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I. PARTEA GENERALA — STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Cancerul colorectal reprezinta unul dintre cancerele cu cele mai mari rate de
morbiditate si mortalitate Tn randul pacientilor cu cancer, reprezentand astfel o problema
majora de sanatate in intreaga lume.

Tn anul 2020, la nivel mondial, cancerul colorectal s-a situat pe al treilea loc din
punct de vedere al incidentei, iar in randul populatiei din Romania este al treilea cel mai
frecvent tip de cancer la barbati si al doilea cel mai frecvent tip de cancer la femei. Riscul
de aparitie al cancerului colorectal este influentat atat de factori de mediu, cat si de factori
genetici.

In ciuda eforturilor semnificative de preventie si diagnosticare precoce, precum si a
progreselor efectuate in tratamentul chirurgical si oncologic (radioterapie si chimioterapie),
prognosticul cancerului colorectal ramane unul rezervat. Mai mult decéat atat, cadrele
medicale se confruntd frecvent cu recidive si metastaze dupa realizarea interventiei
chirurgicale. Trebuie mentionat si rolul important al programelor de screening, cu impact
pozitiv asupra diagnosticului precoce al cancerului colorectal, care au luat amploare in
multe tari, precum si in Romania.

In ultimele decade, comunitatea stiintifici s-a axat pe identificarea unor biomarkeri
capabili de a detecta cancerul colorectal in stadii timpurii si de a stabili cu 0 precizie cat
mai mare prognosticul, raspunsul la tratament, precum si riscul de recidiva si metastazare
al acestuia. De asemenea, acesti biomarkeri ar putea fi utilizati pentru identificarea unei
susceptibilitati crescute de aparitie a cancerului colorectal. Mai mult decat atat, ar putea
reprezenta si niste instrumente utile pentru terapia pacientilor care nu raspund la
tratamentul sistemic. Odata identificati acesti pacienti, ei ar putea beneficia de un tratament
precoce activ, de modificarea schemei terapeutice sau de elaborarea unui plan strategic
pentru a preveni aparitia de recidive si metastaze.

Imbunatitirea tehnicilor de biologie moleculara, precum si studiile de epigenetica si
transcriptomici au dus la o mai buni intelegere a fiziopatologiei cancerului colorectal. Tn
acest sens s-au identificat numeroase tipuri de ARN ca biomarkeri potentiali in cancerul
colorectal. In plus fati de performanta diagnostici sau prognostici a unui singur
biomarker, o combinatie de diferite molecule ar putea imbunatati specificitatea si

sensibilitatea mijloacelor diagnostice, prognostice si predictive.



II. CONTRIBUTIA PERSONALA

3. IPOTEZA DE LUCRU SI OBIECTIVELE GENERALE ALE
CERCETARII

Noile descoperiri cu privire la componenta genetica a procesului de carcinogeneza
colorectala si implicarea proceselor metabolice sau a proceselor celulare, precum apoptoza
si inflamatia, conferd o noud viziune In abordarea acestei entitdti patologice complexe.
Sunt vizate molecule cu rol de biomarkeri de predictie si prognostic, precum si
identificarea de noi tinte terapeutice cu ajutorul carora sa se dezvolte noi terapii cu menirea
de a creste speranta si calitatea vietii pacientilor.

Luand in considerare aspectele mentionate anterior, studiile din cadrul prezentei tezei
de doctorat s-au adresat urmatoarelor argumente:

1. necesitatea unei mai bune intelegeri a mecanismelor moleculare care stau la
baza carcinogenezei colorectale, precum si dereglarile diverselor cai metabolice pentru
identificarea celor mai fideli factori de predictie si prognostic;

2. necesitatea identificdrii a noi tinte terapeutice, precum si stabilirea unor

strategii terapeutice complementare pentru prevenirea instalarii rezistentei la terapie.

Scopul studiilor a constat Tn investigarea unor mecanisme moleculare implicate in
aparitia si progresia cancerelor colorectale si identificarea unor noi biomarkeri predictivi si

noi posibile tinte terapeutice.

Obiectivele specifice ale studiilor au fost urmatoarele:
1. evaluarea expresiei genelor implicate in transportul acizilor grasi si a expresiei
microARN-urilor care tintesc aceste gene;
2. evaluarea expresiei microARN-urilor care apartin familiei let-7 si implicarea
lor in reglarea genelor din calea de semnalizare IGF1;
3. evaluarea expresiei genelor implicate Tn apoptoza si a interactiunilor cu

microARN-urile din familia let-7.

Conceptul de patologie moleculard sufera modificari dinamice odatd cu trecerea

timpului, astfel incit este necesard intelegerea mecanismelor fine implicate in aparitia,
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progresia si diseminarea cancerului colorectal, precum si dezvoltarea unor terapii tintite in
concordantd cu noile descoperiri. Se impune alinierea cercetarii romanesti in domeniul
patologiei moleculare cu cea internationald si elaborarea de noi perspective de cercetare

pentru Intreaga comunitate stiintifica.



4. METODOLOGIA GENERALA A CERCETARII

A

In vederea indeplinirii obiectivelor propuse activitdtile au fost orientate in patru

directii:

Evaluarea lotului de pacienti cu CCR (N=39)

- evaluare histopatologica

- evaluare imunohistochimica

- status mutational KRAS, BRAF
- status MSI

Studiul 1: molecule implicate in transportul acizilor grasi in CCR

Evaluarea expresiei genelor implicate in transportul acizilor grasi (39
pacienti cu CCR si lot control cu 18 pacienti) s1 a expresiel micro-ARN-
urilor care tintesc aceste gene (25 pacienti cu CCR si lot control cu 18
pacienti)

Studiul 2: calea IGF1 si familia miR let-7 in CCR

Evaluarea expresier microARN-urilor din familia let-7 s1 implicarea lor in
reglarea genelor din calea de semnalizare IGF1 (25 pacienti cu CCR)

Studiul 3: apoptoza si familia miR let-7 in CCR

Evaluarea expresier genelor implicate m apoptoza s1 a interactiunilor cu
micro-ARN-urile din familia let-7 (18 pacienti cu CCR st lot control cu 18

pacienti)

Figura 1. Schema planului de lucru

Selectia pacientilor s-a realizat pe baza diagnosticului histopatologic de
adenocarcinom colorectal. Pentru fiecare pacient s-au inregistrat urmatoarele caracteristici:
parametri socio-demografici precum varsta, sex; factori de risc precum consumul de tutun
sau de alcool; prezenta comorbiditatilor; localizarea tumorii; stadializarea TNM (tumora,
ganglioni limfatici, metastaze) si parametrii biochimici precum hemoglobina, leucocite,
plachete, INR, fibrinogen, albumind, colesterol, trigliceride, ALT, AST, uree, creatinina,

acid, uric, CEA, CA-19-9 si AFP.



Lotul control a fost reprezentat de persoane care au efectuat sceening pentru cancer
colorectal prin colonoscopie de la care s-a recoltat prin biopsie mucoasa colonica. Pentru
fiecare individ s-au nregistrat parametri socio-demografici precum varsta sau sex.

Criteriile de excludere pentru lotul control au fost urmatoarele:

1. prezenta cancerului colorectal si/sau a bolilor inflamatorii intestinale,
2. terapia cu medicamente antiinflamatoare nesteroidiene in ultimele 3 luni si

3. terapia cu medicamente anticoagulante sau antiplachetare in ultimele 3 luni.

Evaluarea lotului de studiu a permis caracterizarea histopatologica,
imunohistochimica, a statusului mutational si MSI a tesuturilor tumorale incluse 1n studiu.
Lotul de studiu a fost reprezentat de 39 pacienti diagnosticati cu adenocarcinom colorectal.
Pentru fiecare tumora am verificat gradul de invazie tumorald, prezenta invaziei
perineurale si limfovasculare. Cu ajutorul testelor imunohistochimice am verificat prezenta
instabilitatii microsatelitare (MSI) prin testarea expresiei proteinelor implicate in procesul
de reparare a erorilor de replicare a ADN-ului (MMR). Aceste proteine sunt reprezentate in
principal de: MLH1, MSH2, MSH6 si PMS2. Statusul MSI a fost determinat si prin
biologie moleculara si s-au comparat rezultatele obtinute prin cele doud metode in vederea
identificarii performantei si a raporului calitate/pret pentru cele doud metode. Statusul
mutational al genei KRAS s-a determinat prin PCR-RFLP pentru detectia mutatiilor la
nivelul codonilor 12 si 13, iar cel al genei BRAF prin PCR - hibridizare inversd pentru

codonii 600 s1 601.

Prezenta lucrare a imbinat mai multe abordari, datele clinice ale pacientilor fiind
integrate si corelate cu datele histopatologice, imunohistochimice si de biologie
moleculari. In plus, abordarea biostatistici a permis integrarea rezultatelor obtinute cu
informatiile existente in baze de date publice folosind analiza bioinformatica. Mai specific,
s-au folosit:

% tehnici histopatologice pentru evaluarea initiald a tumorilor colorectale,
precum si confirmarea tesuturilor normale,

% tehnici imunohistochimice pentru evaluarea expresiei proteice a CD36 si a
statusului instabilitatii microsatelitare (MSI),

Y tehnici de biologie moleculara pentru detectia mutatiilor KRAS, BRAF, al
statusului instabilitatii microsatelitare, precum si a evaludrii expresiei genice si a

microARN-urilor in tesuturile incluse in fiecare studiu in parte,
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Y programe dedicate de analiza biostatistica pentru identificarea diferentelor
semnificative in studiile de tip caz-control si a corelatiilor intre toate rezultatele obtinute,

& tehnici de bioinformatica pentru integrarea rezultatelor obtinute cu rezultate
din literatura de specialitate si pentru identificarea interactiunilor de tipul microARN —

ARNM.



5. EVALUAREA EXPRESIEI GENELOR IMPLICATE 1IN
TRANSPORTUL ACIZILOR GRASI SI A MICROARN-URILOR
CARE TINTESC ACESTE GENE

Tn primul studiu s-a evaluat expresia genelor implicate in transportul acizilor grasi si
a expresiei microARN-urilor care tintesc aceste gene.

S-a identificat expresia genelor care codifica pentru moleculele CD36, FASN, GPC4,
SLC27A3, SLC27A4 si BIRCS. Pe baza analizei bioinformatice am selectat un panel de
microARN-uri implicate in reglarea expresiei genelor analizate: miR-155-5p, miR-16-5p,
miR-27a-3p, miR-26b-5p, miR-29a-3p, MiR-107 si miR-195-5p. Nivelul de exprimare a
genelor si a microARN-urilor in tesutul tumoral a fost analizat pentru intregul lot de
pacienti (39 pacienti), respectiv un sublot de pacienti (25 pacienti) comparativ cu tesutul
peritumoral pereche sau cu mucoasa colonica normala recoltata de la indivizi sanatosi (18
indivizi). De asemenea am realizat analiza statisticd pentru identificarea corelatiilor dintre
nivelul de expresie, parametrii clinici, caracteristicile histopatologice, imunohistochimice,

statusul MSI si statusul mutational al tumorilor.

Rezultate

Din totalul de 39 de pacienti cu diagnostic histopatologic de adenocarcinom
colorectal, 18 (46,15%) au fost de sex masculin si 21 (53,85%) au fost de sex feminin.

Din totalul de 18 indivizi sandtosi, 8 (44,44%) au fost de sex masculin si 10
(55,56%) au fost de sex feminin.

Referitor la localizarea tumorii 61,54% din pacienti (24 pacienti) S-au prezentat cu
adenocarcinom de colon, 23,08% din pacienti (9 pacienti) S-au prezentat cu adenocarcinom
de jonctiune recto-sigmoidiana si 15,38% din pacienti (6 pacienti) S-au prezentat cu
adenocarcinom de rect.

Tn ceea ce priveste stadializarea TNM a tumorilor studiate: 15,38% din tumori (6
tumori) au avut stadiul T2, 71,79% din tumori (28 tumori) au avut stadiul T3 si 12,82%
din tumori (5 tumori) au avut stadiul T4 (2 stadiul T4A si 3 stadiul T4B).

Gradul de invazie a tumorii pentru pacientii studiati a fost: G1 pentru 15,38% din
tumori (6 tumori), G2 pentru 66,67% din tumori (26 tumori) si G3 pentru 17,95% din

tumori (7 tumori).
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Invazia limfovasculara a fost prezenta la 10 pacienti (25,64% din pacientii inrolati in
studiu), in timp ce invazia limfovasculard a fost absentd la 19 pacienti (74,36% din
pacienti).

Invazia perineurald a fost prezentd la 6 pacienti (15,38% din pacientii inrolati in
studiu), Tn timp ce invazia perineurala a fost absenta la 33 pacienti (84,62% din pacienti).

Prin metoda IHC s-au identificat 4 cazuri (10,25%) negative pentru cel putin doi
markeri studiati (MSI-H). Rezultatele obtinute pentru cei 4 pacienti cu MSI identificate
prin IHC s-au suprapus rezultatelor obtinute prin PCR.

Mutatiile identificate prin PCR-RFLP la nivelul codonilor 12 si 13 au fost prezente la
17 pacienti din lotul pacientilor diagnosticati cu adenocarcinom colorectal (43,59% din
pacienti).

Tn ceea ce priveste mutatiile la nivelul genei BRAF, patru cazuri (10,26% din tumori)
au prezentat mutatie V60OE, identificata prin tehnica PCR-hibridizare inversa.

In cadrul lotului de pacienti cu diagnostic histopatologic de adenocarcinom
colorectal a fost evaluatd expresia imunohistochimica a CD36 pentru toate cele 39 de

perechi de tesut tumoral — tesut peritumoral.

a

lonica normal
X001

Adenocarcinom colorectal vs.
mucoasa co

1-5% din celulele tumorale
sunt pozitive pentru CD36
X00T




CD36

. g e ! VS : lw .,‘- X ..W.Q " ‘s ¢ =
9¢aD nnuad aanizod juns 9¢aD nnuad aanizod yuns 9gaD nnuad aanizod juns 9cqD nnuad aanizod juns
a[eIOWM) SN[AD UIP 9,679 a[eIOWN) A[I[M[ID UIP %05-9Z a[eIOWN} AN[AD UIP 9,6/-TS a[eIOWN} A[[N[D UIP %(0T-9L

% \

L v .. )

tesuturile tumorale si

H

tiatd a CD36 in

a diferen

Figura 2. Expresia imunohistochimic

peritumorale

12



Analiza expresiei genice relative tesut tumoral versus tesut peritumoral, tesut tumoral
versus mucoasa colonica normala, tesut peritumoral versus mucoasa colonica normala este

prezentata in figura 3.
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Figura 3. Expresia CD36, SLC27A3, SLC27A4, FASN, GPC4 si BIRC5 in tesuturile
tumorale, peritumorale si normale. Nivelurile de exprimare sunt prezentate ca valori medii

ale 27CT + eroarea medie standard (SEM).
Analiza in silico pentru identificarea interactiunilor dintre microARN-uri si ARN-

urile mesagere de interes a condus la sapte microARN-uri candidate care, ulterior, au fost

validate cu ajutorul datelor identificate in literatura de specialitate. Pe baza acestei selectii,
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a fost analizatd expresia urmatoarelor microARN-uri: miR-155-5p, miR-16-5p, miR-27a-
3p, MmiR-26b-5p, miR-29a-3p, miR-107 si miR-195-5p.

Prin tehnici de biologie moleculara, am identificat o afectare semnificativa a acestor
microARN-uri in cohorta de pacienti analizatd, dupa cum urmeaza: subexprimarea miR-
16-5p, miR-26b-5p, miR-107 si miR-195-5p in tesuturile tumorale comparativ cu tesuturile
peritumorale si subexprimarea miR-195-5p si supraexprimarea miR-27a-3p in tesuturile

tumorale comparativ cu tesuturile normale.
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Figura 4. Expresia miR-16-5p, miR-27a-3p, miR-26b-5p, miR-107 si miR-195-5p in
tesuturile tumorale, peritumorale si normale. Nivelurile de exprimare sunt prezentate ca

valori medii ale 272! + eroarea medie standard (SEM).
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Cand am comparat nivelurile microARN-urilor din tesuturile tumorale de la 11
pacienti cu prezentd de metastaze limfoganglionare (LNI+) versus pacienti fara afectare
ganglionara, am constatat ca miR-27a-3p a fost supraexprimat (FR = 1,84; p = 0,018). De
asemenea, la cei 11 pacienti cu afectare a ganglionilor loco-regionali am identificat o
corelatie liniara negativa intre expresia miR-27a-3p si CD36 (p = 0,011, r =-0,730) si 0
corelatie pozitiva intre miR-195-5p si FASN (p = 0,023, r = 0,673).

Comparand tesuturile tumorale de la cei 6 pacienti cu invazie perineurala cu cei 19
pacienti fara invazie am identificat supraexpresia miR-27a-3p (FR = 1,75; p = 0,014). Nu
am identificat alte diferente n ceea ce priveste expresia microARN-urilor si a ARN-urilor

mesagere n functie de invazia perineurala.
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6. EXPRESIA MICROARN-URILOR DIN FAMILA LET-7:
IMPLICATII IN CANCERUL COLORECTAL PRIN TINTIREA AXEI
IGF1 SI POSIBILA ASOCIERE CU INVAZIA PERINEURALA

Tn cadrul acestui studiu am identificat expresia microARN-urilor din familia let-7 ca
principali reglatori ai genelor care codifica receptorii si substraturile implicate in calea de
semnalizare IGF1. S-a studiat expresia pentru urmatoarele microARN-uri: hsa-let-7a-5p,
hsa-let-7b-5p, hsa-let-7c-5p, hsa-let-7d-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-let-7f -5p, hsa-let-7g-5p si
hsa-let-7i-5p.

Studiul si-a propus identificarea nivelului de exprimare a microARN-urilor in tesutul
tumoral comparativ cu tesutul peritumoral pereche. De asemenea am realizat analiza
statistica pentru identificarea corelatiilor dintre nivelul de expresie al microARN-urilor,
parametrii clinici si caracteristicile histopatologice, imunohistochimice, statusul MSI si
mutational al tumorilor. Analiza s-a realizat pe un lot de 25 de pacienti cu cancer colorectal

primar.

Rezultate

Din totalul de 25 de pacienti cu diagnostic histopatologic de adenocarcinom
colorectal, 12 (46,15%) au fost de sex masculin si 13 (53,85%) au fost de sex feminin.

Referitor la localizarea tumorii 61,54% din pacienti (24 pacienti) S-au prezentat cu
adenocarcinom de colon, 23,08% din pacienti (9 pacienti) s-au prezentat cu adenocarcinom
de jonctiune recto-sigmoidiana si 15,38% din pacienti (6 pacienti) S-au prezentat cu
adenocarcinom de rect. Tn ceea ce priveste stadializarea TNM a tumorilor studiate: 12,00%
din tumori (3 tumori) au fost depistate in stadiul T2, 72,00% din tumori (18 tumori) au fost
depistate n stadiul T3 si 16,00% din tumori (4 tumori) au fost depistate n stadiul T4.

Invazia limfoganglionilor loco-regionali a fost absenta in 13 cazuri (52% din
pacienti) si prezenta in 12 cazuri (48% din pacienti), 7 pacienti fiind Tn stadiul N1 si 5
pacienti in stadiul N2.Gradul de diferentiere a tumorii pentru pacientii studiati a fost: G1
pentru 16,00% din tumori (4 tumori), G2 pentru 56,00% din tumori (14 tumori) si G3
pentru 28,00% din tumori (7 tumori).

Invazia limfovasculard a fost prezenta la 9 pacienti (36,00% din pacientii inrolati in

studiu), in timp ce invazia limfovasculard a fost absentd la 16 pacienti (64,00% din

16



pacienti). Invazia perineurala a fost prezenta la 6 pacienti (24,00% din pacientii inrolati in
studiu), in timp ce invazia perineurald a fost absenta la 19 pacienti (76,00% din pacienti).

Instabilitatea microsatelitard a fost prezenta la 2 pacienti (8,00% din pacientii inrolati
in studiu). Rezultatele obtinute pentru cei 2 pacienti cu MSI identificate prin IHC s-au
suprapus rezultatelor obtinute prin PCR.

Mutatiile identificate prin PCR-RFLP la nivelul codonilor 12 si 13 au fost prezente la
12 pacienti din lotul pacientilor diagnosticati cu adenocarcinom colorectal (48,00% din
pacienti). In ceea ce priveste mutatiile la nivelul genei BRAF, doud cazuri (8,00% din
tumori) au prezentat mutatie V60OE.

Analiza in silico pentru a evalua interactiunea microARN — gene tinta dintre cele opt
microARN-uri care apartin familiei let-7 si genele implicate in calea de semnalizare IGF1
a ardtat cd toate cele opt microARN-uri au fost prezise computational sau validate
experimental ca reglatori ai genelor selectate, cu exceptia IGF2R si IRSI.

Studiul expresiei relative a microARN-urilor dintre tesutul tumoral (T) si mucoasa
peritumorala pereche (PT) a aratat cd sapte din cele opt microARN-uri analizate au fost
subexprimate in mod semnificativ statistic in tesutul tumoral: let-7a-5p, let-7b-5p, let-7c-
5p, let-7d-5p, let-7e-5p, let-7f-5p si let-79-5p. Let-7i-5p a fost moderat subexprimat in

tesutul tumoral, insd fara a atinge semnificatia statistica.
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Figura 5. Nivelurile de expresie ale microARN-urilor din familia let-7 in tesuturile T si PT
de la 25 de pacienti cu CCR. Barele reprezintd media expresiei £ SEM. Semnificatia

statistica a fost calculata cu testul Wilcoxon; ns = nesemnificativ.
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Comparand tesuturile tumorale cu invazie perineurald (IPN+) cu cele fara invazie
perineurala (IPN-), am identificat o supraexpresie in probele (IPN +) ale urmatoarelor
microARN-uri: let-7a-5p (FC=2,30, p=0,014), let-7b-5p (FC=2,87, p=0,006), let-7c-5p
(FC=3,65, p=0,011), let-7d-5p (FC=2,71, p=0,009) si let-7i- 5p (FC=2,63, p=0,036).

Studiul comparativ al microARN-urilor din familia let-7 in functie de statusul
mutational al genelor KRAS si BRAF au relevat modificari de expresie in tesuturile
tumorale cu mutatii. Astfel in cele 12 tesuturi tumorale cu mutatii KRAS (codonul 12 sau
codonul 13) am constatat cd miR-let-7e-5p a fost supraexprimat (FC=1,78, p=0,040)
comparativ cu cele 13 tesuturi tumorale fard mutatii KRAS. Aceastd crestere a fost
observata si comparand tesuturile peritumorale ale celor doud grupuri (FC=2,15; p=0,004)

chiar daca niciunul dintre tesuturile PT nu a prezentat mutatii.
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7. INTERRELATII ALE MICROARN-URILOR DIN FAMILIA
LET-7 SI GENELE IMPLICATE IN APOPTOZA SI CALEA DE
SEMNALIZARE NF-KB

Tn cadrul acestui studiu am examinat expresia a opt gene tintd ale microARN-urilor
din familia let-7 implicate in apoptoza si in calea de semnalizare NF-kB. Genele au fost
identificate ca tintd prin analiza cu miRWalk si au fost reprezentate de: BCL2AI,
BCL2L1, CASP8, CFLAR, TNFRSF10A, TNFRSF10B, TNFRSF1A si TRAF2.

Studiul si-a propus identificarea nivelului de exprimare a genelor selectate in tesutul
tumoral comparativ cu mucoasa colonicd normala. De asemenea, am realizat analiza
statistica pentru identificarea corelatiilor dintre nivelul de expresie genica si localizarea si

caracteristicile histopatologice ale tumorilor.

Rezultate

Din totalul de 18 de pacienti cu diagnostic histopatologic de adenocarcinom
colorectal, 10 (55,56%) au fost de sex masculin si 8 (44,44%) au fost de sex feminin.

Din totalul de 18 indivizi sandtosi, 8 (44,44%) au fost de sex masculin si 10
(55,56%) au fost de sex feminin.

Referitor la localizarea tumorii: 66,67% din pacienti (12 pacienti) s-au prezentat cu
adenocarcinom de colon, 27,78% din pacienti (5 pacienti) s-au prezentat cu adenocarcinom
de jonctiune recto-sigmoidiana si 5,56% din pacienti (1 pacient) s-au prezentat cu
adenocarcinom de rect.

In ceea ce priveste stadializarea TNM a tumorilor studiate 5,56% din tumori (1
tumord) au avut stadiul T2, 77,78% din tumori (14 tumori) au avut stadiul T3 si 16,67%
din tumori (3 tumori) au avut stadiul T4.

Gradul de diferentiere a tumorii pentru pacientii studiati a fost: G1 pentru 11,11%
din tumori (2 tumori), G2 pentru 66,67% din tumori (12 tumori) si G3 pentru 22,22% din

tumori (4 tumori).
Studiul expresiei genice relative dintre tesutul tumoral (T) si mucoasa colonica

normala (CTRL) a evidentiat supraexpresia semnificativa statistic in tesutul tumoral a

tuturor genelor studiate.
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Figura 6. Nivelul de expresie a BCL2A1, BCL2L1, CASP8, CFLAR, TNFRSF10A,
TNFRSF10B, TNFRSF1A si TRAF2 in tesuturile tumorale de la 18 de pacienti cu cancer

colorectal (CCR) si in mucoasa colonica normala de la 18 indivizi sanatosi (CTRL). Barele

reprezintd media expresiei = SEM. Semnificatia statistica a fost calculata cu testul Mann

Whitney



Analizand nivelurile de expresie genica in functie de gradul de invazie al tumorilor
am constatat o subexpresie a genelor BCL2L1 si CASP8 in tumorile slab diferentiate (G3)
comparativ cu cele moderat diferentiate (G2). Tumorile bine diferentiate (G1) nu au

prezentat nivel de expresie diferit cu semnificatie statistica.
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8. CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Obiectivul principal al prezentei teze de doctorat a fost identificarea unor mecanisme
moleculare ale carcinogenezei colorectale si a unor noi biomarkeri prognostici si predictivi
pentru terapia tintita in cancerul colorectal.

Mai specific, studiile au vizat trei directii de cercetare: transportul acizilor grasi,
calea de semnalizare IGF1 si apoptoza.

Pentru fiecare directie de cercetare, rezultatele obtinute au validat rezultatele
existente Tn literatura de specialitate si au evidentiat elemente de noutate ale profilului

molecular al pacientilor cu cancer colorectal din Roménia.

1. Evaluarea expresiei genelor implicate in transportul acizilor grasi si a
expresiei microARN-urilor care tintesc aceste gene

Tn acest studiu am identificat o afectare generala a expresiei genelor cheie implicate
in metabolismul acizilor grasi si un set de microARN-uri care tintesc aceste gene in
mucoasa colorectala a pacientilor cu adenocarcinom colorectal comparativ cu mucoasa
adiacenta non-tumorala si mucoasa colonica normala.

Nivelul de expresie al genelor CD36, FASN, GPC4, BIRCS, SLC27A3 si SLC27A4
a fost analizat comparativ in probe pereche recoltate de la 39 pacienti cu cancer colorectal
(tesut tumoral si tesut peritumoral) si 18 tesuturi normale recoltate de la nivelul mucoasei
colonice a unor indivizi fara diagnostic de adenocarcinom colorectal.

Sapte microARN-uri care tintesc gena CD36 si majoritatea genelor analizate au fost
evaluate In 25 de pacienti si in toate controalele analizate.

O afectare semnificativa a expresiei tuturor genelor analizate, cu exceptia GPC4, a
fost identificatd in tesuturile tumorale comparativ cu cele peritumorale. Mai specific, am
identificat subexpresia CD36, SLC27A3 si SLC27A4 si supraexpresia FASN si BIRCS.
Comparand expresia genica intre tesuturile tumorale si control, doar CD36 si SLC27A4 au
fost subexprimate in tesutul tumoral, in timp ce FASN a fost supraexprimat. Nu au fost
observate modificari ale nivelurilor de CD36 si SLC27A4 1in tesuturile peritumorale in
comparatie cu tesutul normal, in timp ce SLC27A3, FASN si GPC4 au fost
supraexprimate, iar BIRC5S a fost subexprimat.

Analiza in silico a identificat sapte microARN-uri care tintesc CD36: miR-155-5p,
miR-16-5p, miR-27a-3p, miR-26b-5p, miR-29a-3p, miR-107 si miR-195-5p.
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Comparand expresia acestor microARN-uri 1intre tesuturile tumorale si cele
peritumorale am identificat subexpresia miR-16-5p, miR-26b-5p, miR-107 si miR-195-5p.
Comparand expresia microARN-urilor intre tesuturile tumorale si cele normale am
identificat subexpresia miR-195-5p si supraexpresia miR-27a-3p. Ambele microARN-uri
au fost supraexprimate in tesutul peritumoral comparativ cu tesutul normal.

Analiza corelatiilor Pearson dintre nivelul de exprimare a genelor si miCroARN-
urilor analizate si parametrii socio-demografici, clinici si paraclinici, precum si
caracteristicile morfofunctionale ale tesuturilor tumorale a relevat urmatoarele:

% miR-27a-3p a fost supraexprimat in tesuturile tumorale de la 11 pacienti cu
prezentd de metastaze la nivelul limfoganglionilor; la aceeasi pacienti am identificat 0
corelatie liniara negativa intre expresia miR-27a-3p si CD36 si o corelatie liniara pozitiva
intre miR-195-5p si FASN;

& miR-27a-3p a fost supraexprimat in tesuturile tumorale de la 6 pacienti cu
invazie perineurala

Nu am obsevat modificdri semnificative ale nivelului de expresie a genelor si
microARN-urilor in functie de localizarea tumorii, stadiul TNM sau gradul de invazie al
tumorii.

Nu au existat corelatii intre valorile parametrilor hematologici, biochimici,
markerilor tumorali si nivelul de expresie al genelor studiate.

Statusul mutational al genelor KRAS, BRAF si statusul MSI nu au influentat

semnificativ nivelul de exprimare genica si a microARN-urilor.

2. Expresia microARN-urilor din famila let-7: implicatii in cancerul
colorectal prin tintirea axei IGF1 si posibila asociere cu invazia perineurala

Am identificat o afectare generala a expresiei microARN-urilor din familia let7 in
mucoasa colorectala recoltata de la 25 pacienti cu cancer colorectal comparativ cu mucoasa
adiacenta non-tumorala. Astfel, let-7a-5p, let-7b-5p, let-7c-5p, let-7d-5p, let-7e-5p, let-7f-
5p si let-7g-5p au fost subexprimate semnificativ statistic, iar let-7i-5p a fost moderat
subexprimat in tesutul tumoral, Insd fara a atinge semnificatia statistica.

In tesuturile tumorale cu invazie perineurala let-7a-5p, let-7b-5p, let-7¢-5p, let-7d-5p
si let-7i-5p au fost supraexprimate comparativ cu tesuturile tumorale fara invazie
perineurala.

In tesuturile tumorale cu mutatii KRAS (codonul 12 sau codonul 13) am constatat ci

miR-let-7e-5p a fost supraexprimat. Aceastd crestere a fost observatd si comparand
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tesuturile peritumorale ale celor doua grupuri, desi tesuturile peritumorale nu au prezentat
mutatii.

Nu au fost observate diferente semnificative ale nivelului de expresie a microARN-
urilor analizate in functie de caracteristicile tumorilor (localizare, grad de diferentiere
tumorala, invazie limfovasculara, instabilitate a microsatelitilor) sau ale pacientilor (varsta,

sex, consum moderat de alcool si antecedente heredocolaterale pentru cancer).

3. Interrelatii ale microARN-urilor din familia let-7 si genele implicate in

apoptoza si calea de semnalizare NF-kB

Prin intermediul analizei bioinformatice, am identificat interactiunile dintre
microARN-urile din familia let7 si genele implicate in procesul de apoptoza si in calea de
semnalizare NF-xB: BCL2A1, BCL2L1, CASP8, CFLAR, TNFRSF10A, TNFRSF10B,
TNFRSF1A si TRAF2.

Analiza expresiei genice pe un lot de 18 pacienti cu cancer colorectal si 18 controale
a relevat supraexpresia celor opt gene studiate.

Genele BCL2L1 si CASP8 au fost supraexprimate in tesuturile tumorale moderat
diferentiate (G2) comparativ cu tesuturile tumorale slab diferentiate (G3).

Nu am identificat diferente atunci cand am stratificat pacientii in functie de sex,

varsta, prezenta comorbiditatilor, localizarea tumorii sau stadiul TNM.

Ca o limitare a acestor studii, am putea mentiona numarul scazut de pacienti inrolati
n studiile din prezenta teza de doctorat si lipsa evidentierii experimentale a interactiunilor

microARN — gene tinta.
Ca o directiva de cercetare pentru studiile viitoare ne propunem aprofundarea

acestora in cohorte mai mari de pacienti si controale, precum si validarea interactiunilor in

diferite linii celulare tumorale colorectale.
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