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I. PARTEA GENERALĂ – STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII 

 

Cancerul colorectal reprezintă unul dintre cancerele cu cele mai mari rate de 

morbiditate și mortalitate în rândul pacienților cu cancer, reprezentând astfel o problemă 

majoră de sănătate în întreaga lume. 

În anul 2020, la nivel mondial, cancerul colorectal s-a situat pe al treilea loc din 

punct de vedere al incidenței, iar în rândul populației din România este al treilea cel mai 

frecvent tip de cancer la bărbați și al doilea cel mai frecvent tip de cancer la femei. Riscul 

de apariție al cancerului colorectal este influențat atât de factori de mediu, cât și de factori 

genetici. 

În ciuda eforturilor semnificative de prevenție și diagnosticare precoce, precum și a 

progreselor efectuate în tratamentul chirurgical și oncologic (radioterapie și chimioterapie), 

prognosticul cancerului colorectal rămâne unul rezervat. Mai mult decât atât, cadrele 

medicale se confruntă frecvent cu recidive și metastaze după realizarea intervenției 

chirurgicale. Trebuie menționat și rolul important al programelor de screening, cu impact 

pozitiv asupra diagnosticului precoce al cancerului colorectal, care au luat amploare în 

multe țări, precum și în România. 

În ultimele decade, comunitatea științifică s-a axat pe identificarea unor biomarkeri 

capabili de a detecta cancerul colorectal în stadii timpurii și de a stabili cu o precizie cât 

mai mare prognosticul, răspunsul la tratament, precum și riscul de recidivă și metastazare 

al acestuia. De asemenea, acești biomarkeri ar putea fi utilizați pentru identificarea unei 

susceptibilități crescute de apariție a cancerului colorectal. Mai mult decât atât, ar putea 

reprezenta și niște instrumente utile pentru terapia pacienților care nu răspund la 

tratamentul sistemic. Odată identificați acești pacienți, ei ar putea beneficia de un tratament 

precoce activ, de modificarea schemei terapeutice sau de elaborarea unui plan strategic 

pentru a preveni apariția de recidive și metastaze. 

Îmbunătățirea tehnicilor de biologie moleculară, precum și studiile de epigenetică și 

transcriptomică au dus la o mai bună înțelegere a fiziopatologiei cancerului colorectal. În 

acest sens s-au identificat numeroase tipuri de ARN ca biomarkeri potențiali în cancerul 

colorectal. În plus față de performanța diagnostică sau prognostică a unui singur 

biomarker, o combinație de diferite molecule ar putea îmbunătăți specificitatea și 

sensibilitatea mijloacelor diagnostice, prognostice și predictive. 
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II. CONTRIBUȚIA PERSONALĂ 

 

3. IPOTEZA DE LUCRU ȘI OBIECTIVELE GENERALE ALE 

CERCETĂRII 

 

Noile descoperiri cu privire la componenta genetică a procesului de carcinogeneză 

colorectală și implicarea proceselor metabolice sau a proceselor celulare, precum apoptoza 

și inflamația, conferă o nouă viziune în abordarea acestei entități patologice complexe. 

Sunt vizate molecule cu rol de biomarkeri de predicție și prognostic, precum și 

identificarea de noi ținte terapeutice cu ajutorul cărora să se dezvolte noi terapii cu menirea 

de a crește speranța și calitatea vieții pacienților. 

Luând în considerare aspectele menționate anterior, studiile din cadrul prezentei tezei 

de doctorat s-au adresat următoarelor argumente: 

1. necesitatea unei mai bune înțelegeri a mecanismelor moleculare care stau la 

baza carcinogenezei colorectale, precum și dereglările diverselor căi metabolice pentru 

identificarea celor mai fideli factori de predicție și prognostic; 

2. necesitatea identificării a noi ținte terapeutice, precum și stabilirea unor 

strategii terapeutice complementare pentru prevenirea instalării rezistenței la terapie. 

 

Scopul studiilor a constat în investigarea unor mecanisme moleculare implicate în 

apariția și progresia cancerelor colorectale și identificarea unor noi biomarkeri predictivi și 

noi posibile ținte terapeutice. 

 

Obiectivele specifice ale studiilor au fost următoarele: 

1. evaluarea expresiei genelor implicate în transportul acizilor grași și a expresiei 

microARN-urilor care țintesc aceste gene;  

2. evaluarea expresiei microARN-urilor care aparțin familiei let-7 și implicarea 

lor în reglarea genelor din calea de semnalizare IGF1; 

3. evaluarea expresiei genelor implicate în apoptoză și a interacțiunilor cu 

microARN-urile din familia let-7. 

 

Conceptul de patologie moleculară suferă modificări dinamice odată cu trecerea 

timpului, astfel încât este necesară înțelegerea mecanismelor fine implicate în apariția, 
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progresia și diseminarea cancerului colorectal, precum și dezvoltarea unor terapii țintite în 

concordanță cu noile descoperiri. Se impune alinierea cercetării românești în domeniul 

patologiei moleculare cu cea internațională și elaborarea de noi perspective de cercetare 

pentru întreaga comunitate științifică.  
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4. METODOLOGIA GENERALĂ A CERCETĂRII 

 

În vederea îndeplinirii obiectivelor propuse activitățile au fost orientate în patru 

direcții:  

 

Figura 1. Schema planului de lucru 

 

Selecția pacienților s-a realizat pe baza diagnosticului histopatologic de 

adenocarcinom colorectal. Pentru fiecare pacient s-au înregistrat următoarele caracteristici: 

parametri socio-demografici precum vârstă, sex; factori de risc precum consumul de tutun 

sau de alcool; prezența comorbidităților; localizarea tumorii; stadializarea TNM (tumoră, 

ganglioni limfatici, metastaze) și parametrii biochimici precum hemoglobină, leucocite, 

plachete, INR, fibrinogen, albumină, colesterol, trigliceride, ALT, AST, uree, creatinină, 

acid, uric, CEA, CA-19-9 și AFP.  
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Lotul control a fost reprezentat de persoane care au efectuat sceening pentru cancer 

colorectal prin colonoscopie de la care s-a recoltat prin biopsie mucoasă colonică. Pentru 

fiecare individ s-au înregistrat parametri socio-demografici precum vârstă sau sex.  

Criteriile de excludere pentru lotul control au fost următoarele:  

1. prezența cancerului colorectal și/sau a bolilor inflamatorii intestinale,  

2. terapia cu medicamente antiinflamatoare nesteroidiene în ultimele 3 luni și  

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

 

Evaluarea lotului de studiu a permis caracterizarea histopatologică, 

imunohistochimică, a statusului mutațional și MSI a țesuturilor  tumorale incluse în studiu. 

Lotul de studiu a fost reprezentat de 39 pacienți diagnosticați cu adenocarcinom colorectal. 

Pentru fiecare tumoră am verificat gradul de invazie tumorală, prezența invaziei 

perineurale și limfovasculare. Cu ajutorul testelor imunohistochimice am verificat prezența 

instabilității microsatelitare (MSI) prin testarea expresiei proteinelor implicate în procesul 

de reparare a erorilor de replicare a ADN-ului (MMR). Aceste proteine sunt reprezentate în 

principal de: MLH1, MSH2, MSH6 și PMS2. Statusul MSI a fost determinat și prin 

biologie moleculară și s-au comparat rezultatele obținute prin cele două metode în vederea 

identificării performanței și a raporului calitate/preț pentru cele două metode. Statusul 

mutațional al genei KRAS s-a determinat prin PCR-RFLP pentru detecția mutațiilor la 

nivelul codonilor 12 și 13, iar cel al genei BRAF prin PCR - hibridizare inversă pentru 

codonii 600 și 601.   

 

Prezenta lucrare a îmbinat mai multe abordări, datele clinice ale pacienților fiind 

integrate și corelate cu datele histopatologice, imunohistochimice și de biologie 

moleculară. În plus, abordarea biostatistică a permis integrarea rezultatelor obținute cu 

informațiile existente în baze de date publice folosind analiza bioinformatică. Mai specific, 

s-au folosit: 

 tehnici histopatologice pentru evaluarea inițială a tumorilor colorectale, 

precum și confirmarea țesuturilor normale, 

 tehnici imunohistochimice pentru evaluarea expresiei proteice a CD36 și a 

statusului instabilității microsatelitare (MSI), 

 tehnici de biologie moleculară pentru detecția mutațiilor KRAS, BRAF, al 

statusului instabilității microsatelitare, precum și a evaluării expresiei genice și a 

microARN-urilor în țesuturile incluse în fiecare studiu în parte, 
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 programe dedicate de analiză biostatistică pentru identificarea diferențelor 

semnificative în studiile de tip caz-control și a corelațiilor între toate rezultatele obținute, 

 tehnici de bioinformatică pentru integrarea rezultatelor obținute cu rezultate 

din literatura de specialitate și pentru identificarea interacțiunilor de tipul microARN – 

ARNm. 
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5. EVALUAREA EXPRESIEI GENELOR IMPLICATE ÎN 

TRANSPORTUL ACIZILOR GRAȘI ȘI A MICROARN-URILOR 

CARE ȚINTESC ACESTE GENE 

 

 

În primul studiu s-a evaluat expresia genelor implicate în transportul acizilor grași și 

a expresiei microARN-urilor care țintesc aceste gene.  

S-a identificat expresia genelor care codifică pentru moleculele CD36, FASN, GPC4, 

SLC27A3, SLC27A4 și BIRC5. Pe baza analizei bioinformatice am selectat un panel de 

microARN-uri implicate în reglarea expresiei genelor analizate: miR-155-5p, miR-16-5p, 

miR-27a-3p, miR-26b-5p, miR-29a-3p, miR-107 și miR-195-5p. Nivelul de exprimare a 

genelor și a microARN-urilor în țesutul tumoral a fost analizat pentru întregul lot de 

pacienți (39 pacienți), respectiv un sublot de pacienți (25 pacienți) comparativ cu țesutul 

peritumoral pereche sau cu mucoasa colonică normală recoltată de la indivizi sănătoși (18 

indivizi). De asemenea am realizat analiza statistică pentru identificarea corelațiilor dintre 

nivelul de expresie, parametrii clinici, caracteristicile histopatologice, imunohistochimice, 

statusul MSI și statusul mutațional al tumorilor. 

 

Rezultate 

Din totalul de 39 de pacienți cu diagnostic histopatologic de adenocarcinom 

colorectal, 18 (46,15%) au fost de sex masculin și 21 (53,85%) au fost de sex feminin.  

Din totalul de 18 indivizi sănătoși, 8 (44,44%) au fost de sex masculin și 10 

(55,56%) au fost de sex feminin.  

Referitor la localizarea tumorii 61,54% din pacienți (24 pacienți) s-au prezentat cu 

adenocarcinom de colon, 23,08% din pacienți (9 pacienți) s-au prezentat cu adenocarcinom 

de joncțiune recto-sigmoidiană și 15,38% din pacienți (6 pacienți)  s-au prezentat cu 

adenocarcinom de rect.  

În ceea ce privește 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 și 12,82% 

din tumori (5 tumori) au avut stadiul T4 (2 stadiul T4A și 3 stadiul T4B). 

Gradul de invazie a tumorii pentru pacienții studiați a fost: G1 pentru 15,38% din 

tumori (6 tumori),  G2 pentru 66,67% din tumori (26 tumori) și G3 pentru 17,95% din 

tumori (7 tumori). 
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Invazia limfovasculară a fost prezentă la 10 pacienți (25,64% din pacienții înrolați în 

studiu), în timp ce invazia limfovasculară a fost absentă la 19 pacienți (74,36% din 

pacienți). 

Invazia perineurală a fost prezentă la 6 pacienți (15,38% din pacienții înrolați în 

studiu), în timp ce invazia perineurală a fost absentă la 33 pacienți (84,62% din pacienți). 

Prin metoda IHC s-au identificat 4 cazuri (10,25%) negative pentru cel puțin doi 

markeri studiați (MSI-H). Rezultatele obținute pentru cei 4 pacienți cu MSI identificate 

prin IHC s-au suprapus rezultatelor obținute prin PCR. 

Mutațiile identificate prin PCR-RFLP la nivelul codonilor 12 și 13 au fost prezente la 

17 pacienți din lotul pacienților diagnosticați cu adenocarcinom colorectal (43,59% din 

pacienți).  

În ceea ce priveşte mutaţiile la nivelul genei BRAF, patru cazuri (10,26% din tumori) 

au prezentat mutaţie V600E, identificată prin tehnica PCR-hibridizare inversă. 

În cadrul lotului de pacienți cu diagnostic histopatologic de adenocarcinom 

colorectal a fost evaluată expresia imunohistochimică a CD36 pentru toate cele 39 de 

perechi de țesut tumoral – țesut peritumoral. 
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Figura 2. Expresia imunohistochimică diferențiată a CD36 în țesuturile tumorale și 

peritumorale 
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Analiza expresiei genice relative țesut tumoral versus țesut peritumoral, țesut tumoral 

versus mucoasă colonică normală, țesut peritumoral versus mucoasă colonică normală este 

prezentată în figura 3. 

 

 

 

 

Figura 3. Expresia CD36, SLC27A3, SLC27A4, FASN, GPC4 și BIRC5 în țesuturile 

tumorale, peritumorale și normale. Nivelurile de exprimare sunt prezentate ca valori medii 

ale 2−∆CT ± eroarea medie standard (SEM). 

 

Analiza in silico pentru identificarea interacțiunilor dintre microARN-uri și ARN-

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

validate cu ajutorul datelor identificate în literatura de specialitate. Pe baza acestei selecții, 
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a fost analizată expresia următoarelor microARN-uri: miR-155-5p, miR-16-5p, miR-27a-

3p, miR-26b-5p, miR-29a-3p, miR-107 și miR-195-5p.  

Prin tehnici de biologie moleculară, am identificat o afectare semnificativă a acestor 

microARN-uri în cohorta de pacienți analizată, după cum urmează: subexprimarea miR-

16-5p, miR-26b-5p, miR-107 și miR-195-5p în țesuturile tumorale comparativ cu țesuturile 

peritumorale și subexprimarea miR-195-5p și supraexprimarea miR-27a-3p în țesuturile 

tumorale comparativ cu țesuturile normale. 

 

 

 

 

Figura 4. Expresia miR-16-5p, miR-27a-3p, miR-26b-5p, miR-107 și miR-195-5p în 

țesuturile tumorale, peritumorale și normale. Nivelurile de exprimare sunt prezentate ca 

valori medii ale 2−∆Ct ± eroarea medie standard (SEM). 
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Când am comparat nivelurile microARN-urilor din țesuturile tumorale de la 11 

pacienți cu  prezență de metastaze limfoganglionare (LNI+) versus pacienți fără afectare 

ganglionară, am constatat că miR-27a-3p a fost supraexprimat (FR = 1,84; p = 0,018). De 

asemenea, la cei 11 pacienți cu afectare a ganglionilor loco-regionali am identificat o 

corelație liniară negativă între expresia miR-27a-3p și CD36 (p = 0,011,  r = -0,730) și o 

corelație pozitivă între miR-195-5p și FASN (p = 0,023, r = 0,673). 

Comparând țesuturile tumorale de la cei 6 pacienți cu invazie perineurală cu cei 19 

pacienți fără invazie am identificat supraexpresia miR-27a-3p (FR = 1,75; p = 0,014). Nu 

am identificat alte diferențe în ceea ce privește expresia microARN-urilor și a ARN-urilor 

mesagere în funcție de invazia perineurală. 
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6. EXPRESIA MICROARN-URILOR DIN FAMILA LET-7: 

IMPLICAȚII ÎN CANCERUL COLORECTAL PRIN ȚINTIREA AXEI 

IGF1 ȘI POSIBILA ASOCIERE CU INVAZIA PERINEURALĂ 

 

În cadrul acestui studiu am identificat expresia microARN-urilor din familia let-7 ca 

principali reglatori ai genelor care codifică receptorii și substraturile implicate în calea de 

semnalizare IGF1. S-a studiat expresia pentru următoarele 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 și 

hsa-let-7i-5p.  

Studiul și-a propus identificarea nivelului de exprimare a microARN-urilor în țesutul 

tumoral comparativ cu țesutul peritumoral pereche. De asemenea am realizat analiza 

statistică pentru identificarea corelațiilor dintre nivelul de expresie al microARN-urilor, 

parametrii clinici și caracteristicile histopatologice, imunohistochimice, statusul MSI și 

mutațional al tumorilor. Analiza s-a realizat pe un lot de 25 de pacienți cu cancer colorectal 

primar. 

 

Rezultate 

Din totalul de 25 de pacienți cu diagnostic histopatologic de adenocarcinom 

colorectal, 12 (46,15%) au fost de sex masculin și 13 (53,85%) au fost de sex feminin. 

Referitor la localizarea tumorii 61,54% din pacienți (24 pacienți) s-au prezentat cu 

adenocarcinom de colon, 23,08% din pacienți (9 pacienți) s-au prezentat cu adenocarcinom 

de joncțiune recto-sigmoidiană și 15,38% din pacienți (6 pacienți)  s-au prezentat cu 

adenocarcinom de rect. În ceea ce privește stadializarea TNM a tumorilor studiate: 12,00% 

din tumori (3 tumori) au fost depistate în stadiul T2, 72,00% din tumori (18 tumori) au fost 

depistate în stadiul T3 și 16,00% din tumori (4 tumori) au fost depistate în stadiul T4. 

Invazia limfoganglionilor loco-regionali a fost absentă în 13 cazuri (52% din 

pacienți) și prezentă în 12 cazuri (48% din pacienți), 7 pacienți fiind în stadiul N1 și 5 

pacienți în stadiul N2.Gradul de diferențiere a tumorii pentru pacienții studiați a fost: G1 

pentru 16,00% din tumori (4 tumori), G2 pentru 56,00% din tumori (14 tumori) și G3 

pentru 28,00% din tumori (7 tumori). 

Invazia limfovasculară a fost prezentă la 9 pacienți (36,00% din pacienții înrolați în 

studiu), în timp ce invazia limfovasculară a fost absentă la 16 pacienți (64,00% din 
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pacienți). Invazia perineurală a fost prezentă la 6 pacienți (24,00% din pacienții înrolați în 

studiu), în timp ce invazia perineurală a fost absentă la 19 pacienți (76,00% din pacienți). 

Instabilitatea microsatelitară a fost prezentă la 2 pacienți (8,00% din pacienții înrolați 

în studiu). Rezultatele obținute pentru cei 2 pacienți cu MSI identificate prin IHC s-au 

suprapus rezultatelor obținute prin PCR.  

Mutațiile identificate prin PCR-RFLP la nivelul codonilor 12 și 13 au fost prezente la 

12 pacienți din lotul pacienților diagnosticați cu adenocarcinom colorectal (48,00% din 

pacienți). În ceea ce priveşte mutaţiile la nivelul genei BRAF, două cazuri (8,00% din 

tumori) au prezentat mutaţie V600E. 

Analiza in silico pentru a evalua interacțiunea microARN – gene țintă dintre cele opt 

microARN-uri care aparțin familiei let-7 și genele implicate în calea de semnalizare IGF1 

a arătat că toate cele opt microARN-uri au fost prezise computațional sau validate 

experimental ca reglatori ai genelor selectate, cu excepția IGF2R și IRS1. 

Studiul expresiei relative a microARN-urilor dintre țesutul tumoral (T) și mucoasa 

peritumorală pereche (PT) a arătat că șapte din cele opt microARN-uri analizate au fost 

subexprimate în mod semnificativ statistic în țesutul tumoral: let-7a-5p, let-7b-5p, let-7c-

5p, let-7d-5p, let-7e-5p, let-7f-5p și let-7g-5p. Let-7i-5p a fost moderat subexprimat în 

țesutul tumoral, însă fără a atinge semnificația statistică. 

 

 

Figura 5. Nivelurile de expresie ale microARN-urilor din familia let-7 în țesuturile T și PT 

de la 25 de pacienți cu CCR. Barele reprezintă media expresiei ± SEM. Semnificația 

statistică a fost calculată cu testul Wilcoxon; ns = nesemnificativ. 
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Comparând țesuturile tumorale cu invazie perineurală (IPN+) cu cele fără invazie 

perineurală (IPN-), am identificat o supraexpresie în probele (IPN +) ale următoarelor 

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) și let-7i- 5p (FC=2,63, p=0,036).  

Studiul comparativ al microARN-urilor din familia let-7 în funcție de statusul 

mutațional al genelor KRAS și BRAF au relevat modificări de expresie în țesuturile 

tumorale cu mutații. Astfel în cele 12 țesuturi tumorale cu mutații KRAS (codonul 12 sau 

codonul 13) am constatat că miR-let-7e-5p a fost supraexprimat (FC=1,78, p=0,040) 

comparativ cu cele 13 țesuturi tumorale fără mutații KRAS. Această creștere a fost 

observată și comparând țesuturile  peritumorale ale celor două grupuri (FC=2,15; p=0,004) 

chiar dacă niciunul dintre țesuturile PT nu a prezentat mutații.  
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7. INTERRELAȚII ALE MICROARN-URILOR DIN FAMILIA 

LET-7 ȘI GENELE IMPLICATE ÎN APOPTOZĂ ȘI CALEA DE 

SEMNALIZARE NF-ΚB 

 

În cadrul acestui studiu am examinat expresia a opt gene țintă ale microARN-urilor 

din familia let-7 implicate în apoptoză și în calea de semnalizare NF-κB. Genele au fost 

identificate ca țintă prin analiza cu miRWalk și au fost reprezentate de: BCL2A1, 

BCL2L1, CASP8, CFLAR, TNFRSF10A, TNFRSF10B, TNFRSF1A și TRAF2.  

Studiul și-a propus identificarea nivelului de exprimare a genelor selectate în țesutul 

tumoral comparativ cu mucoasa colonică normală. De asemenea, am realizat analiza 

statistică pentru identificarea corelațiilor dintre nivelul de expresie genică și localizarea și 

caracteristicile histopatologice ale tumorilor. 

 

Rezultate 

Din totalul de 18 de pacienți cu diagnostic histopatologic de adenocarcinom 

colorectal, 10 (55,56%) au fost de sex masculin și 8 (44,44%) au fost de sex feminin.  

Din totalul de 18 indivizi sănătoși, 8 (44,44%) au fost de sex masculin și 10 

(55,56%) au fost de sex feminin.  

Referitor la localizarea tumorii: 66,67% din pacienți (12 pacienți) s-au prezentat cu 

adenocarcinom de colon, 27,78% din pacienți (5 pacienți) s-au prezentat cu adenocarcinom 

de joncțiune recto-sigmoidiană și 5,56% din pacienți (1 pacient) s-au prezentat cu 

adenocarcinom de rect.  

În ceea ce privește stadializarea TNM a tumorilor studiate 5,56% din tumori (1 

tumoră) au avut stadiul T2, 77,78% din tumori (14 tumori) au avut stadiul T3 și 16,67% 

din tumori (3 tumori) au avut stadiul T4. 

Gradul de diferențiere a tumorii pentru pacienții studiați a fost: G1 pentru 11,11% 

din tumori (2 tumori), G2 pentru 66,67% din tumori (12 tumori) și G3 pentru 22,22% din 

tumori (4 tumori). 

 

Studiul expresiei genice relative dintre țesutul tumoral (T) și mucoasa colonică 

normală (CTRL) a evidențiat supraexpresia semnificativă statistic în țesutul tumoral a 

tuturor genelor studiate. 
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Figura 6. Nivelul de expresie a BCL2A1, BCL2L1, CASP8, CFLAR, TNFRSF10A, 

TNFRSF10B, TNFRSF1A și TRAF2 în țesuturile tumorale de la 18 de pacienți cu cancer 

colorectal (CCR) și în mucoasa colonică normală de la 18 indivizi sănătoși (CTRL). Barele 

reprezintă media expresiei ± SEM. Semnificația statistică a fost calculată cu testul Mann 

Whitney 
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Analizând nivelurile de expresie genică în funcție de gradul de invazie al tumorilor 

am constatat o subexpresie a genelor BCL2L1 și CASP8 în tumorile slab diferențiate (G3) 

comparativ cu cele moderat diferențiate (G2). Tumorile bine diferențiate (G1) nu au 

prezentat nivel de expresie diferit cu semnificație statistică. 
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8. CONCLUZII ȘI CONTRIBUȚII PERSONALE 

 

Obiectivul principal al prezentei teze de doctorat a fost identificarea unor mecanisme 

moleculare ale carcinogenezei colorectale și a unor noi biomarkeri prognostici și predictivi 

pentru terapia țintită în cancerul colorectal.  

Mai specific, studiile au vizat trei direcții de cercetare: transportul acizilor grași, 

calea de semnalizare IGF1 și apoptoza.  

Pentru fiecare direcție de cercetare, rezultatele obținute au validat rezultatele 

existente în literatura de specialitate și au evidențiat elemente de noutate ale profilului 

molecular al pacienților cu cancer colorectal din România.  

 

1. Evaluarea expresiei genelor implicate în transportul acizilor grași și a 

expresiei microARN-urilor care țintesc aceste gene  

În acest studiu am identificat o afectare generală a expresiei genelor cheie implicate 

în metabolismul acizilor grași și un set de microARN-uri care țintesc aceste gene în 

mucoasa colorectală a pacienților cu adenocarcinom colorectal comparativ cu mucoasa 

adiacentă non-tumorală și mucoasa colonică normală.  

Nivelul de expresie al genelor CD36, FASN, GPC4, BIRC5, SLC27A3 și SLC27A4 

a fost analizat comparativ în probe pereche recoltate de la 39 pacienți cu cancer colorectal 

(țesut tumoral și țesut peritumoral) și 18 țesuturi normale recoltate de la nivelul mucoasei 

colonice a unor indivizi fără diagnostic de adenocarcinom colorectal.  

Șapte microARN-uri care țintesc gena CD36 și majoritatea genelor analizate au fost 

evaluate în 25 de pacienți și în toate controalele analizate. 

O afectare semnificativă a expresiei tuturor genelor analizate, cu excepția GPC4, a 

fost identificată în țesuturile tumorale comparativ cu cele peritumorale. Mai specific, am 

identificat subexpresia CD36, SLC27A3 și SLC27A4 și supraexpresia FASN și BIRC5. 

Comparând expresia genică între țesuturile tumorale și control, doar CD36 și SLC27A4 au 

fost subexprimate în țesutul tumoral, în timp ce FASN a fost supraexprimat. Nu au fost 

observate modificări ale nivelurilor de CD36 și SLC27A4 în țesuturile peritumorale în 

comparație cu țesutul normal, în timp ce SLC27A3, FASN și GPC4 au fost 

supraexprimate, iar BIRC5 a fost subexprimat. 

Analiza in silico a identificat șapte microARN-uri care țintesc CD36: miR-155-5p, 

miR-16-5p, miR-27a-3p, miR-26b-5p, miR-29a-3p, miR-107 și miR-195-5p. 
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Comparând expresia acestor microARN-uri între țesuturile tumorale și cele 

peritumorale am identificat subexpresia miR-16-5p, miR-26b-5p, miR-107 și miR-195-5p.  

Comparând expresia microARN-urilor între țesuturile tumorale și cele normale am 

identificat subexpresia miR-195-5p și supraexpresia miR-27a-3p. Ambele microARN-uri 

au fost supraexprimate în țesutul peritumoral comparativ cu țesutul normal. 

Analiza corelațiilor Pearson dintre nivelul de exprimare a genelor și microARN-

urilor analizate și parametrii socio-demografici, clinici și paraclinici, precum și 

caracteristicile morfofuncționale ale țesuturilor tumorale  a relevat următoarele: 

 miR-27a-3p a fost supraexprimat în țesuturile tumorale de la 11 pacienți cu 

prezență de metastaze la nivelul limfoganglionilor; la aceeași pacienți am identificat o 

corelație liniară negativă între expresia miR-27a-3p și CD36 și o corelație liniară pozitivă 

între miR-195-5p și FASN; 

 miR-27a-3p a fost supraexprimat în țesuturile tumorale de la 6 pacienți cu 

invazie perineurală 

Nu am obsevat modificări semnificative ale nivelului de expresie a genelor și 

microARN-urilor în funcție de localizarea tumorii, stadiul TNM sau gradul de invazie al 

tumorii. 

Nu au existat corelații între valorile parametrilor hematologici, biochimici, 

markerilor tumorali și nivelul de expresie al genelor studiate. 

Statusul mutațional al genelor KRAS, BRAF și statusul MSI nu au influențat 

semnificativ nivelul de exprimare genică și a microARN-urilor.  

 

2. Expresia microARN-urilor din famila let-7: implicații în cancerul 

colorectal prin țintirea axei IGF1 și posibila asociere cu invazia perineurală 

Am identificat o afectare generală a expresiei microARN-urilor din familia let7 în 

mucoasa colorectală recoltată de la 25 pacienți cu cancer colorectal comparativ cu mucoasa 

adiacentă non-tumorală. Astfel, let-7a-5p, let-7b-5p, let-7c-5p, let-7d-5p, let-7e-5p, let-7f-

5p și let-7g-5p au fost subexprimate semnificativ statistic, iar let-7i-5p a fost moderat 

subexprimat în țesutul tumoral, însă fără a atinge semnificația statistică. 

În țesuturile tumorale cu invazie perineurală let-7a-5p, let-7b-5p, let-7c-5p, let-7d-5p 

și let-7i-5p au fost supraexprimate comparativ cu țesuturile tumorale fără invazie 

perineurală. 

În țesuturile tumorale cu mutații KRAS (codonul 12 sau codonul 13) am constatat că 

miR-let-7e-5p a fost supraexprimat. Această creștere a fost observată și comparând 
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țesuturile  peritumorale ale celor două grupuri, deși țesuturile peritumorale nu au prezentat 

mutații. 

Nu au fost observate diferențe semnificative ale nivelului de expresie a microARN-

urilor analizate în funcție de caracteristicile tumorilor (localizare, grad de diferențiere 

tumorală, invazie limfovasculară, instabilitate a microsateliților) sau ale pacienților (vârstă,  

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

 

3. Interrelații ale microARN-urilor din familia let-7 și genele implicate în 

apoptoză și calea de semnalizare NF-κB 

Prin intermediul analizei bioinformatice, am identificat interacțiunile dintre 

microARN-urile din familia let7 și genele implicate în procesul de apoptoză și în calea de 

semnalizare NF-κB: BCL2A1, BCL2L1, CASP8, CFLAR, TNFRSF10A, TNFRSF10B, 

TNFRSF1A și TRAF2. 

Analiza expresiei genice pe un lot de 18 pacienți cu cancer colorectal și 18 controale 

a relevat supraexpresia celor opt gene studiate. 

Genele BCL2L1 și CASP8 au fost supraexprimate în țesuturile tumorale moderat 

diferențiate (G2) comparativ cu țesuturile tumorale slab diferențiate (G3). 

Nu am identificat diferențe atunci când am stratificat pacienții în funcție de sex, 

vârstă, prezența comorbidităților, localizarea tumorii sau stadiul TNM. 

 

 Ca o limitare a acestor studii, am putea menționa numărul scăzut de pacienți înrolați 

în studiile din prezenta teză de doctorat și lipsa evidențierii experimentale a interacțiunilor 

microARN – gene țintă.  

 

Ca o directivă de cercetare pentru studiile viitoare ne propunem aprofundarea 

acestora în cohorte mai mari de pacienți și controale, precum și validarea interacțiunilor în 

diferite linii celulare tumorale colorectale.  
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