicat problema eșantionării selective, recunoscând 

importanța interpretării corecte a profilelor mixte. Grupul condus de Ahn a testat o cohortă 

retrospectivă de pacienți cu CG folosind țesut cu micromatrice de ADN (TMA) și a arătat o 

corelație similară cu prognosticul. Zhao și colegii săi au folosit țesuturi arhivate în parafină, în 

TMA-uri colorate prin imunohistochimie (IHC) pentru proteinele mismatch repair - MMR 

(PMS2, MLH1, MSH2 și MSH6), E-cadherin și p21 pentru a clasifica CG în patru subtipuri, 

care se corelează cu prognostic diferit [16]. 

Toate aceste lucrări științifice demonstrează avantajele unei abordări ierarhice și arată un 

grad semnificativ de concordanță în ceea ce privește subtipurile de CG și biomarkerii utilizați. 

Cu toate acestea, nu există o clasificare unică adoptată pe scară largă. Trebuie ținut cont de faptul 

că s-a acordat puțină atenție diferențierii dintre subtipurile difuz și intestinal identificate de 

Laurén, clasificare care rămâne o piatră de temelie în luarea deciziilor de tratament  [17].  

În prezent, există o serie de clasificări ale CG bazate pe diferite teste. Unele dintre 

grupurile de diagnostic se suprapun în mod considerabil, dar acest lucru nu este întotdeauna clar, 

deoarece se utilizează o terminologie diferită și, uneori și markeri diferiți.  

Studiul pe care l-am efectuat în cadrul cercetării doctorale are o primă parte generală ce 

conține clasificările actuale bazate pe morfologie propuse de Laurén, precum și clasificarea 

Organizației Mondiale a Sănătății (OMS), urmată de prezentarea celor mai cunoscute clasificări 

intrinseci/moleculare elaborate de TCGA, ACRG și grupul Singapore-Duke cât și a celor de 

substituție propuse de Setia et al., Ramos et al., Ahn et al. și Zhao et al. 

Cea de-a doua parte a tezei este dedicată secțiunii speciale în care am definit ipoteza de 

lucru, obiectivele cercetării, materialele și metodele utilizate, urmată de rezultatele pe care le-

am obținut și de discuții. Ultima parte a studiului doctoral conține concluziile finale și 

contribuțiile personale care evidențiază importanța implementării unei clasificări moleculare 

intrinseci bazată pe aspectul obținut pe lamele de sticlă cu preparate histopatologice ale CG și 

necesitatea existenței unei astfel de clasificări.   
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II.  Ipoteza de lucru și obiectivele generale ale cercetării 

 

Lipsa de armonizare între toate clasificările existente, complexitatea și indisponibilitatea 

unora dintre testele necesare, precum și solicitările de timp și resurse, contribuie la o slabă 

implementare în rutina de diagnostic [17]. Din acest motiv, am propus modificări [18], inclusiv 

în ceea ce privește armonizarea nomenclaturii și a biomarkerilor utilizați, introducerea unei 

categorii nedeterminate de CG, adăugarea biomarkerilor oncologici predictivi necesari în 

prezent pentru selectarea terapiei și posibilitatea ulterioară de a include noi biomarkeri care, în 

mod inevitabil, vor deveni obligatorii [19]. Adăugarea unei categorii nedeterminate de CG a 

făcut parte din implementarea cu succes a noii clasificări moleculare pentru carcinomul 

endometrial [20–22] și considerăm că este un element important pentru implementarea clinică 

eficientă a CG. 

Pentru a identifica avantajele și dezavantajele clasificării propuse în cadrul cercetării 

doctorale, au fost concepute și conduse, în succesiune, 3 studii:  

- în primul studiu, pentru a confirma că implementarea acestei clasificări este fezabilă 

în practica curentă a laboratorului de Anatomie Patologică, am folosit un lot de pacienți 

care au beneficiat de rezecții pentru CG și am realizat un studiu retrospectiv prin 

construirea unor blocuri de parafină cu țesut cu micromatrice de ADN (TMA- „tissue 

microarray”); ulterior am evaluat biomarkerii utilizați și fiecare caz a fost încadrat într-

un subtip molecular specific [23]; 

- în al doilea studiu, am validat încadrarea în subtipuri moleculare specifice printr-un 

studiu retrospectiv, realizat pe un lot mic de biopsii de CG prelevate endoscopic; 

- în al treilea studiu, am validat încadrarea în subtipuri moleculare specifice printr-un 

studiu prospectiv, realizat pe un lot mic de biopsii de CG prelevate endoscopic.  

Este important de menționat faptul că, pentru o proporție semnificativă de pacienți 

diagnosticați cu CG, singurul țesut disponibil este reprezentat de biopsiile prelevate endoscopic, 

deoarece respectivii nu vor fi eligibili pentru rezecția chirurgicală completă (stadiu avansat al 

bolii sau status de performanță precar / comorbidități multiple). 

Biopsiile prelevate endoscopic prezintă multiple provocări – de exemplu identificarea 

componentei invazive față de displazia de grad înalt („high grade” - HG), cantitățile limitate de 

țesut și posibilitatea de a evalua heterogenitatea. În plus, biopsia endoscopică este adesea o probă 
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superficială de mucoasă, cu un micromediu tumoral diferit de cel al cancerului invaziv, sau din 

porțiuni mai profunde ale peretelui gastric sau esofagian.  

În încercarea de a „reproduce” cantitatea mică de țesut biopsiat, primul nostru studiu a fost 

realizat prin folosirea tehnicii TMA. Suntem conștienți de faptul că nucleele TMA au fost alese 

din zonele cele mai reprezentative ale tumorii, iar acestea nu conțin zone cu mucoasă normală. 

Prin urmare, în cel de al doilea și, respectiv, al treilea studiu am testat aplicabilitatea clasificării 

folosind biopsii prelevate endoscopic, cu toate limitările intrinseci ale acestor probe. Inițial, am 

testat retrospectiv un set de biopsii endoscopice din arhiva serviciului de Anatomie Patologică. 

Ulterior, am evaluat provocările pe care le ridică punerea în aplicare a acestei clasificări în mod 

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

 

  



5 
 

III. Metodologia generală a cercetării 

 

Baza de date a cercetării a fost alcătuită din pacienții care s-au prezentat la Spitalul 

Universitar de Urgență din București (SUUB) pentru o formațiune tumorală malignă gastrică.  

 Pentru primul studiu au fost incluși pacienții adulți (≥18 ani) ce au fost supuși operației de 

gastrectomie totală sau subtotală, având diagnosticul de adenocarcinom (ADK), în perioada 

2013-2020, alcătuind astfel studiul retrospectiv.  

 Pentru al doilea studiu am inclus pacienți ce au fost supuși endoscopiei digestive superioare 

(EDS), în urma căreia s-au prelevat biopsii și a fost stabilit diagnosticul histopatologic de 

ADK. Aceștia au fost incluși într-un studiu retrospectiv, biopsiile fiind prelevate în anul 

2013.  

 Al treilea studiu a inclus un lot mic de pacienți consecutivi, care au efectuat EDS în anul 

2023; au fost prelevate biopsii ce au fost diagnosticate ulterior ca și ADK; astfel, s-a efectuat  

un studiu prospectiv.   

Pentru fiecare studiu am realizat o bază de date în Microsoft Excel (varianta Microsoft 365 

Office Home) urmărind următoarele variabile: date demografice (vârstă, gen), localizarea 

tumorii și subtipul histopatologic al acesteia (conform clasificării OMS, ediția 5-a, 2019 și 

subtipului Laurén). Pentru studiul retrospectiv efectuat pe rezecțiile chirurgicale am inclus și 

alte aspecte precum: dimensiunea tumorii, limitele de rezecție, grading-ul tumoral, prezența 

invaziei limfovasculare cât și a celei perineurale și stadializarea tumorală, utilizând cea mai 

recentă ediție (a 8-a) a Asociației Americane a Cancerului (AJCC). 

Din arhiva Serviciului Clinic de Anatomie Patologică al SUUB au fost selectate 

preparatele histopatologice și blocurile de parafină corespunzătoare pacienților incluși în cele 

două studii retrospective. Toate lamele histopatologice colorate cu hematoxilină-eozină (H&E) 

ale pacienților selectați au fost analizate și reevaluate. Acestea au fost digitalizate utilizând 

scanerul 3D-Histech PANNORAMIC 1000 (P1000) cu o putere de magnificare primară de x36. 

Ulterior, acestea au fost vizualizate utilizând CaseViewer v2.6 pe monitoare cu rezoluție 4K. 

Pentru realizarea primului studiu am ales o lamă reprezentativă din fiecare caz, aceasta a 

fost digitalizată, s-au creat două adnotații aferente, iar apoi s-au construit TMA-urile cu ajutorul 

TMA-Grandmaster. Blocurile de parafină astfel obținute au fost ulterior secționate cu ajutorul 

microtomului și am realizat colorații H&E, IHC și In Situ Hybridization (ISH).  
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Markerii utilizați în toate cele trei studii au fost: EBER, proteinele MMR (MLH-1 și MSH-

2), E-cadherin, β-catenin, p53, Her2, DDISH, PD-L1 (22C3) și Claudin18.2. Pentru cele două 

studii realizate pe biopsii prelevate endoscopic am adăugat și celelalte două proteine MMR 

(PMS-2 și MSH-6). Pentru Her2, IHC, am folosit sistemul de detecție UltraView DAB. 

Digitalizarea, efectuarea TMA-urilor, a tuturor testelor IHC și ISH cât și vizualizarea 

acestora au fost realizate în cadrul Poundbury Cancer Institute (PCI), Dorchester, UK, cu acordul  

și prin amabilitatea Dr. Corrado D’Arrigo, director al PCI și a echipei aferente.  

Toate datele obținute au fost introduse în baza de date Microsoft Excel realizată inițial, 

completând informația aferentă fiecărui pacient. Prelucrarea statistică a datelor a fost realizată 

cu ajutorul softului oferit de Microsoft Excel, dar și 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 următoarele pachete suplimentare: cluster și 

gtsummary. Alte teste statistice pe care le-am utilizat sunt: testul Fisher’s exact, testul ANOVA 

(one-way analysis of variance)/ regresia liniară, AIC (Akaike information criterion), BIC 

(Bayesian information criterion), log-likelihood, chi-square godness of fit cât și analiza LCA 

(latent class analysis) bayesiană. 
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IV. Partea specială – sinteza capitolelor 

 

Capitolul 5 este dedicat primului studiu retrospectiv realizat pe specimene de rezecție de 

CG. Am definit mai întâi (subcapitolul 5.1) clasificarea moleculară pe care am propus-o, ce 

conține șase subtipuri de CG: CG-EBV (CG asociat cu virusul Ebstein-Barr), CG-dMMR (CG 

asociat cu MMR deficient), CG-EMT (CG asociat cu tranziția epitelial-mezenchimală), CG-

CIN (CG cu instabilitate cromozomială), CG-GS (CG stabil din punct de vedere genomic) și 

CG-NOS (CG- nedeterminat). Clasificarea a fost fundamentată prin folosirea EBV-ISH, statusul 

MMR prin IHC, E-cadherin și β-catenin IHC și p53 IHC, toate acestea fiind teste care pot fi 

furnizate în majoritatea laboratoarelor de Histopatologie. Clasificarea prezintă o abordare 

ierarhică pentru a stabili fiecare subtip molecular. După identificarea CG EBV pozitive, dMMR 

și EMT, utilizarea anticorpului p53 separă tumorile CIN de cele tumorile GS (figura 1). 

 

 

Figura 1. Clasificarea moleculară propusă 

 

Pentru a confirma avantajele și dezavantajele clasificării propuse trebuie validat dacă 

implementarea acesteia este fezabilă în practica curentă a laboratorului de Anatomie Patologică, 

trebuie descrisă interpretarea fiecărui biomarker utilizat cât și algoritmul ierarhic (acest lucru a 
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fost realizat în subcapitolele 5.1 și 5.2). Astfel, am folosit un lot de pacienți care au beneficiat 

de rezecții pentru CG într-un studiu retrospectiv și am construit blocuri de parafină cu țesut cu 

micromatrice de ADN (TMA). Ulterior, am evaluat biomarkerii și fiecare caz a fost încadrat  

într-un subtip molecular. Am demonstrat, de asemenea, că pentru un TAT (timp de răspuns) mai 

bun și mai puțină muncă pentru personalul din laborator, o abordare care constă în efectuarea în 

avans a tuturor testelor necesare este mai bună decât abordarea tradițională "pas cu pas". Un 

prim nivel de biomarkeri efectuați pe preparatele histopatologice trebuie să furnizeze date legate 

de prognostic și să ghideze recomandarea pentru un al doilea nivel de biomarkeri predictivi 

pentru terapie (Figura 2). 

 

Figura 2. A. Fluxul de lucru actual, obligatoriu, al laboratorului; TAT lent. 

Abordarea actuală, „pas cu pas” utilizată frecvent, va duce la un TAT lent din cauza necesității de a 

interpreta fiecare test înainte de a-l comanda pe următorul. B. Flux de lucru al laboratorului, modificat, 

TAT rapid. După diagnosticul histologic de CG, toate testele de prim nivel sunt solicitate în același 

timp; tumorile sunt clasificate utilizând abordarea ierarhică; testele din a doua etapă sunt necesare 

pentru a prezice răspunsul la tratamente specifice. Utilizând această abordare și pentru alte tipuri de 
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tumori, suntem capabili să raportăm în mod obișnuit aceste seturi de date cu un TAT de două până la 

patru zile. H&E = hematoxilină și eozină; MDT = echipă multidisciplinară; EBER = ISH pentru ARN-

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

 

În subcapitolele următoare (5.2.1. și 5.2.2.) am descris lotul pe care l-am folosit, 

corespunzător la 79 piese de rezecție chirurgicală de la pacienți cu CG, definiția și evoluția 

TMA, tehnica acesteia, precum și avantajele și dezavantajele utilizării unui astfel de echipament. 

În timpul fazei de planificare și proiectare a ngTMA, au fost stabilite următoarele reguli: de la 

fiecare pacient va fi investigată regiunea histologică reprezentativă, țintind pentru centrul 

tumoral invaziv; două spoturi tumorale pentru fiecare pacient vor fi incluse în blocul TMA. 

Pentru ca nucleul de TMA să fie reprezentativ, iar biomarkerii să poată fi interpretați cu ușurință, 

am ales un diametru al carotei de 1,5 mm pentru construirea TMA, pentru toate blocurile. Pentru 

proiectarea acestui TMA, am ales o distanță confortabilă de 0,4 mm între nuclee. Astfel, un bloc 

ngTMA a conținut 32 de biopsii tumorale (nuclee). Pentru orientarea acestora am utilizat două 

biopsii de referință dintr-un parenchim hepatic și un spațiu gol, iar fiecare formațiune tumorală 

a fost eșantionată dublu. În concluzie, au fost realizate cinci blocuri ngTMA, cu ajutorul TMA-

Grand Master (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Blocurile TMA efectuate 
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Ulterior blocurile de parafină au fost secționate și s-au realizat preparate histopatologice 

pentru colorația H&E, pentru IHC, cât și pentru ISH. Preparatele histopatologice colorate H&E, 

rezultate prin secționarea blocurilor TMA de parafină, au fost comparate cu secțiunile H&E 

originale obținute din tumora excizată chirurgical, pentru a valida bibliotecile TMA (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Lamă TMA digitalizată; H&E, 0.5x. 

 

 În capitolul 5.2.4 am identificat subtipurile moleculare utilizând algoritmul ierarhic. 

Inițial, a fost evaluat statusul EBER, iar dacă acesta este pozitiv, cazul este clasificat ca și CG 

EBV (+); toate CG EBER negative sunt apoi evaluate pentru statusul MMR, iar dacă acesta este 

deficient, formațiunea tumorală este atribuită categoriei CG-dMMR.  

Toate cazurile MMR pozitive („proficient") și EBER negative sunt evaluate pentru 

prezența sau absența expresiei E-cadherin și β-catenin; dacă se identifică o expresie aberantă, 

cazul este încadrat în CG-EMT.  

În final, se evaluează statusul p53 pentru toate cazurile unde există prezervarea colorației 

E-cadherin și β-catenin, sunt MMR „proficient” și EBER este negativ; cazurile care prezintă un 

pattern p53m sunt clasificate ca și CG-CIN, pe când cele cu pattern „wild-type” sunt încadrate 

în subtipul CG-GS (Figura 5). 
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Figura 5. Clasificarea ierarhică 

 

De asemenea, am evaluat prevalența fiecărui subgrup împreună cu biomarkerii predictivi 

pe care i-am folosit (Her2, PD-L1 și Claudin18.2). În continuare, în subcapitolul 5.3.4 am 

efectuat o analiză statistică corelativă asupra lotului studiat. În subcapitolul 5.4 ne-am concentrat 

asupra discuțiilor despre aceast prim studiu, în care scopul nostru principal a fost de a defini 

parametrii, precum și algoritmul de interpretare pentru fiecare biomarker utilizat și de a 

identifica provocările în evaluarea acestora. Prin urmare, am utilizat țesut tumoral provenit din 

rezecții chirurgicale de CG, realizând un lot de 79 de pacienți, construind apoi blocuri de 

parafină cu TMA. De asemenea, am urmărit determinarea proporției relative a fiecărei categorii 

moleculare și asocierea cu subtipul Laurén, precum și cu biomarkerii predictivi utilizați în 

tratamentul pacienților cu CG. Constatările au fost discutate în detaliu, cu accent pe Claudin18.2, 

care este un nou biomarker emergent, aflat în studii clinice într-un stadiu avansat, fiind o țintă 

pentru imunoterapie care pare a fi foarte eficientă în CG difuz. 

Următorul pas în cercetarea doctorală a fost identificarea fezabilității implementării 

acestei clasificări ierarhice în diagnosticul de rutină folosind biopsii prelevate endoscopic. Acest 

lucru a fost detaliat în capitolul 6.  Prin urmare, brațul retrospectiv al acestui studiu a utilizat 24 

de cazuri consecutive de ADK gastric sau de joncțiune gastro-esofagiană (OGJ) din biopsii 

endoscopice prelevate în anul 2013 pentru care am avut blocuri de parafină (FFPE), cu suficient 
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țesut pentru a permite realizarea unor noi secțiuni. Brațul prospectiv al studiului a utilizat 30 de 

biopsii endoscopice consecutive de ADK gastric sau OGJ confirmat în cadrul rutinei de 

diagnostic histopatologic, prelevate între lunile mai - noiembrie 2023.  

 Biomarkerii utilizați și tehnicile au fost identice cu cele utilizate în primul studiu (pe 

specimene de rezecție chirurgicală), cu excepția blocurilor realizate prin TMA (Figura 6). Cele 

două studii endoscopice au fost descrise separat, dar și combinat. 

 

Figura 6. Exemplu de evaluare al biomarkerilor pentru clasificarea moleculară. Cazul 2 din cohorta 

retrospectivă. Diagnostic final: CG-CIN, tip Laurén intestinal. H&E arată tipul intestinal Laurén; ISH 

pentru EBER este negativ; IHC pentru enzimele MMR (MLH1, PMS2, MSH2 și MSH6) arată o 

expresie conservată la nivel nuclear; IHC pentru E-cadherin și β-catenin arată o colorare conservată a 

membranei; IHC pentru p53 arată o colorare puternică și difuză a nucleilor în ≥80 din celulele tumorale 

(p53m). Biomarkeri CDx suplimentari: PD-L1 este negativ (CPS< 5), Claudin18.2 este negativ (fără 

colorare membranară) și Her2 este pozitiv (scor IHC 3+). Toate microfotografiile au fost realizate la o 

mărire digitală de 3,5x. 
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În următoarele subcapitole (6.3 și 6.4) am interpretat rezultatele studiului endoscopic și 

ne-am concentrat pe evaluarea p53 IHC, deoarece acesta este un marker dificil, iar interpretarea 

corectă a fiecărui biomarker este esențială pentru implementarea cu succes a acestei clasificări 

(Figura 7). În secțiunea 6.5 a capitolului am concluzionat că această clasificare de lucru realizată 

doar pe lame histopatologice (de sticlă) poate fi utilizată pe biopsii prelevate endoscopic, care 

au dimensiuni mici, necesită o modificare minoră a căilor actuale în vederea parcursului unei 

probe biopsice în cadrul laboratorului de Anatomie Patologică și poate fi livrată cu un TAT scurt, 

corespunzând cerințelor pacienților cu cancer. 

 

Figura 7. Modele de colorare IHC a p53; H&E și p53 IHC perechi. Rândul de sus (A-C): 

Model IHC p53m supraexprimat (colorare nucleară puternică și difuză în ≥80% din celulele 

tumorale); rândul din mijloc (D-F): Model IHC p53m nul (nicio colorare în celulele tumorale); 

rândul de jos (G-I): model p53wt (colorare nucleară de intensitate variabilă în ≥1% din 

celulele tumorale). Toate microfotografiile au fost realizate la o mărire digitală de 20x. 
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V. Concluzii și contribuții personale 

 

1. Cercetarea doctorală a evidențiat necesitatea de a propune o clasificare moleculară 

universal valabilă pentru CG, care să fie ușor de implementat și care să poată fi realizată cu 

ajutorul instrumentelor existente în orice laborator de Anatomie Patologică.  

2. Adevăratele clasificări moleculare rămân disponibile doar pentru o minoritate de 

pacienți cu CG, deoarece necesită o genomică și o transcriptomică cuprinzătoare, cu costuri 

ridicate, pentru care există o lipsă evidentă de capacitate, la nivel mondial.  

3. Mai multe grupuri de cercetători au încercat să ofere o clasificare moleculară bazată pe 

un număr mic de markeri (Setia et al., Ramos et al., Ahn et al., Zhao et al.), însă au utilizat 

nomenclatură diferită și adesea, teste diferite sau algoritmi de interpretare diferiți. Prin urmare, 

a fost nevoie de o armonizare a terminologiei, a repertoriului de teste și a interpretării acestora.  

4. Am propus o clasificare de lucru incluzivă bazată pe teste ce pot fi efectuate pe 

preparatele histopatologice folosind resursele disponibile în prezent în majoritatea 

laboratoarelor de Histopatologie.  

5. Clasificarea CG include determinarea subtipurilor Laurén folosind secțiuni colorate cu 

H&E și statusul a șase biomarkeri pe preparate histopatologice (EBER, MLH-1, MSH-2, E-

cadherin, β-catenin și p53) folosind ISH și IHC. 

6. Am folosit un lot de 79 de pacienți cu rezecție chirurgicală pentru CG pentru a verifica  

fezabilitatea implementării acesteia și de a distribui cazul în una dintre cele 6 categorii: CG 

asociat cu virusul Epstein-Barr (CG-EBV), CG cu deficiență pentru repararea împerecherii 

greșite – „mismatch repair” (CG-dMMR), CG cu tranziție epitelial-mezenchimală (CG-EMT), 

CG cu instabilitate cromozomială (CG-CIN), CG stabil din punct de vedere genomic (CG-GS) 

și CG-NOS/nedeterminat.  

7. Am evaluat, de asemenea, posibilitatea integrării în această clasificare a unui număr de 

teste predictive de diagnostic companion (CDx) efectuate pe preparate histopatologice, necesare 

pentru gestionarea pacienților cu CG. Acestea au inclus Her2, PD-L1 și Claudin18.2. 

8. Utilizarea anticorpului p53 separă tumorile CIN de tumorile GS. Pentru această separare 

pot fi utilizați și alți biomarkeri, cum ar fi p21. 

9. Considerăm că alegerea nomenclaturii pentru CIN și GS reprezintă o îmbunătățire, în 

sensul că armonizează cercetarea în cadrul CG, așa cum s-a întâmplat și în alte organe. 
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10. Pentru a identifica cazurile de CG-EMT, am utilizat β-catenin în plus față de E-cadherin. 

Alți autori, care au încercat clasificarea moleculară a CG cu ajutorul biomarkerilor pe preparate 

histopatologice au limitat testarea doar la E-cadherin. 

11. Am introdus categoria CG-NOS pentru acele cazuri în care un biomarker din aval al unei 

tumori încă neclasificate nu a putut fi interpretat (rezultat nedeterminat); atunci cazul a fost 

plasat în categoria nedeterminată (CG-NOS). 

12. Am utilizat o abordare ierarhică pentru atribuirea subtipurilor specifice, având drept ghid 

publicațiile anterioare, precum și clasificarea ierarhică deja recunoscută a cancerului 

endometrial. 

13. Cu această abordare ierarhică, odată ce o tumoră este încadrată într-o subgrupă 

moleculară, biomarkerii din aval nu mai contribuie la scopul clasificării.  

14. Am explicat și exemplificat în detaliu algoritmul pe care l-am utilizat. 

15. Am definit toți parametrii folosiți, luând în considerare cele mai recente publicații și 

ghiduri de interpretare acceptate de ASCO/CAP (American Society of Clinical Oncology și 

College of American Pathologists), NICE (National Institute for Health and Care Excellence) și 

EMA (European Medicines Agency). 

16. În același timp, ținând cont de faptul că această clasificare pe care am propus-o se dorește 

a fi un „schelet" la care pot fi adăugați oricând alți biomarkeri, ca dovadă de concept am folosit 

Her2, PD-L1 și Claudin18.2. 

17. În primul studiu, retrospectiv, am utilizat un lot de 79 de pacienți dintr-o singură unitate 

spitalicească (SUUB) care au fost supuși intervenției chirurgicale - gastrectomie totală sau 

parțială, în perioada 2013 - 2020.  

18. Au fost selectate blocuri FFPE corespunzătoare cazurilor și cu ajutorul instrumentului 

TMA-GrandMaster am realizat 5 blocuri primitoare cu nuclee TMA. Acestea au fost secționate 

la microtom și ulterior colorate cupele histopatologice cu markerii specificați.  

19. Toate lamele obținute au fost digitalizate folosind P1000 produs de 3D-Histech Ltd. cu 

o mărire inițială de 36x și apoi vizualizate pe ecrane cu rezoluție 4K.   

20. Producerea TMA, colorarea cu markeri IHC și ISH, digitalizarea și interpretarea 

lamelelor au fost realizate la Poundbury Cancer Institute (PCI), Dorchester, Marea Britanie, cu 

acordul și prin amabilitatea Dr. Corrado D'Arrigo, directorul PCI și a echipei sale. 
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21. Rezultatele pe care le-am obținut au fost similare cu cele existente în literatura de 

specialitate publicată.  

22. Am efectuat o analiză statistică amplă asupra lotului de 79 de specimene de rezecție 

chirurgicală pentru CG. 

23. Am demonstrat că markerii aleși sunt cei adecvați pentru a descrie fiecare grup 

molecular.  

24. Am demonstrat că această clasificare este o metodă ieftină și eficientă, care poate fi 

utilizată de către medicii anatomo-patologi pentru a oferi informații prognostice, precum și 

pentru a identifica tratamentul țintit. 

25. În viitorul apropiat vor fi necesari și alți biomarkeri predictivi, astfel încât clasificarea 

pe care am propus-o să poată oferi informații pentru a prioritiza biomarkerii necesari pentru 

testele de diagnostic complementare. 

26. Am propus o clasificare moleculară de lucru incluzivă bazată pe teste efectuate pe 

preparate histopatologice, care asigură armonizarea și poate fi realizată folosind resursele 

existente în majoritatea laboratoarelor de Histopatologie, însă acest studiu a lăsat o serie de 

întrebări fără răspuns. De exemplu, biopsiile endoscopice vor conține suficient țesut pentru 

clasificarea propusă? Condițiile preanalitice vor avea un impact asupra interpretării testului? Cât 

de ușoară este evaluarea biomarkerilor pe eșantioane mici și superficiale de CG?  

27. Astfel de întrebări sunt pertinente, întrucât biopsia endoscopică este singurul țesut 

tumoral disponibil pentru o proporție semnificativă de pacienți cu CG. 

28. În încercarea de a reproduce cantitatea mică de țesut din biopsie - studiul anterior a 

utilizat TMA, dar suntem conștienți de faptul că nucleele TMA au fost alese din zonele cele mai 

reprezentative ale tumorii și nu conțineau mucoasă normală. 

29. Prin urmare, în celelalte două studii am dorit să înțelegem dacă această clasificare poate 

fi realizată folosind biopsiile prelevate endoscopic, cu toate limitările inerente acestor probe. 

Am utilizat două loturi diferite de pacienți cu CG diagnosticați prin biopsiere endoscopică. 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 țesutului inclus pentru a permite 

tăierea de noi secțiuni, efectuate în 2013. Lotul prospectiv a cuprins 30 de pacienți consecutivi 

cu ADK gastric sau OGJ confirmați prin biopsie prelevată endoscopic în rutina de diagnostic, 

între lunile mai - noiembrie 2023. 
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30. Fiecare caz a fost adnotat pentru a se verifica prezența unui materialul suficient pentru  

diagnostic și pentru a se stabili timpul de răspuns (TAT). Cazurile discordante au fost analizate 

în cadrul unei conferințe medicale și s-a ajuns la un diagnostic de consens.  

31. A fost efectuat un studiu de timp și mișcare pentru a oferi o indicație cu privire la 

resursele suplimentare necesare pentru a evalua toți biomarkerii și pentru a oferi o clasificare 

finală. Acest lucru a fost realizat prin măsurarea timpului necesar unui medic anatomo-patolog 

pentru a examina un caz care fusese diagnosticat anterior ca fiind carcinom și pentru care toți 

biomarkerii suplimentari au fost pregătiți, iar preparatele histopatologice digitalizate. 

32. Executarea în timp util a clasificării propuse de noi a necesitat coordonarea cu personalul 

din laborator.  

33. Toate secțiunile necesare au fost tăiate în avans, după stabilirea diagnosticului de CG  

invaziv. Am constatat că 16 secțiuni de rezervă au fost suficiente. Am avut un singur caz (dintr-

un total de 54) în care țesutul a fost epuizat și un singur test nu a putut fi efectuat (Claudin18.2).  

34. Am demonstrat că, în timp ce o abordare „pas cu pas” ar economisi costurile reactivilor, 

ar crește timpul atât pentru tehnicieni, cât și pentru medicii anatomo-patologi și, în cele din 

urmă, ar fi mai costisitoare pentru serviciu; prin urmare, planificarea tuturor testelor în avans 

permite personalului din laborator să optimizeze utilizarea imunostainerelor și să minimizeze 

impactul asupra capacității, creând, în mod paradoxal, chiar mai multă capacitate. 

35. Interpretarea corectă a tuturor testelor pe lame histopatologice este esențială pentru 

implementarea cu succes a acestei clasificări. 

36. Există un consens în ceea ce privește acordarea unui scor și interpretarea tuturor 

biomarkerilor pe care i-am utilizat în studiu, cu excepția p53. De aceea, am subliniat importanța 

acestui marker și modul în care interpretarea sa ar trebui să fie mai precisă.  

37. Am concluzionat că această clasificare de lucru efectuată pe lame histopatologice poate 

fi utilizată și în cadrul biopsiilor endoscopice, necesită o modificare minoră asupra căilor tisulare 

existente și poate fi livrată cu un TAT scurt, corespunzând cerințelor pacienților cu CG.  

38. Marea limitare a acestui studiu este lipsa rezultatelor supraviețuirii și a efectelor post-

tratament. 

39. Sunt necesare studii viitoare care să se axeze pe relația dintre clasificarea pe care am 

propus-o, ce are potențialul de a fi implementată în diagnosticul de rutină în orice laborator de 
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Anatomie Patologică și rezultatele tratamentului, efectele acestuia cît și corelarea cu 

supraviețuirea pacienților. 

40. Considerăm că această clasificare este necesară în practica uzuală de diagnostic, studiul 

doctoral fiind un prim pas în vederea promovării implementării acesteia la nivel internațional. 

Totodată, cu ajutorul microscopiei digitale putem realiza o bibliotecă virtuală și în final se pot 

efectua studii de largă amplitudine, inter-instituționale.  
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