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Introducere

In ciuda progreselor importante ale tehnicilor diagnostice si instrumentelor terapeutice, prognosticul
cancerului gastric (CG) 1n stadiile avansate ramane nefavorabil din cauza depistarii tardive, heterogenitatii
tumorale si eficacitatii limitate a terapiilor sistemice. Aceastda realitate clinica subliniaza necesitatea
identificarii a noi biomarkeri implicati in mecanismele moleculare ale CG, precum si noi tinte terapeutice care
sa imbunatateasca stratificarea pacientilor si managementul terapeutic.

Obiective generale

Aceastd teza de doctorat a dorit sa contribuie la o Intelegere mai profunda a arhitecturii imuno-
oncologice a CG prin caracterizarea modelelor de expresie imunohistochimica ale infiltratului limfocitar
tumoral (TILs), ligandului-1 al mortii programate (PD-L1) si lectina 15 de tipul imunoglobulinelor cu afinitate
pentru acidul sialic (Siglec-15). Expresiile acestora au fost corelate cu date clinicopatologice si parametrii de
agresivitate in adenocarcinomul gastric (ACG). Astfel, prin identificarea cdilor de evadare imuna
complementare sau alternative, cum este Siglec-15, putem contribui la dezvoltarea unor noi terapii combinate
sau strategii de selectie a pacientilor, indreptandu-ne citre abordari cat mai personalizate si mai eficiente In
imunoterapia CG.

Metodologie generala

Cele patru studii cuprinse 1n teza de doctorat au inclus 133 de pacienti diagnosticati cu ACG 1n perioada
2020 si 2021 in cadrul Departamentului de Anatomie Patologica al Spitalului Clinic Judetean din Targu Mures,
Romania. Fragmentele tisulare prelevate din piesele de rezectie gastrica au fost colorate cu hematoxilina-
eozind si imunohistochimic (IHC) prin intermediul imunostainerelor automate BechMark GX (Ventana Medical
Systems Inc., Tucson, AZ, SUA), respectiv Dako Autostainer Link 48 (Agilent Technologies, Glostrup,
Danemarca). Toate coloratiile si reactiile IHC au fost efectuate conform protocoalelor producatorilor. Pentru
morfometria digitald, lamele analizate au fost scanate folosind scannerul Leica Aperio AT2 (Leica Biosystems,
Wetzlar, Germania). Ulterior, pentru aprecierea numarului/densitatii celulelor imune s-a utilizat programul de
morfometrie digitala QuPath (versiunea 0.5.0) dezvoltat de Institute of Cancer Research, Irlanda de Nord.
Analiza statistica a fost realizata cu GraphPad Prism, versiunea 10.4.1 (GraphPad Software, Boston, SUA) si
Microsoft Excel (Microsoft Office 365, versiunea 2408, Washington, SUA).

Studiul nr. 1. Valoarea prognostica si implicatiile histopatologice ale scorului Klintrup-Mikinen
(KM) in adenocarcinoamele gastrice

Scopul: Studiul a analizat fezabilitatea utilizarii scorului KM ca metoda semicantitativa de apreciere a
infiltratului imun peritumoral in practica histopatologica de rutina a ACG.
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in plan secundar, a fost evaluatid semnificatia prognostica a scorului KM, prin corelatia cu parametrii
clinico-patologici: clasificarea pTNM, gradul de diferentiere histologica, statusul nodulilor limfatici, prezenta
invaziei limfovasculare si perineurale. Prin aceastd abordare, cercetarea si-a propus sa contribuie la cresterea
preciziei prognostice si la identificarea unor subgrupuri de pacienti care ar putea beneficia de protocoale
terapeutice personalizate, in functie de raspunsul imun peritumoral.

Concluzii: Scorul KM redus a fost asociat cu un comportament biologic mai agresiv, fiind mai frecvent
raportat in ACG slab diferentiate si stadiile avansate, cu invazii limfovasculare si perineurale. Desi nu
inlocuieste testele IHC sau moleculare, poate imbunatati acuratetea prognosticului pacientilor cu ACG.
Integrarea scorului KM in evaluarea histopatologica ar putea facilita identificarea pacientilor eligibili pentru
imunoterapie si sa contribuie la un management personalizat al ACG.

Studiul nr. 2. Evaluarea expresiei si impactului prognostic al biomarkerilor Siglec-15 si PD-L1 in
adenocarcinoamele gastrice

Scop: Acest studiu a evaluat expresia tumorala a moleculei SIGLEC-15 in ACG si a analizat corelatiile
acesteia cu parametrii clinico-patologici si influenta sa asupra supravietuirii pacientilor. in paralel, a fost
investigata expresia PD-L1 cu scopul de a explora o posibild asociere intre cei doi biomarkeri imunologi in ACG.
Prin urmare, o intelegere aprofundata a interactiunii acestora ar putea contribui la o stratificare prognostica
mai precisa si constitui baza unor noi abordari terapeutice imunomodulatoare.

Concluzii: Studiul prezent a evidentiat semnificatia clinica a expresiei SIGLEC-15 1n ACG. Expresia
crescuta a SIGLEC-15 a fost asociata cu invazia limfatica, vasculara si perineurald, precum si cu reducerea
semnificativa a supravietuirii globale. Mai mult decat atat, pacientii cu supraexpresia ambilor markeri (SIGLEC-
15 si PD-L1-1) au avut cea mai redusa rata de supravietuire. Aceste elemente sugereaza ca SIGLEC-15 reflecta
nu doar comportamentul biologic agresiv al CG, ci adauga si valoare prognostica atunci ciand este evaluat
impreuna cu PD-L1. Aceastd abordare duala poate imbunatati stratificarea prognostica a pacientilor si sustine
dezvoltarea strategiilor combinate de inhibare a punctelor de control imun in ACG.

Studiul nr. 3. Cuantificarea digitala a limfocitelor CD4+ si CD8* si corelatia cu expresia PD-L1 in
adenocarcinoamele gastrice

Obiective: Scopul principal al studiului a fost reprezentat de cuantificarea prin morfometrie digitala a
densitatii limfocitelor T CD8" si CD4+, cu determinarea raportului CD8*/CD4", in asociere cu parametrii de
agresivitate histopatologici si supravietuirea globali in ACG. in plan secundar a fost analizati relatia dintre
limfocitele T CD8* si PD-L1, in incercarea de a raspunde la incertitudinea valorii prognostice a PD-L1 ca
biomarker singular in ACG rezecabil.

Concluzii: in studiul prezentat densitatea crescuti a infiltratului limfocitar CD8* cuantificat prin
morfometrie digitalda nu a fost asociat cu parametri histopatologici tumorali de agresivitate. Pe de alta parte,
pacientii cu un infiltrat limfocitar CD8+ bogat au prezentat supravietuire globala mai mare. Toate aceste
aspecte subliniaza potentialul rol al CD8 ca marker prognostic in ACG. Raportul CD8*/CD4+* a urmat acelasi
model statistic, insi cu rezultate semnificative mai reduse. In contrast, densitatea infiltratului limfocitar CD8*
nu s-a corelat cu scorul CPS. in concluzie, rezultatele studiului au sustinut integrarea TILs in modelele
prognostice viitoare si au oferit o baza biologica pentru cercetdrile care vor investiga strategiile
imunomodulatoare la pacientii cu ACG rezecabil.
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Studiul nr. 4 Evaluarea digitala a macrofagelor si relatia cu expresia SIGLEC-15 in micromediul
tumoral al adenocarcinoamelor gastrice

Scop: Acest studiu a investigat relatia dintre macrofagele CD68* cuantificate prin morfometrie digitala,
factorii de  agresivitate histopatologica  (dimensiunea  tumorii, pT3-4/pN1-3, invaziile
limfatice /vasculare/perineurale) si supravietuirea globald in ACG rezecat. In plan secundar, a fost analizati
corelatia dintre macrofagele CD68" si expresia SIGLEC-15 in micromediul tumoral al ACG.

Concluzii: Rezultatele studiului au demonstrat ca ACG bogate in macrofage au fost mai agresive si au
avut supravietuire globala semnificativ mai redusa. Corelatia puternica observata intre densitatea
macrofagelor si expresia SIGLEC-15 a evidentiat un fenotip distinct de ACG, potential independent de profilul
imun clasic indus de PD-L1. Impreuns, aceste rezultate au subliniat relevanta prognostici a macrofagelor si
au sugerat cd utilizarea imunoterapiilor combinate ar putea imbunatati stratificarea si prognosticul
pacientilor cu ACG operabil.

Concluzii generale

Expresia crescuta a SIGLEC-15 si coexpresia SIGLEC-15 si PD-L1 s-au asociat cu stadii histopatologice
avansate de ACG si cu o supravietuire globald redusa. Densitatea macrofagelor a prezentat o corelatie puternica
cu expresia SIGLEC-15. Pacientii cu ACG si micromediu tumoral bogat in macrofage au prezentat un
comportament biologic mai agresiv, cu reducerea semnificativa a supravietuirii globale. Prezenta limfocitelor
CD8* in TILs din stroma intra- si peritumoralad s-a asociat cu un comportament tumoral mai putin agresiv.
Expresia limfocitelor CD8* nu s-a corelat semnificativ cu PD-L1. Raportul CD8+/CD4+ a prezentat o asociere
inferioara cu parametrii de agresivitate, iar evaluarea independenta a CD8+ a fost suficienta pentru estimarea
prognosticului in ACG. Scorul Klintrup-Méakinen (KM) redus s-a asociat cu tipurile slab diferentiate, cu stadiile
pT-3 si cu prezenta invaziilor limfovasculare si perineurale.



