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Introducere

In secolul XXI, cancerul este o problema sociald, de sinitate publicd si economica
semnificativa. La nivel international, acesta este responsabil pentru aproape unul din sase
decese (16,8%) si unul din patru decese (22,8%) cauzate de boli netransmisibile, respectiv
trei din zece decese premature cauzate de boli netransmisibile sunt cauzate de aceasta boala
(30,3% la persoanele cu varsta de 69 de ani si peste), iar in 177 din 183 de tari, cancerul este
una dintre primele trei cauze de deces pentru aceasta grupa de varsta [1].

Cancerul nu numai ca reduce semnificativ speranta de viata, dar implicd si costuri
sociale si economice semnificative care diferd in functie de tipul, zona geografica si sexul
pacientului [2].

Avand 1n vedere ocuparea a cate unui loc in top 5 cancere la nivel mondial in 2022 din
punct de vedere al incidentei si mortalitatii conform Agentiei Internationale de Cercetare a
Cancerului (Tabel 1) [1,3], am considerat cd abordarea cancerului pulmonar si colorectal
aduce o contributie importantd comunitatii stiintifice la nivel international.

Tabel 1. Top 5 incidenta si mortalitate prin cancer la nivel mondial in 2022 [1,3].

Top |Localizare cancer [Incidenta [Top [Localizare cancer Mortalitate
Trahee, bronhii si
1 _ 2480675 |1 Trahee, bronhii si plaméani (1817469
pladmani
2 San 2296840 |2 Colorectal 904019
Ficat si cdile biliare
3 Colorectal 1926425 |3 i _ 758725
intrahepatice
4 Prostata 1467854 |4 San 666103
5 Stomac 068784 5 Stomac 660175

In ceea ce priveste incidenta si mortalitatea pe tipuri de cancer in Romania in anul
2022, datele raportate catre Agentia Internationald de Cercetare a Cancerului coincid pentru
mortalitatea prin cancer pulmonar si colorectal, dar incidenta cancerului colorectal este pe

primul loc (Tabel 2) [1,3].



Tabel 2. Top 5 incidenta si mortalitate prin cancer in Romania n 2022 [1,3].

Top |Localizare cancer [Incidenta Top |Localizare cancer Mortalitate
1  [Colorectal 13541 1 Trahee, bronhii si plamani {10530
2 San 12685 2 Colorectal 7381
Trahee, bronhii si
3 11716 3 San 3877
plamani
Ficat si cdile biliare
4 [Prostata 10442 4 i ] 3495
intrahepatice
5 |Vezica urinara 0157 5 Pancreas 3209

I. Partea generala

1. Cancerul pulmonar

1.1. Epidemiologia cancerului pulmonar

Cancerul pulmonar ocupa primul loc 1n incidenta cancerelor la nivel mondial, in 2022
inregistrand un numar de 2,48 milioane de cazuri noi si primul loc in randul decesele prin
cancer cu un numar de 1,8 milioane de decese [1].

In 2022, potrivit Agentiei Internationale de Cercetare a Cancerului, in Romania au fost
diagnosticate 104.661 de cazuri noi de cancer si au fost Inregistrate 56.216 decese cauzate
de acesta. Romania are una dintre cele mai mari rate de mortalitate din Europa pentru
majoritatea cancerelor [4].

Conform unui studiu recent, adenocarcinomul a fost cel mai raspandit subtip de cancer
pulmonar la nivel mondial in 2020, cu rate de incidentd mai mari decat cele ale carcinomului
cu celule scuamoase Tn majoritatea tarilor cu predominanta masculind si in toate cele 185 de
tari cu predominantd feminina [5].

Rata de supravietuire la cinci ani pentru cancerul pulmonar este de obicei mai mica de
20 % in majoritatea tarilor [6], cu putine variatii in functie de dezvoltarea societatii [7].

Un studiu efectuat in tarile dezvoltate privind diferentele de supravietuire in functie de
stadiu, subtip histologic si sex a aratat ca factorii legati de tratament, sistemele de asistentad

medicald si gradul de comorbiditate pot sa aiba un rol important [8].

1.2. Factorii de risc asociati cancerului pulmonar
Cancerul pulmonar este asociat cu alterari ale genelor supresoare de tumori din cadrul

genomului. Prezenta unui eveniment initiator, cum ar fi o mutatie, poate modifica gena



supresoare de tumori prin stergerea sau adaugarea de segmente de perechi de baze ADN. in
plus, expresia genelor erbB1 si/sau erbB2 contribuie la inhibarea apoptozei (moartea celulara
programata). Modificarile modelelor de expresie ale acestor gene conduc la transformarea
celulelor tintd, in special a celulelor pulmonare, in celule canceroase cu capacititi
proliferative necontrolate [9,10].

Aceste cancere sunt marcate de anumiti factori de risc de mediu si ocupationali, cum
ar fi genul, varsta, fumatul, radonul si poluarea aerului [11-15] si, mai ales, de factori
genetici.

Principalii factori de risc implicati in aparitia cancerului pulmonar sunt:

a) Genul

b) Varsta

¢) Istoricul familial
d) Fumatul

e) Radonul

f) Poluarea aerului

g) Factori genetici

Relevanta istoricului familial de cancer, in special pentru persoanele cu cancer
pulmonar cu debut precoce, a fost subliniatd prin incorporarea acestor informatii in diverse
modele de evaluare a riscului de cancer pulmonar [16,17].

In special, fumdtorii cu un istoric familial de cancer pulmonar se confrunti cu un risc
de doud ori mai mare de a dezvolta boala si chiar si nefumatorii cu un istoric familial prezinta
un risc ridicat [18].

Studiile au identificat asociatii genomice cu efect mare intre variantele genetice rare
din BRCA2 si CHEK2 si un risc crescut de cancer pulmonar cu celule scuamoase, aspecte
descrise Intr-o cohortd de populatie europeana [19].

Un studiu a raportat 22 din 21 de gene (incluzand ATM, CXCR2, CYP1A1, CYP2E1,
ERCCI, ERCC2, FGFR4, SOD2, TERT si TP53) ca prezentand asocieri semnificative cu
susceptibilitatea la cancer pulmonar [20].

Studiile de asociere la nivelul Intregului genom au identificat 18 loci genetici asociati
cu susceptibilitatea la diferite subtipuri histologice de cancer pulmonar [21]. Aceasta
cercetare a evidentiat RNASET2, SECISBP2L si NRG1 ca potentiale gene candidate, in plus
fatd de receptorul nicotinic colinergic CHRNA2 si genele OFBC1 si RTEL1 legate de
telomeri, demonstrand complexitatea geneticd care sta la baza dezvoltarii acestei malignitati

[21].



Factorii genetici implicati in susceptibilitatea la cancer pulmonar includ gene legate
de ciclul celular, cum ar fi genele supresoare de tumori p53 si p73, precum si genele de
apoptozi FAS si FASL. In plus, biomarkeri precum ADN adducts (o bucatd de ADN legati
covalent de o substantd chimica precum safrole, benzopirenediol epoxid, acetaldehidd) pot
fi utilizati pentru a evalua gradul de carcinogeneza si riscul de cancer pulmonar. In plus,
modificarile epigenetice ale ADN-ului, inclusiv metilarea ADN-ului, deacetilarea histonelor

.....

influentarea expresiei genelor [22].

1.3. Screeningul cancerului pulmonar

Cancerul pulmonar are, in general, un prognostic nefavorabil, deoarece majoritatea
pacientilor sunt diagnosticati intr-un stadiu avansat, ceea ce duce la o rata de supravietuire
la cinci ani de numai 13%, cu disparitati regionale notabile in Europa. Acest rezultat
nefavorabil este legat de identificarea tarzie a bolii, 50-70% dintre cazuri prezentandu-se de
obicei Intr-un stadiu avansat, spre deosebire de 15-25% depistate precoce [23].

Punerea 1n aplicare a programelor de screening pentru a permite detectarea precoce a
cancerului pulmonar are potentialul de a reduce ratele de mortalitate si de a imbunatati
rezultatele pentru pacienti, in special in randul populatiilor cu risc ridicat [24].

Desi cercetari semnificative au explorat potentialul biomarkerilor ca indicatori ai
cancerului pulmonar, integrarea acestora in protocoalele studiilor de screening al cancerului

pulmonar rdméane limitatd pana in prezent [25-28].

1.4. GWAS in cancerul pulmonar

In ultimii zece ani, studiile de asociere la nivel de genom privind cancerul pulmonar
au reusit sa identifice mai mult de 45 de loci genomici [19,21,29-37]. O mare parte din acesti
loci au fost asociati cu diferite subgrupe corelate cu subtipurile histologice si cu statutul de
fumadtor, indicand un proces biologic complex care sta la baza procesului oncogenic al
cancerului pulmonar.

Biomarkerii pot fi clasificati in mai multe grupuri: cei utilizati pentru diagnostic,
stadializarea bolii, prognostic si orientarea deciziilor terapeutice. In special, existi un corp
substantial de cercetare axat pe detectarea precoce a cancerului pulmonar fara celule mici
(NSCLC), in timp ce studiile de evaluare si predictie a raspunsului terapeutic s-au extins, de
asemenea, rapid [38—40].

Evaluarea celulelor tumorale circulante (CTC) prezinta o mare valoare in evaluarea

atat a markerilor de diagnostic, cat si a eficacitatii terapeutice [38].



Evaluarea expresiei ACE, aldosteronului, timidilat-sintetazei, PD-1/PD-L1 si ERCC1
s-a dovedit a fi esentiald in evaluarea eficacititii terapeutice, aliniindu-se la abordarea
tratamentului personalizat pentru cancerul pulmonar fara celule mici [38].

Cuantificarea expresiei ARN-ului lung necodificator SPRY4-IT1 a oferit informatii
valoroase cu privire la mecanismele de dezvoltare si prognostic ale cancerului pulmonar,
facandu-1 o tintd promitatoare pentru cercetari si investigatii viitoare [40].

Printre biomarkeri identificati In diferite studii, receptorii de folat exprimati pe celulele
tumorale circulante, care pot fi detectati in probele de sange periferic, si-au demonstrat
eficacitatea in distingerea intre bolile pulmonare benigne si cancerul pulmonar fara celule
mici (NSCLC). In plus, alti biomarkeri s-au dovedit promititori in evaluarea eficacitatii
terapeutice, 1n sprijinirea evaludrii prognostice si in orientarea selectérii celei mai adecvate

abordari terapeutice [38].
2. Cancerul colorectal

2.1. Epidemiologia cancerului colorectal

Conform estimarilor globale, In 2022 au existat peste 1,9 milioane de noi cazuri de
cancer colorectal si aproximativ 904000 de decese atribuibile acestei boli, ceea ce reprezinta
aproximativ o zecime din povara totala a cancerului la nivel mondial [1].

Cancerul colorectal ocupa locul 3 in incidenta cancerelor la nivel mondial, in 2022
inregistrandu-se 1,92 milioane de cazuri noi si locul 2 in ceea ce priveste decesele prin
cancer, cu 903.859 de decese [1].

Ca indicator al dezvoltarii socioeconomice, ratele de incidenta a cancerului colorectal
au crescut constant in tarile aflate in curs de dezvoltare [41,42], inclusiv in tarile din Europa

de Est, Asia de Sud-Est si Asia Centrala de Sud si America de Sud [43,44].

2.2. Factorii de risc asociati cancerului colorectal

Se estimeazd ca aproximativ 20% din cazurile de cancer colorectal au un istoric
familial al bolii. In plus, anumite sindroame genetice, precum cancerul colorectal ereditar
fara polipozd, reprezinta aproximativ 3% din cazurile de cancer colorectal, in timp ce
afectiuni precum sindromul Gardner si polipoza adenomatoasd familiald sunt puternic
asociate cu cancer colorectal si sunt responsabile pentru aproximativ 1% din totalul cazurilor.
Cu toate acestea, factorul predominant care determind majoritatea cazurilor de cancer
colorectal pare sa fie influenta mediului, mai mult decat alterarile genetice ereditare [45].

Aparitia cancerului colorectal pare sa fie influentatd de o serie complexa de factori,

inclusiv obiceiurile alimentare, comportamentele legate de stilul de viatd si diversele



expuneri la mediu. Factori precum mutagenii de mediu si de origine alimentara, pot contribui
la dezvoltarea acestei malignititi [46]. In plus, tulburdrile microbiomului intestinal si
inflamatia cronicd ulterioard au fost identificate ca factori de risc suplimentari pentru
cancerul colorectal, contribuind la aproximativ 20% din totalul cazurilor [47-49].
Dereglarea microbiotei intestinale pare sa promoveze o stare inflamatorie cronica care poate
precede si poate conduce la dezvoltarea tumorilor colorectale [47,50].

Aproximativ 5% din toate cazurile de cancer colorectal sunt atribuite celor mai
frecvente sindroame de cancer denumite, polipoza adenomatoasa familiala si sindrom Lynch
[51,52].

Aceasta sectiune va examina diversii factori de risc asociati cu cancerul de colorectal:

a) Varsta

b) Istoricul familial si genetica

c) Factori legati de stilul de viata

2.3. Screeningul cancerului colorectal

S-a demonstrat cd screeningul si supravegherea colonoscopica reduc riscul de cancer
colorectal, permitand indepartarea directa a leziunilor precanceroase si detectarea precoce a
cancer colorectal [53,54].

Studiile au demonstrat ca testul ADN SEPT9 prezinta o sensibilitate si o specificitate
rezonabil de ridicate pentru detectarea cancerului colorectal [53].

Testele genetice pot ajuta la determinarea daca persoanele apartinand anumitor familii
au un sindrom de cancer mostenit care le creste riscul de cancer de colon [55].

2.4. GWAS in cancerul colorectal

Studiile de asociere la nivel de genom nu numai cd au identificat variante genetice
comune asociate cu susceptibilitatea la cancerul colorectal, dar au evidentiat, de asemenea,
importanta variantelor missense rare in riscul de boald [56].

Studiile de asociere la nivelul intregului genom au explorat in continuare interactiunea

dintre variatiile genetice si factorii de mediu, cum ar fi consumul de alcool [57].

II. Contributii personale

3. Ipoteza de lucru si obiectivele generale
Studiile de asociere la nivelul intregului genom folosind cohorte mari de populatie de
origine est-europeand pot fi un prim pas spre identificarea pacientilor predispusi la boli

oncologice cum ar fi cancerul pulmonar si colorectal in Romania.



Stabilirea unor asocieri Intre profilul genetic al populatiei si mecanismele care stau la
baza etiopatogeniei genetice a cancerului colorectal si pulmonar este obiectivul acestei teze.

Asocierea unei boli infectioase la o boald oncologica, afecteaza in mod negativ
calitatea vietii, numarul de spitalizari, complicatiile si prognosticul ratei de supravietuire a
pacientilor.

Mentionez ca existd foarte putine studii genetice nationale privind cancerul colorectal

si pulmonar pana la momentul publicérii acestei teze.

4. Metodologia generala a cercetarii

Datele studiului provin din grantul de cercetare ROMCAN (Genetic epidemiology of
Cancer in Romania). Acest proiect, care a fost coordonat de catre Universitatea de Medicina
si "Farmacie Carol Davila”, Facultatea de Medicind din Bucuresti, in colaborare cu
Institutul ”DeCode Genetics” din Islanda., a fost realizat in perioada 2014 — 2017. Proiectul
a evaluat factorii de risc pentru cancerele de prostata, san, colon, pldman si rect.

Studiul retrospectiv transversal a inclus pacientii din doud clinici din Bucuresti
(Clinica de Urologie "Theodor Burghele" si Clinica de Chirurgie Generald "Sfanta Maria")
pentru diverse afectiuni medicale.

Pacientii cu cancer pulmonar si colorectal care au fost tratati la clinicile participante la
proiect au alcatuit cohorta de cazuri. Pacientii fard neoplazii au constituit cohorta de control.

Inainte de inscriere in cadrul studiului, pacientii si-au dat consimtimantul informat in
scris pentru utilizarea datelor personale, clinice si a probelor biologice pentru cercetarea
genetica. Stidiul a fost aprobat de cdtre Comisia de Bioetica a Colegiului Medicilor din
Romania, iar protocoalele studiului au fost aprobate de catre Comisia Nationald de Etica a
Colegiului Medicilor din Romania.

Interviurile fatd in fatd au fost realizate de cdtre intervievatori instruiti, folosind
chestionare standardizate, pentru a colecta date personale (etnie, stare civila, educatie,
indltime si greutate), date privind stilul de viata (ocupatie, fumat, consum de cafea, alcool si

ceai) si istoricul medical (personal si familial). Pacientii inclusi in studiu au fost de origine

5. Epidemiologia genetica a cancerului pulmonar

5.1. Introducere
Obiectivele specifice sunt identificarea markerilor cu cele mai bune rezultate de
asociere cu cancerul pulmonar si identificarea celor comuni cu cei prezenti in asociatiile

fenotipului pentru infectiile tractului respirator.



5.2. Material si metoda
5.2.1. Populatia studiata

Cohorta de studiu a fost constituita din 2165 de pacienti spitalizati, dupd cum urmeaza:
1092 de cazuri de cancer pulmonar confirmate pe baza rapoartelor anatomopatologice de la
interventia chirurgicala precum rezultatele biopsiei sau citologiei si utilizand criterii clinice,
respectiv 1073 de cazuri de control constituitd prin includerea pacientilor internati pentru
patologii medicale non-oncologice.

Infectiile au fost definite cu ajutorul datelor privind pacientii internati in spital, pe baza
codurilor clasificarii internationale a bolilor (ICD)-10. Entitatile relevante din punct de
vedere clinic, cum ar fi infectiile tractului respirator inferior in contextul bolii pulmonare
obstructive cronice (BPOC), aspiratia, obstructia si infectiile oportuniste cauzate de
imunosupresie, au fost definite prin revizuirea tuturor codurilor ICD-10 disponibile.

5.2.2. Genotiparea si analiza datelor

ADN-ul a fost extras utilizind probe de tampon bucal si analizat la deCODE Genetics
(Reykjavik, Islanda). Platforma de genotipare utilizatd a fost Infinium OmniExpress-24 bead
chips (Illumina). Datele bioinformatice au fost analizate utilizand Plink! v1.07 [58,59]. 10%
din markerii disponibili au fost filtrati utilizdnd pragul de semnificatie al echilibrului Hardy-
Weinberg de 5 x 10%. SNPS cu o frecventi a alelei minore sub 1% au fost excluse. Fiecare
cromozom a fost fazat utilizand SHAPEIT [59,60]. Pentru imputare am folosit setul de date
1,000 Genomes [59,61], faza 3 octombrie 2014 utilizata pentru pacientii genotipati in 2024
cu software-ul IMPUTE2 [59,62].

Pentru testul de asociere a fost utilizat SNPTEST [63], folosind o singura variabila
binard de fenotip. Toate valorile p sunt bilaterale.

5.2.3. Selectarea SNP pentru reproducerea rezultatelor anterioare

Pe baza rezultatelor revizuirii sistematice a literaturii catalogului NHGRI a rezultatelor
variantelor anterior asociate cu cancerul pulmonar din GWAS [64], finalizatd la 11 august
2022, a fost completatd o interogare de cautare cu "cancer pulmonar" ca si cuvant-cheie.

In urma filtririi variantelor observate, am obtinut un set final de 49 de variante unice
utilizate in replicarea noastra.

Infectiile sunt in continuare evenimente frecvente in evolutia naturala a cancerului. In
timpul evolutiei bolii, pacientii cu cancer pulmonar prezinta frecvent o infectie care poate fi
fatald in cele din urma. Infectiile asociate cancerului pulmonar includ infectiile tractului
respirator inferior in contextul bolii pulmonare obstructive cronice (BPOC) concomitente,

aspiratia, obstructia si infectiile oportuniste datorate imunosupresiei [65].
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A fost efectuata o interogare de cautare cu "boli infectioase ale tractului respirator” ca
si cuvant cheie. Un total de 63 de markeri au fost obtinuti initial din catalogul GWAS pe

baza cautarii prin cuvinte-cheie.

5.3. Rezultate
Au fost analizati in total un numar de 24.295.558 de markeri. Zece dintre variantele

testate Tn GWAS-ul romanesc au atins semnificatia statistica la nivelul intregului genom
(valoare p <5 x 10, iar 34 au avut valori p < 10, Fig. 5.1 prezintd un grafic Manhattan al

rezultatelor. Cele mai puternice asocieri au fost observate in cromozomii 5,6,8,10,12 si 15.

Manhattan Plot for Lung Cancer
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Fig. 5.1. Diagrama Manhattan a valorilor -log (valoarea-p) pentru variantele genetice ale
cancerului pulmonar. Axa'Y arata valorile p -log10, iar axa X arata pozitia cromozomiala.
5.3.1. Analiza genetica a SNP-ului RS2808630 — varianta genei CRP
Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 7 x 107 pentru SNP RS2808630 , care
se gaseste 1n pozitia 159711078 a cromozomului 1.
O varianta localizata dupa gena CRP este reprezentata de acest marker.
5.3.2. Analiza genetica a SNP-ului RS10849605 — varianta genei RADS2
Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 6 x 107 pentru SNP RS10849605, care
se gaseste 1n pozitia 1064438 a cromozomului 12.
O varianta intronicd a genei RADS5?2 este reprezentatd de acest marker.
5.3.3. Analiza genetica a SNP-ului RS8042374 — varianta genei CHRNA3
Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 8 x 1012 pentru SNP RS8042374, care
se gaseste 1n pozitia 78908032 a cromozomului 15.
O varianta intronicd a genei CHRNA3 este reprezentata de acest marker.
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5.3.4. Analiza genetica a SNP-ului RS8034191 — varianta genei HYKK
Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 3 x 108 pentru SNP RS8034191, care
se gaseste 1n pozitia 78806023 a cromozomului 15.

O varianta intronica a genei HYKK este reprezentata de acest marker.

5.3.5. Analiza genetica a SNP-ului RS481519 — varianta genei NEK10
Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 2 x 10° pentru SNP RS481519, care se
gaseste Tn pozitia 27327214 a cromozomului 3.

O varianta intronica a genei NEK10 este reprezentata de acest marker.

5.3.6. Analiza genetica a SNP-ului RS55781567 — varianta genei CHRNAS
Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 1 x 10 pentru SNP RS55781567, care
se gaseste 1n pozitia 78857986 a cromozomului 15.

O variantd 5 UTR prime a genei CHRNADS este reprezentata de acest marker.

5.3.7. Analiza genetica a SNP-ului RS748404 — varianta genei TGMS5
Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 1 x 10 pentru SNP RS748404, care se
gaseste 1n pozitia 43559231 a cromozomului 15.

O varianta localizata Tnaintea genei TGMS este reprezentata de acest marker.

5.3.8. Analiza genetica a SNP-ului RS402710 — varianta genei CLPTMI1L
Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 4 x 10° pentru SNP RS402710, care se
gaseste 1n pozitia 1320722 a cromozomului 5.
O varianta intronica a genei CLPTMI1L este reprezentata de acest marker.
5.3.9. Analiza genetica a SNP-ului RS13181 — varianta genei ERCC2
Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 9 x 107 pentru SNP RS13181, care se
gaseste in pozitia 45854919 a cromozomului 19.

O variantd intronica a genei ERCC2 este reprezentata de acest marker.

5.3.10. Analiza genetica a SNP-ului RS1530057 — varianta genei RBMS3
Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 3 x 10°® pentru SNP RS1530057, care se
gaseste in pozitia 29575463 a cromozomului 3.
O varianta intronicd a genei RBMS3 este reprezentatd de acest marker.
Am examinat pozitia de expresie a fiecarei genei de mai sus in tesuturile pulmonare
prin comparatie cu celelalte tesuturi disponibile, utilizand datele care pot fi gasite in baza de

date publica The Human Protein Atlas versiunea 23.0 [66].

12



Expresia fiecarei gene in diferite probe de tesut pulmonar a fost analizata utilizand The
Human Protein Atlas versiunea 23.0 [66] si am analizat expresia ARN a fiecdrei gene in

tesuturile de la nivelul plamanului, iar rezultatele sunt prezentate in tabelul de mai jos:

SNPs Gena pTPM NTPM consens
rs2808630 CRP 0,63 0,4
rs10849605 RAD52 10,02 3,9
rs8042374 CHRNA3 0,08 0,2
rs8034191 HYKK 1,26 2
rs481519 NEK10 0,69 2,2
rs55781567 CHRNAS 0,21 0,5
rs748404 TGM5 0,14 0
rs402710 CLPTMI1L 91,99 48,2
rs13181 ERCC2 9,76 5,6
rs1530057 RBMS3 10,05 12,2

5.4. Discutii
Analizand rezultatele cu privire la locii asociati cancerului pulmonar si infectiilor

tractului respirator, am identificat o serie de puncte importante care sunt implicate in
mecanismele biologice si cdile pentru ambele patologii. Un marker interesant este
RS115602847, o varianta intronica a genei SPOCK. Se stie ca gena SPOCKI este implicata
in proliferarea si migratia celulelor cancerului pulmonar fara celule mici prin semnalizarea
Wnt/B-catenina [67].

Citand bazele de date de expresii genetice, am observat ca expresia SPOCKI atat la
nivel de proteine, cat si la nivel de ARNm a fost, de asemenea, crescuta in tesuturile si liniile
celulare NSCLC umane. Se stie ca activarea caii Wnt/B-catenin este suprimata prin
inactivarea SPOCKI1 [67]. Calea Wnt/B-catenin joacd un rol important in dezvoltarea
embrionard si homeostazia tesuturilor adulte [68]. Dereglarea semnalului Wnt/B-catenin
conduce la diverse boli canceroase si necanceroase [69].

Studii similare aratd cd SPARC/osteonectina, cwcv si kazal-like domains proteoglican
1 (SPOCKI1) este o noua gena tinta a factorului de crestere transformant-f1 (TGF-f3) care
moduleaza tranzitia epitelio-mezenchimald a celulelor cancerului pulmonar. TGF-f a fost
cunoscut anterior ca fiind un inductor important al tranzitiei epitelio-mezenchimale. Am
observat ca expresia SPOCK1 in tesuturile tumorale de cancer pulmonar este semnificativ
mai mare comparabil cu tesuturile pulmonare normale [70]. Expresia SPOCKI1 a fost, de
asemenea, semnificativ mai mare in tesuturile tumorale cu metastaze decat in tesuturile

tumorale fara metastaze [71].

13



RS553613132 este o varianta in susul genei SorCS1, o gena despre care se stie ca este
semnificativ corelatd cu prognosticul Tn mai multe tipuri de cancer [72]. Studii recente indica
o asociere puternica Intre SorCS1 si SKAM (adenocarcinom de stomac), TGCT (tumori ale
celulelor germinale testiculare), THCA (carcinom tiroidian), UVM (melanom uveal) si alte
tipuri de cancer. Acelasi studiu prezinta o extensie crescutd a ratei de mutatie in SorCS1 [73].

De asemenea, o analiza cuprinzatoare a expresiei genelor si analiza distributiei in
timpul carcinogenezei in carcinomul cu celule scuamoase al plamanului a indicat o asociere
puternici intre SorCS1 si fenotipul studiat (2,51 x 107#).

De asemenea, rezultatele anterioare sugereazd un rol important pentru regiunea
CHRNAS ca factor de risc genetic pentru obstructia fluxului aerian puternic corelata cu
fenotipul pneumoniei [74]. Identificarea unui semnal candidat pentru aceastd gend in
rezultatele din Romania poate oferi perspective viitoare cu privire la corelatia dintre cancerul
pulmonar si pneumonie.

Desi exista o serie de date corelate genetic si fenotipic in tarile din Europa de Est,
studiul a furnizat informatii valoroase cu privire la aceste doud patologii, care indica conform
datelelor epidemiologice faptul cd mai mult de jumdtate dintre persoanele cu cancer
pulmonar dezvolta o infectie a tractului respirator.

Rezultatele puternice de replicare valideaza descoperirile studiului si evidentiaza
asocieri genetice intre aceste doua fenotipuri specifice populatiei romanesti.

In ciuda faptului ca studiile de asociere a genomului sunt un tip de studiu care a fost
intens utilizat in trecut pentru prognosticul genetic, noutatea abordarii studiului se bazeaza
pe compararea a trei factori: asocierea a doud fenotipuri corelate cu o baza de date genetica
mare, lipsa de informatii similare in limba romana si rezultatele acestui studiu se pot dovedi
utile pentru dezvoltarea unor teste de prognostic genetic.

Studiul ne permite sa rafinam rezultatele asocierii si sd excludem asocierile datorate
diferentelor in definirea fenotipurilor intre cohorte. Comparativ cu studiile anterioare,
studiile de replicare pot utiliza cohorte cu caracteristici etnice si patologice diferite.

Diferentele in caracteristicile etnice si genetice conduc la rezultate de asociere diferite
si, In consecinta, markerii care s-au dovedit anterior a fi corelati cu o varianta de risc pot sa
nu prezinte o asociere intr-o populatie de etnie diferitd. Rezultatele prezentate indica faptul
ca cel putin noud variante genetice ating nivelul de semnificatie statistica la nivelul intregului

genom in cohorta de cancer pulmonar din Roméania.
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5.5. Concluzii
Markerii identificati care au aratat anterior o asociere cu infectiile tractului respirator

prezenti in rezultatele GWAS pot indica un mecanism biologic similar pentru ambele
patologii.
Rezultatele studiului valideaza SNP-urile cunoscute anterior asociate cu riscul de
cancer pulmonar in populatia romaneasca.
6. Epidemiologia genetica a cancerului colorectal
6.1. Introducere
In studiul de fata incerc sa identific markerii genetici asociati cu susceptibilitatea la
cancer colorectal utilizand un studiu de asociere pe Intreg genomul si sa evaluez markerii
genetici identificati in contextul infectiilor asociate SARS-CoV-2 in populatia Roméaniei.
6.2. Material si metoda
6.2.1. Populatia studiata
Cohorta de studiu a fost constituitd din 1645 de pacienti spitalizati, dupa cum urmeaza:
576 de cazuri de cancer colorectal confirmate histopatologic si 1069 de cazuri de control

constituitd prin includerea pacientilor internati pentru patologii medicale non-oncologice.

6.2.2. Genotiparea si analiza datelor
ADN-ul a fost extras din sangele integral, analizat la deCODE Genetics (Reykjavik,

Islanda) si genotipat cu ajutorul Infinium OmniExpress-24 bead chips (Illumina). Datele de
genotip au fost filtrate utilizand Plink! v1.07 [58,59]. Aproximativ 10% din SNP-urile
genotipate au fost eliminate folosind un prag de semnificatie al echilibrului Hardy-Weinberg
de 5 x 10 si prin excluderea markerilor cu o frecventd a alelei minore mai mici de 1%.
Inainte de imputare, fiecare cromozom a fost fazat intr-o singura rulare utilizind SHAPEIT
[59,60]. Markerii din faza 3 octombrie 2014 a 1.000 de genomuri [59,61] au fost imputati
in 2024 de cipuri individuale utilizand software-ul IMPUTE2 [59,62]cu o probabilitate
ulterioara de 0,9 ca prag pentru a determina genotipurile. Setul de genotipuri a fost testat
pentru eterogenitatea populatiei utilizind analiza componentelor principale in software-ul
ADMIXTURE [59,75], iar rezultatele au fost in concordantd cu o populatie omogena.
Testul de asociere a fost calculat utilizand SNPTEST [59,63], folosind o singura

variabild binard ca raspuns; toate valorile p raportate sunt bilaterale.

6.2.3. Selectarea SNP pentru reproducerea rezultatelor anterioare
La data de 4 august 2023, utilizand catalogul NHGRI de studii de asociere la nivel de

genom publicate [59,64] ca punct de plecare, a fost finalizatd o revizuire sistematica a
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literaturii de specialitate privind variantele asociate cu cancerul colorectal din GWAS

anterioare.

Dupa filtrarea rezultatelor am folosit un set final de 35 de variante distincte pentru
replicare.

A fost efectuatd o revizuire sistematicd secundara a literaturii utilizand catalogul
NHGRI al studiilor de asociere la nivel de genom publicate [59,64] cautand SNPs asociate
cu masurarea simptomelor COVID-19 ca si cuvant cheie de cautare. Pentru numarul de 15
markeri comuni identificati, am gasit 5 markeri in rezultatele GWAS roméanesti .

6.3. Rezultate

Analiza a fost efectuatd pe un numar total de 24.295.558 markeri. Dintre toate

variantele testate in probele din Romania, doi markeri au semnificatie la nivel de genom (p

< 5 x 10°®). Graficul Manhattan al rezultatelor este prezentat in Fig. 6.1.

Manhattan plot for all p values in GWAS

= logaalp)

Chromosome

Fig. 6.1. Diagrama Manhattan a valorilor -log (valoarea-p) pentru variantele genetice
ale cancerului clorectal. Axa'Y aratd valorile p -log10, iar axa X arata pozitia cromozomiala.
6.3.1. Analiza genetica a SNP-ului RS10411210 - varianta genei RHPN2

Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 5 x 10”° pentru SNP RS10411210, care
se gaseste 1n pozitia 33532300 a cromozomului 19.

O varianta intronicd a genei RHPN2 este reprezentata de acest marker.

6.3.2.  Analiza genetica a SNP-ului RS73376930 — varianta genei GREM1

Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 1 x 107! pentru SNP RS73376930, care

se gaseste 1n pozitia 33012502 a cromozomului 15.
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O varianta intronicd a genei GREM1 este reprezentatd de acest marker.

6.3.3.  Analiza genetica a SNP-ului RS12241008 — varianta genei VTI1A

Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 1 x 10”° pentru SNP RS12241008, care
se gaseste 1n pozitia 114280702 a cromozomului 10.

O varianta intronicd a genei VTI1A este reprezentatd de acest marker.

6.3.4. Analiza genetica a SNP-ului RS4939827 — varianta genei SMAD7

Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 1 x 1072 pentru SNP RS4939827, care
se gaseste 1n pozitia 46453463 a cromozomului 18.

O varianta intronicd a genei SMAD?7 este reprezentatd de acest marker.

6.3.5. Analiza genetica a SNP-ului RS10936599 — varianta genei MYNN

Testul de asociere a evidentiat o valoare p de 3 x 10 pentru SNP RS10936599, care
se gaseste 1n pozitia 169492101 a cromozomului 3.

O variantd intronica a genei MYNN este reprezentata de acest marker.

Am examinat pozitia de expresie a fiecarei gene in tesuturile tractului gastrointestinal
prin comparatie cu celelalte tesuturi disponibile, utilizand datele care pot fi gasite in baza de
date publica The Human Protein Atlas versiunea 23.0 [66].

Expresia fiecarei gene 1n diferite probe de tesuturi ale tractului gastrointestinal a fost
analizata utilizand The Human Protein Atlas versiunea 23.0 [66] si am analizat expresiei
ARN a fiecarei genei in tesuturile de la nivelul colonului si rectului, iar rezultatele se

regasesc 1n tabelul de mai jos:

SNPs Gena pTPM NnTPM consens colon | NTPM consens rect
rs10411210 RHPN2 12,16 22,9 18,4
rs73376930 GREM1 11,67 34,9 25,9
rs12241008 VTI1A 4,3 6,2 7,2
rs4939827 SMAD7 20,45 13,7 13,1
rs10936599 MYNN 20,45 55 6,8

6.4. Discutii

In urma pandemiei COVID-19, programele de screening ale cancerului au fost reduse
sau intrerupte, ceea ce a creat dificultati pentru diagnosticarea cancerelor, inclusiv a
cancerului colorectal [76]. Avand in vedere acest lucru, este logic sa fie necesara o abordare
diferita care presupune testarea genetica a persoanelor cu risc ridicat dupa depistarea initiala
a mutatiilor de reparare a mismatch-urilor prin evaluarea riscului utilizand calculatoarele de
risc disponibile pentru persoanele neafectate [77,78].

In majoritatea cazurilor de cancer, impactul infectiilor din sindromului respirator acut

sever cu coronavirus (SARS-CoV-2) este deosebit. Ca urmare a conditiilor de imunosupresie
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asociate bolii oncologice, majoritatea pacientilor cu cancer sunt mai vulnerabili la infectiile
cu SARS-CoV-2, prezentdnd semne si simptome mai severe decat populatia generald sau
decat majoritatea pacientilor [79,80].

Efectele COVID-19 asupra pacientilor cu cancer au facut obiectul mai multor studii
publicate. Un studiu anterior a demonstrat ca, deoarece tratamentele anticancer, cum ar fi
chimioterapia si chirurgia, induc o stare de imunosupresie sistemica, persoanele cu cancer
sunt mai susceptibile la infectii decat persoanele fard aceastd boala [81,82].

Prin compararea rezultatelor GWAS din Romaénia pentru cancerul colorectal cu
markerii publicati anterior asociati cu masurarea simptomelor COVID-19, am reusit sa
identific mai multi loci care pot fi utili n viitor pentru evaluarea tratamentului,
prognosticului si rezultatelor.

O descoperire deosebit de interesantd este reprezentata de gena TANKI. Interferonii
de tip I, care poseda caracteristici antivirale esentiale, cum ar fi capacitatea de a contracara
SARS-CoV-2, au fost identificati anterior ca fiind generati in mare parte prin intermediul
functiei de semnalizare a acestei gene [83]. Infectia asociata neoplasmelor maligne este una
dintre cele mai ingrijordtoare consecinte pe termen lung care ar putea reprezenta o
amenintare grava la adresa sanatatii publice in urmatorii ani. O serie de mecanisme esentiale
cu rol in initierea si evolutia cancerului sunt afectate de infectia cu SARS-CoV-2 [84].

Seturile de date de secventiere ARN ale celor doua boli au fost utilizate in studii
anterioare pentru a identifica mai mult de 200 de gene comune exprimate diferentiat. Prin
urmare, investigarea cauzei care std la baza acestor doud boli este esentiald [85].
Susceptibilitatea la infectia cu SARS-CoV-2 poate fi crescuta la pacientii cu cancer
colorectal care supraexprima gena TANK1 [86,87].

De asemenea, in diferite populatii, polimorfismul genei TANK a fost asociat si cu
efectele virusului hepatitei B, aceasta gena fiind studiatd anterior in legdturd cu prognosticul
diferitelor infectii si boli [88].

Gena HIGDI1A este o altd gend care joacad un rol in suprimarea specificd a genelor
mitocondriale de baza in timpul infectiei cu SARS-CoV-2. In tesuturile pacientilor infectati
cu SARS-CoV-2, a existat o crestere a expresiei genelor precum C20rf69 si HIGDI1A, care
regleazda OXPHOS, precum si transcriptiile mitocondriale MT-CO3, MT-ATP6 si MT-ND6.
In plus, a existat o suprareglare a genelor care controleazi apoptoza si metabolismul [89].
Gena HIGD1A a fost conservata de-a lungul evolutiei si este exprimata pe scard larga intr-o
varietate de tesuturi. Aceasta este implicatd In prevenirea apoptozei si ajutd la supravietuirea

diferitelor tipuri de celule in medii hipoxice [90].
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In plus, biomarkerii care pot ajuta la prognosticul afectirii gustative si olfactive
datorata complicatiilor COVID-19 au fost identificati prin analizd computationala. Studiile
anterioare au identificat gene candidate care pot ajuta la screeningul pacientilor cu COVID-
19 si deficiente olfactive si gustative pe baza unor tehnici sofisticate de invatare automata.
CCDC13 a fost una dintre cele mai semnificative gene cu posibile interactiuni Intre sistemul
olfactiv si raspunsurile inflamatorii provocate de o infectie virald. Variantele genetice pentru
aceastd gena au fost identificate intr-un studiu GWAS care s-a realizat utilizand date din
Romaénia [91].

Este important sd intelegem ca, in situatii epidemiologice deosebite cum ar fi
pandemia, reorganizarea si modificarea strategiilor privind metodele de screening pot fi
benefice. COVID-19 a avut un impact semnificativ asupra screeningului cancerului
colorectal, precum si asupra modului in care 1l vom vedea in viitor.

6.5. Concluzii

Datele obtinute de la 576 de pacienti din Romania cu cancer colorectal au evidentiat
mai multe SNP-uri (localizate in special pe cromozomii 2 si 3) care corespundeau datelor
publicate anterior (preluate din bazele de date GWAS Catalog si dbSNP).

Am comparat rezultatele GWAS realizat pe populatia din Roméania pentru cancer
colorectal cu markerii cunoscuti in literatura de specialitate ca fiind asociati cu masurarea
simptomelor COVID-19. Aceasta analiza a condus la descoperirea unor loci potentiali care
ar putea fi utilizati In studii viitoare pentru evaluarea tratamentului, prognosticului si
rezultatelor in viitor.

7. Concluzii si contributii personale

7.1. Concluzii

Pe parcursul tezei de doctorat au fost redactate doua articole de specialitate: ,,A
genome-wide association study in a romanian lung cancer cohort identifies multiple loci
associated with susceptibility to respiratory tract infections” si ,,A genome-wide association
study in a romanian colorectal cancer cohort identifies genetics markers associated with
susceptibility to SARS-COV-2 infections” care au fost publicate in reviste de specialitate.

La finalizarea tezei de doctorat am infiintat o baza de date si o biobanca speciala pentru

cercetarea cancerului pulmonar si colorectal in populatia Romaniei.
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7.2. Contributii personale

Am publicat doud studii de tip GWAS care au investigat cancerul pulmonar si
colorectal intr-o populatie din Romania, asa cum am mentionat in capitolul “Lista cu
lucrarile stiintifice publicate”.

Prin evaluarea profilului genetic asociat cancerului pulmonar si colorectal intr-o
populatie din Roméania, am identificat un set de markeri care prezintd valoare predictiva.
Markerii identificati si caracteristicile acestora pentru cancerul pulmonar se ragdsesc in
capitolul 5.3, iar pentru cancerul colorectal in capitolul 6.3.

Ca urmare a stabilirii frecventei alelelor de risc pentru cancerul pulmonar in capitolele
5.3.1 pana la 5.3.10 si pentru cancerul colorectal in capitolele 6.3.1 pana la 6.3.5, se va putea
realiza evaluarea riscului ereditar in familiile cu risc genetic.

Am realizat o bazd de date si o biobanca speciald pentru cercetarea cancerului
pulmonar si colorectal in populatia Romaniei.

Datele obtinute pot sa constituie baza elaborarii unor programe nationale de screening
genetic pentru cancerul pulmonar si colorectal.

Analiza realizatd in cadrul proiectului ROMCAN a dus la o evaluare la nivelul
intregului genom a unei cohorte din populatia din Romania, aceasta reprezentand una dintre
putinele studii de tip GWAS realizate la nivel national si care plaseaza tara noastrd in

comunitatea internationald de cercetare care utilizeaza acest tip de studii.
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