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Introducere

Cancerul de colon reprezintd o problema majora de sanatate globala, fiind al patrulea cel
mai frecvent tip de cancer si a cincea cauza principald de deces prin cancer conform
GLOBOCAN 2022, cu o prevalentd semnificativ mai mare in Asia (46.6%) si Europa (30%)
comparativ cu Africa (sub 5%), afectand intr-o proportie mai mare barbatii decét femeile, iar
incidenta este considerabil mai mare in térile cu venituri mari decat in cele cu venituri mici [1—
3]. Conform datelor GLOBOCAN 2022, in Europa, cancerul de colon reprezinta al doilea cel
mai frecvent tip de cancer, constituind 12% din totalul cazurilor, cu cea mai mare incidenta in
Danemarca si cea mai ridicata mortalitate in Ungaria; in Romania, are o frecventa de 12.9%,
fiind mai prevalent la barbati (14.1%) fatd de femei (11.6%) si reprezintd a treia cauza
principala de deces, dupa cancerul pulmonar si cel de san [4—7]. Aceste date evidentiaza variatii
semnificative in incidenta si mortalitatea cancerului de colon, influentate de factori geografici,
de gen si socio-economici, astfel ca In tarile cu venituri mari, incidenta crescuta este asociata
cu stilul de viata si diagnosticarea precoce, iar mortalitatea redusa este datorata tratamentelor
eficiente, in timp ce 1n tarile cu venituri mici, incidenta este mai scazutd, dar mortalitatea este
mai mare din cauza accesului limitat la diagnostic si tratament; in Europa, diferentele intre tari
precum Danemarca si Ungaria reflectd variatii in sistemele de sandtate, programele de
screening si practicile medicale, subliniind importanta programelor de screening si a accesului

la tratamente adecvate pentru reducerea impactului cancerului de colon la nivel global.

In ultimii 10 — 15 ani, progresele in intelegerea modificarilor histopatologice (HP) si
moleculare ale cancerului de colon au elucidat o parte din mecanismele genetice si epigenetice
ale carcinogenezei, facilitand dezvoltarea unor tratamente personalizate si precise, care vizeaza
biomarkeri moleculari precum mutatiile BRAF, KRAS si NRAS si instabilitatea microsatelitara
(MSI), prin utilizarea terapiilor inovatoare (e.g., anticorpi anti-VEGF, anti-EGFR si
imunoterapia) pentru a stopa progresia tumorald [8—13]. Integrarea constatarilor HP si
moleculare a Tmbunatdtit semnificativ intelegerea subtipurilor de cancer de colon,
exemplificatd prin clasificarea Consensului Subtipurilor Moleculare (CMS), utilizata
actualmente in cercetare, oferind o perspectiva comprehensiva asupra eterogenitatii tumorale
si facilitand identificarea unor noi biomarkeri de prognostic si predictie terapeutica
[10,12,14,15]. Cercetarile recente au evidentiat prevalenta eterogenitatii tumorale si conceptul
de eterogenitate spatiala ca biomarkeri HP esentiali de evaluat in cancerul de colon, relevand
variabilitatea anomaliilor genetice si distributia neuniforma a acestora reflectatd morfologic,

cu implicatii clinice majore asupra evolutiei bolii si a raspunsului terapeutic [14—17]. In plus,
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studiile recente au subliniat rolul crucial al micromediului tumoral (MT) in progresia
cancerului de colon, iar intelegerea interactiunilor complexe dintre celulele tumorale si
componentele acestuia (stroma si reteaua de celule imune) a deschis noi perspective pentru
ghidarea deciziilor terapeutice (e.g., imunoterapia) si dezvoltarea de terapii tintite [18,19]. in
contextul noutatilor stiintifice privind biomarkerii moleculari pentru cancerul de colon,
proteina CDX2 s-a dovedit a fi un factor de prognostic promitator, suplinind deficitul actual de
biomarkeri specifici, avand in vedere ca gena BRAF este singurul biomarker molecular de
prognostic independent validat si recomandat de ghidurile internationale [12,20]. Studiile
indica rolul crucial al genei CDX2 in supresia tumorald, iar deletia sa este asociata cu un
comportament tumoral agresiv; in plus, variabilitatea expresiei sale imunohistochimice (IHC)
intra-tumorale, datoratd interactiunilor cu MT, subliniazd importanta evaludrii acesteia in

contextul eterogenitdtii tumorale [12,20-23].

Motivatia cercetarii cancerului de colon se bazeaza pe importanta sa majord pentru
sandtatea publicd si pe necesitatea abordarilor inovative in evaluarea moleculard si HP,
integrand domenii precum Oncologia, Chirurgia, Anatomia Patologica, Genetica si Biologia
Moleculard pentru a reflecta complexitatea acestei boli. In contextul sistemului medical
romanesc, identificarea de biomarkeri HP si moleculari accesibili si cost-eficienti este esentiala
pentru optimizarea managementului oncologic al acestui tip de cancer. Actualitatea cercetarii
este evidentiatd de progresele recente in intelegerea mecanismelor genetice si moleculare ale
cancerului de colon, facilitind descoperirea de biomarkeri noi si dezvoltarea de strategii
terapeutice personalizate. Noutatea temei de cercetare constd in integrarea descoperirilor
recente privind eterogenitatea tumorala In contextul variabilitdtii genetice si epigenetice, si
identificarea unor noi biomarkeri, avand ca scop avansarea oncologiei de precizie. Acest studiu
urmareste evaluarea modificarilor HP si moleculare in cancerul de colon avansat, evidentiind
insuficienta biomarkerilor conventionali actuali si investigdnd noi biomarkeri HP si moleculari
recent propusi si in curs de validare pentru imbunatatirea evaludrii prognosticului si ghidarii
deciziilor terapeutice. Studiul a utilizat o abordare retrospectiva si multifatetata, combinand
analiza descriptiva si inferentiala a datelor clinico-patologice cu evaluarea HP si IHC a probelor
de tesut tumoral din 97 de cazuri de cancer de colon avansat. Rezultatele au evidentiat corelatii
semnificative intre biomarkerii conventionali si cei noi, precum si intre acestia din urma si
parametrii de follow-up oncologic, subliniind importanta lor in predictia prognosticului bolii.
Dezvoltarea unui model inovativ de predictie, integrand atat biomarkerii conventionali, cat si

pe cei noi, a imbunatatit acuratetea prognosticului pentru cancerul de colon avansat.



1. Evaluarea Histopatologica a Cancerului de Colon

1.1. Biomarkerii Conventionali

1.1.1. Stadializarea TNM

Sistemul de stadializare patologica TNM, elaborat de AJCC si UICC in 1950, reprezinta
un cadru standardizat si fiabil pentru evaluarea extinderii cancerului de colon, esential pentru
predictia prognosticului si stabilirea tratamentului [9,14,24-26]. A 8-a editie a Manualului de
Stadializare AJCC/UICC din 2017, alaturi de ghidurile ESMO si NCCN, ofera date actualizate
despre invazia tumorald, implicarea nodulilor limfatici si prezenta metastazelor, orientand

deciziile terapeutice si de monitorizare [9,26-29].

Stadiul pT din sistemul TNM evalueaza gradul de invazie tumorala in cancerul de colon,
variind de la pTl (invadarea submucoasei) la pT4b (invadarea organelor adiacente), cu
prognostic variabil, de la favorabil la nefavorabil, in functie de profunzimea invaziei [26-29].
Editia a 8-a a manualului AJCC-TNM intdmpina provocari in distingerea intre stadiile pT3 si
pT4a, sugerand necesitatea subdivizarii pT3 pentru a imbundtdti acuratetea prognosticului si
tratamentului [9,30,31]. Stadiul pN din sistemul TNM indicd implicarea nodulilor limfatici
regionali, variind de la pN1 (1 — 3 noduli pozitivi) la pN2 (4 sau mai multi noduli pozitivi), cu
subdiviziuni bazate pe prezenta de metastaze sau depozite tumorale in nodulii limfatici [26].
Conform ghidurilor ESMO si NCCN curente, pNla, pN1b si pNlc au un prognostic mai
favorabil, in timp ce pN2a si pN2b sunt asociate cu un prognostic nefavorabil [27-29].
Provocarile acestei stadializari includ identificarea corectd a micrometastazelor, care au un
impact prognostic negativ semnificativ si necesitd utilizarea IHC pentru detectare [9,29].
Stadiul pM din sistemul TNM evalueaza metastazele la distanta, unde pM1a indicd metastaze
la un singur organ, pM1b metastaze multiple la organe diferite, si pM1c metastaze peritoneale,
cu prognostic variind de la favorabil la nefavorabil, conform ghidurilor ESMO si NCCN

[26,28,29].

Integrarea biologiei moleculare in evaluarea cancerului de colon, complementara
stadializarii TNM, a imbunatatit precizia predictiei prognosticului si a facilitat dezvoltarea de
strategii terapeutice personalizate [9,24,30-32]. Totusi, sistemul TNM actual prezintd limitari
in capturarea adecvatd a variabilitatii biologice a tumorilor si in practicile de evaluare HP,
evidentiind necesitatea unor actualizari continue pentru a reflecta mai fidel complexitatea

cancerului de colon si a imbunatati managementul clinic al pacientilor [9,30,31].



1.1.2. Subtipul Histologic si Gradul de Diferentiere Tumorala

Cancerul de colon se manifesta predominant sub forma adenocarcinoamelor (ADK), cu
ADK-ul conventional, nespecificat (NOS), reprezentind 90 — 95% din cazuri si fiind
caracterizat prin glande mari si celule cu nuclei ovoidali si numeroase figuri mitotice [33-35].
Conform clasificarii WHO din 2019, subtipurile histologice comune includ ADK-ul mucinos,
care constituie aprox. 10% din cazuri si raspunde slab la tratament in stadiile metastatice, si
ADK-ul serrat, care constituie 10 — 15% din cazuri si este frecvent localizat in colonul drept

[33-36].

Subtipurile histologice rare de cancer de colon includ ADK micropapilare si
adenomatoase, carcinoamele cu celule in ,,inel cu pecete”, adenoscuamoase, sarcomatoide si
nediferentiate NOS, fiecare avand caracteristici distincte si un prognostic variabil [35]. ADK
micropapilar si carcinomul cu celule in ,,inel cu pecete” sunt subtipuri cu comportament
agresiv, diagnosticate frecvent in stadii avansate si asociate cu un prognostic nefavorabil

[33,35].

Gradul de diferentiere tumorala, utilizat ca biomarker HP 1ncd din anii 1920 si clasificat
in trei trepte (bine, moderat si slab diferentiat), are o valoare prognostica semnificativa
independenta de stadiul bolii, desi, conform clasificarii CAP, este un marker de categoria 2A
curelevanta clinica limitatd, deciziile terapeutice bazandu-se in principal pe stadializarea TNM
[14,37-40]. Gradul de diferentiere al tumorilor colonice, reflectand nivelul de ,,maturare”
glandulara, este un indicator numeric al malignitatii bazat pe diferentele microscopice fata de
celulele normale, clasificaind tumorile in bine diferentiate (G1), moderat diferentiate (G2) si
slab diferentiate (G3), fiecare avand un prognostic diferit [14,38,41]. Conform ghidului WHO
din 2019, gradarea cancerului de colon a fost imbunatatita, clasificandu-1 in tumori de grad
scazut (G1 si G2) si tumori de grad inalt (G3), recomandand totodata ca aceastd gradare sa fie
realizatd pe piesele de rezectie chirurgicald, cu evaluarea separatd a frontului de invazie

tumorala (FIT) [14,35].

Pentru o evaluare precisd a gradului de diferentiere in cancerul de colon, este esential sa
se ia Tn considerare eterogenitatea tumorald, in special cea spatiald [14]. Evaluarea separata a
gradului de diferentiere intre centrul tumorii si FIT, conform ghidului WHO actual, permite o
stratificare mai exactd a pacientilor si furnizeaza informatii prognostice suplimentare,
complementare stadializarii TNM, contribuind astfel la optimizarea managementului

oncologic in cancerul de colon [14,35].



1.1.3.Invazia Perineurala, Limfovasculara si Budding-ul Tumoral

Invazia perineurala (IPN) si limfovasculara (ILV) sunt biomarkeri HP esentiali pentru
evaluarea prognosticului in cancerul de colon, indicdnd un comportament tumoral agresiv si
un prognostic nefavorabil, independent de stadiul bolii, conform ghidurilor curente
[9,10,26,39]. IPN 1in cancerul de colon, definita prin prezenta celulelor tumorale in contact
direct cu fasciculele nervoase, este asociatd cu un fenotip tumoral agresiv si este frecvent
intalnita in stadiile avansate, facilitind diseminarea regionala si avind o incidenta variabila
intre 9% si 42%, conform studiului realizat de Dawson et al. [9,10,26,35,39]. Tumorile
localizate In segmentele retroperitoneale prezintd o incidentd mai mare a IPN, iar prezenta
acesteia este frecvent corelatd cu ILV si metastazele ganglionare, sugerdnd necesitatea
chimioterapiei [9,39]. ILV, care se refera la patrunderea celulelor tumorale in vasele sanguine
si limfatice, este un factor de prognostic independent asociat cu o ratd crescutd de recurenta
locald si o supravietuire globald (OS) redusa [10,26]. Conform ghidurilor actuale, se recomanda
evaluarea separata a invaziei limfatice si a invaziei venoase extramurale (IVEM) si intramurale
(IVIM), cu IVEM fiind un predictor puternic pentru prognostic nefavorabil, dar dificil de
evaluat histopatologic, desi tehnicile de coloratie pentru elastind au Tmbunatatit sensibilitatea
detectdrii [9,26,32,35]. Evaluarea preoperatorie imagistica prin rezonantd magneticd este

singura modalitate fiabild pentru detectarea invaziei vasculare, in special a IVEM [32].

Budding-ul tumoral (BT), caracterizat prin prezenta celulelor izolate sau a grupurilor mici
de celule neoplazice (< 4 celule de-diferentiate) in FIT, este facilitat de tranzitia epitelio-
mezenchimald (TEM), care permite celulelor maligne sa se detaseze si sa migreze, contribuind
la ILV, IPN si la diseminarea la distanta [10,14,32,42,43]. BT este un marker de prognostic
independent recunoscut de ghidurile curente si integrat in evaluarea standard a cancerului de
colon, raportarea sa fiind standardizata in 2016 cu un sistem de scorificare pe trei nivele pentru
stratificarea riscului de metastazare, evaluarea realizandu-se prin examinarea a cel putin 10
campuri microscopice in FIT, insd metodele de diagnostic necesitad standardizare suplimentara
datorita variabilitdtii concordantei intre observatori [9,27,29,33,35,43,44]. BT este un
biomarker semnificativ de agresivitate, asociat cu tumori G3 cu FIT ,,ofensiv”, facilitand IPN
si ILV si corelandu-se cu un risc crescut de diseminare limfatica si dezvoltarea de tumori
stenozante [10,14,32,44]. in plus, budding-ul intra-tumoral (BIT), prezent in aproximativ 17 —
20% din cazuri, este asociat cu un FIT agresiv, iar includerea evaluarii BIT in evaluarea HP a
cancerului de colon este sustinuta de studii recente datoritd impactului sau semnificativ asupra

supravietuirii pacientilor [14,32,44].



1.2. Noii Biomarkeri de Prognostic si Predictie

1.2.1.Eterogenitatea Tumorala

In ultimele doua decenii, cercetirile asupra eterogenititii tumorale, in special in cazul
cancerului de colon, au evidentiat complexitatea molecularda si progresia onco-genetica
gradualista a acestuia, subliniind rolul modificarilor genetice si epigenetice in procesele de
crestere, diferentiere si apoptoza celulard, conferindu-le celulelor tumorale un avantaj de
supravietuire [14,16,42,45-47]. Progresele in tehnologiile de secventiere a ADN-ului au
contestat modelul evolutiei liniare a cancerului si au aratat ca tumorile colonice prezintd o
eterogenitate moleculara, influentata atat de factori genetici, epigenetici cat si non-genetici,
cum ar fi stilul de viata si microbiomul intestinal, reflectdnd o evolutie policlonala dinamica
[15-17,42,45,47]. In acest context de evolutie policlonald dinamica, au fost descrise trei
modele care explicd originea si implicatiile eterogenitatii tumorale [16]. Primul model se
concentreaza pe prezenta a douad tipuri de celule in tumord: celule stem tumorale (CST),
capabile sd initieze si sd sustind carcinogeneza, si celule tumorale non-stem (CTNS), care nu
contribuie direct la dezvoltarea cancerului [16]. Al doilea model sugereazd o dezvoltare a
tumorii prin acumularea treptatd de mutatii genetice intr-o singura celula dominanta, rezultand
in grupuri de clone ce evolueaza fie prin competitie de supravietuire, fie printr-un mecanism
cooperativ cunoscut sub numele de ,,evolutie ramificata” [16,42,47]. Al treilea model, ,,Big
Bang”, propune ca tumora acumuleazd rapid un numar mare de mutatii genetice, stabilind
complexitatea si comportamentul tumoral de la inceput fard o clond dominantd specifica
[15,16,46]. Fiecare model influenteaza eterogenitatea tumorald afectand rezistenta la tratament
si ratele de supravietuire [17,42]. In contextul cancerului de colon, se contureaza doua forme
esentiale de eterogenitate, cea inter-tumorald si cea intra-tumorala [17,45]. Eterogenitatea
inter-tumorala, caracterizatd de diverse profiluri genetice, trasaturi HP tumorale si
comportamente clinice, a condus la dezvoltarea unei noi clasificari moleculare (CMS) care
imparte tumorile in patru categorii distincte, bazate pe mecanismele moleculare implicate si
caracteristicile clinico-patologice, influentdnd prognosticul si raspunsul la tratament
[8,15,17,23,45,46]. Cancerul de colon prezintd o eterogenitate intra-tumorala semnificativa,
influentatd de factori genetici, epigenetici si non-genetici, care determind o diversificare
morfologicd (e.g., eterogenitatea diferentierii tumorale) si prezenta unor populatii de clone
distincte [15,17,45,46]. In plus, conceptul de eferogenitate spatiald, care examineazi
distributia populatiilor clonale in diferite regiuni ale tumorii, este esential pentru a intelege

comportamentul tumorii atat 1n situl primar, cat si in cel metastatic [15,17,45].



1.2.2.Frontul de Invazie Tumorala si Stroma Tumorala

Zona cunoscutd sub denumirea de ,,frontul de invazie tumorala” (FIT) este esentiala
pentru intelegerea interactiunilor complexe dintre tumora colonica si gazda, influentand decisiv
progresia cancerului prin procese de invazie locald si diseminare metastatica [32,43].
Caracterizatd de relatii fizico-functionale intre celulele tumorale si MT, FIT ofera informatii
cruciale privind riscul de recidiva si ratele de supravietuire, facilitind dezvoltarea strategiilor
terapeutice personalizate [35,43,48]. FIT este un biomarker de prognostic important in cancerul
de colon, deoarece variatiile in ,,arhitectura” zonala si gradul de diferentiere influenteaza
invazia si agresivitatea tumorald [43,49]. Evaluarea diferentierii in FIT permite o intelegere
mai completd a dinamicii tumorale si identificarea pacientilor cu risc crescut, care ar putea
beneficia de tratamente adjuvante mai agresive [15,48,49]. PDC, descrise in editia a 5-a a
ghidului WHO si folosite ca markeri ai FIT, sunt compuse din cinci sau mai multe celule
tumorale si se considera ca evolueaza din BT, avand o morfologie similara si fiind asociate cu
procesul de TEM [32,35,49]. PDC au fost recent integrate in evaluarea HP a cancerului de
colon si sunt recunoscute ca biomarkeri de prognostic mai fiabili decat BT [48.,49].
Recunoasterea si evaluarea detaliatd a FIT, un biomarker de prognostic fiabil ce evidentiaza
interactiunile dinamice intre celulele tumorale, MT si gazda, sunt esentiale in diagnosticul si
managementul cancerului de colon, oferind anatomo-patologilor o estimare precisa a

comportamentului tumoral si sprijinind personalizarea strategiilor terapeutice [9,15,43,48,50].

MT in cancerul de colon, compus din celule imune, fibroblaste, vase de singe si matrice
extracelulard (ME), joaca un rol crucial in progresia tumorald prin interactiunea sa dinamica
cu celulele tumorale [51,52]. Un element cheie al MT este stroma, predominant formata din
fibroblaste asociate cancerului (CAFs) si elemente ale ME. CAFs, prin contributia lor
structurala si secretia de factori pro-angiogenici si pro-proliferativi, faciliteazd metastazarea
prin procesul de TEM [18,51-56]. Caracteristicile stromei tumorale din FIT influenteaza
semnificativ prognosticul si raspunsul terapeutic, motiv pentru care evaluarea HP a raportului
stroma/tumora (STR) si a tipologiei stromei este esentiald pentru prezicerea acestor factori in
cancerul de colon [18,51,53,54,56]. Un STR crescut si o stromad desmoplazica bogata in CAFs
sunt asociate cu un prognostic nefavorabil si rezistentd la tratament, iar tipurile de stroma
intermediard si imaturd, caracterizate prin colagen ,cicatricial” si ME mixoida, indica o
agresivitate tumorald sporita [53,54,56]. In concluzie, STR si tipologia stromei functioneazi
ca biomarkeri bidirectionali, impactand decisiv atat prognosticul, cat si eficacitatea terapeutica

[18,53,54].



1.2.3.Inflamatia Indusa de Tumora si Limfocitele Infiltrante Tumoral

Inflamatia indusa de tumorile colonice implicd rdspunsuri imune pro-tumorale, prin
deteriorarea barierei intestinale si activarea cailor NF-kB si STAT3, si anti-tumorale, prin calea
IFN-y si citokinele pro-inflamatorii care recruteaza celule efectoare pentru distrugerea celulelor
tumorale [57-59]. MT moduleaza echilibrul dintre aceste tipuri de inflamatie prin citokine si
chemokine, influentand progresia sau regresia tumorii, astfel incat o intelegere detaliatd a
functiilor celulelor imune implicate este cruciala pentru evaluarea prognosticului si optimizarea

strategiilor terapeutice in cancerul de colon [57,59].

Macrofagele asociate tumorii (TAMs) sunt corelate cu un prognostic nefavorabil in
cancerul de colon, deoarece predominanta macrofagelor M2, care favorizeaza cresterea
tumorald, angiogeneza si suprimarea imunitdtii adaptative, este asociatd cu o agresivitate
tumorala accentuatd, in contrast cu macrofagele M1 care sunt implicate in apararea gazdei si
activitatea anti-tumorala [57—61]. Neutrofilele asociate tumorii (TANs) in cancerul de colon au
un rol ambivalent in MT, cu fenotipul N1-TANs avand efecte anti-tumorale prin secretia de
substante citotoxice, in timp ce N2-TANs promoveaza proliferarea tumorala prin diverse
mecanisme, polarizarea lor fiind determinata de citokinele si chemokinele din MT, si
influentatd de semnalizarea TGF-f si interferonul-p [58-60,62,63]. Limfocitele infiltrante
tumorale (TILs) au, de asemenea, un rol ambivalent in raspunsul imun, unde limfocitele B pot
avea atat efecte anti-tumorale prin activarea celulelor T helper CD4+ si T citotoxice CD8+, cat
si pro-tumorale prin mentinerea unui MT inflamator, in timp ce limfocitele T si NK variaza in
functie de subtip si stadiul bolii, abundenta acestora fiind asociatd cu un prognostic mai bun
datoritd supravegherii imune eficiente [63—65]. Eozinofilele infiltrante tumorale (TIEs),
frecvent observate in tumorile de colon, manifestd efecte anti-tumorale semnificative prin
distrugerea directd a celulelor tumorale si modularea activitatii altor celule imune, fiind
recrutate Tn MT prin chemokina CCL11/eotaxina-1 si avand un efect anti-tumoral mediat de

semnalizarea IFN-y, independent de celulele T citotoxice CD8+ [66].

Celulele imune din micromediul cancerului de colon joacd un rol crucial in evolutia bolii,
dar evaluarea lor nu este inca inclusa in ghidurile clinice actuale, neexistand inca o metodologie
standardizatd pentru evaluarea acestora. Analiza detaliatd a fenotipurilor si interactiunilor
celulelor imune poate Tmbundtiti predictia prognosticului si permite dezvoltarea unor
tratamente personalizate [57-59,63,64,66,67]. Studiile aratd cd prezenta unui infiltrat
inflamator tumoral extins, dominat de celule anti-tumorale, creste semnificativ ratele de OS si

de progresie fara boala (PFS) [65].



2. Evaluarea Moleculara a Cancerului de Colon

2.1. Biomarkerii Conventionali Moleculari

Integrarea biologiei moleculare in managementul oncologic al cancerului de colon a
evidentiat biomarkeri esentiali cu rol prognostic si predictiv [10,23,68,69]. Ghidurile curente
ESMO si NCCN recomanda evaluarea sistemului DNA-Mismatch Repair (MMR), instabilitatii
microsatelitare (MSI), mutatiilor genelor RAS si statusului mutational al genei BRAF pentru a

furniza informatii critice despre prognostic si raspunsul terapeutic [10,23,27-29,68,69].

Sistemul MMR, compus din complexele proteice heterodimerice MLH1-PMS2 si MSH2-
MSHS6, corecteaza erorile de replicare a ADN-ului in microsateliti cromozomiali, prevenind
inconsecventele si asigurand resinteza corectd a ADN-ului [23,70,71]. Inactivarea unei gene
esentiale a acestui sistem, prin mutatii germinale sau modificari epigenetice, determina
deficienta MMR si duce la instabilitate microsatelitara inaltd (MSI-H), care este implicata in
initierea cancerului de colon [23,70]. Studiile curente aratd ca fenotipul AIMMR/MSI-H este
asociat cu un prognostic favorabil in cancerul de colon sporadic, datorita unui raspuns imun
anti-tumoral robust, si este legat de sindromul Lynch in cazurile ereditare [23,70—73]. Tumorile
cu sistem MMR eficient (pMMR) si stabilitate microsatelitara (MSS) au un prognostic
nefavorabil din cauza lipsei infiltratului imun protector [23,72,73]. Conform ghidurilor
internationale oncologice, evaluarea MMR/MSI in stadiile II si III este esentiala pentru
deciziile de chimioterapie adjuvanta, iar in stadiul IV pentru determinarea beneficiului

imunoterapiei [27-29,70,73,74].

Proteinele codate de oncogenele RAS (KRAS, NRAS) sunt GTP-aze care regleaza calea
de semnalizare MAPK, iar mutatiile punctiforme in aceste gene sunt frecvent intalnite in
cancerul de colon [10,23,70,74,75]. Aceste mutatii provoaca o crestere celulard necontrolata,
conducand la formarea de tumori voluminoase si permitand, de asemenea, celulelor maligne sa
prolifereze in concentratii scazute de glucoza [10]. Mutatiile RAS sunt biomarkeri predictivi
esentiali pentru rezistenta la tratamentul anti-EGFR, influentdnd negativ ratele OS si PFS, iar
ghidurile recomandi genotiparea acestor mutatii in stadiul metastatic [23,70,76-78]. in
carcinogeneza colonica, o altd mutatie somatica importantd, de tip missense, este cea din gena
BRAF, care codifica proteinele RAF din calea MAPK si in aprox. 90% din cazuri, aceasta
mutatie apare in exonul 15, codonul 600 (mutatia BRAF V600E) [10,23,74,78,79]. Aceasta
mutatie constituie un biomarker de prognostic negativ in stadiile avansate de cancer de colon,

cu o ratd medie OS sub 12 luni [23,28,29,69,76,77,80].



2.2. CDX2 ca Biomarker Nou de Prognostic

CDX2 joaca un rol crucial in mentinerea homeostaziei celulare a tractului intestinal adult,
controldnd genele implicate in diferentierea, proliferarea, adeziunea celulara, ciclul celular si
apoptoza, fiind activatd de caile de semnalizare Wnt/B-catenina, MAPK, HNF si GATA si
inhibata de factorii de transcriptie SOX2 si SOX9 [12,21-23,81-83]. CDX2 actioneaza ca un
supresor tumoral prin inhibarea caii Wnt/B-catenina si mentine integritatea barierei intestinale,
iar absenta sa duce la anomalii majore in structura si functia intestinala [12,21,23,81-83]. In
cancerul de colon, pierderea expresiei CDX2, adesea datoratda modificarilor epigenetice,
determind pierderea diferentierii epiteliului intestinal, secretia anormald de mucind si

proliferarea celulard necontrolata, contribuind la un micromediu pro-tumoral [83—85].

Expresia proteinei CDX2 este frecvent alteratd in cancerul de colon (10 —30% din cazuri)
si este recunoscutd de numerosi cercetatori drept un biomarker de prognostic independent
semnificativ [21,23,81]. Expresia negativa a CDX2 este corelatd cu stadii TNM avansate,
datorita rolului sau esential in controlul ciclului celular si reglarea céii de semnalizare Wnt/[3-
catenind, a carei perturbare duce la proliferarea si migrarea celulard favorizand invazia si
metastazarea [12,20,21,23,81,86—89]. Tumorile cu expresie negativa a CDX2 sunt frecvent de
tip G3, localizate in colonul drept si sunt asociate cu calea serratd si mutatia BRAF V600E
[12,20,81,83,86,88,89]. ILV este, de asemenea, mai frecventa in tumorile cu expresie negativa
a CDX2, datorita perturbarii genelor implicate in adeziunea celulara, care sunt reglate 1n mod
normal de CDX2 [21,86,89]. in cele din urma, pierderea expresiei CDX2 este frecvent
observata in subtipurile histologice agresive de cancer de colon, precum adenocarcinoamele
mucinoase si carcinoamele cu celule ,,in inel cu pecete”, datorita rolului sau crucial in reglarea

productiei de mucina [23,84].

Pierderea expresiei CDX2, care este strans legatd de activarea TEM si amplificarea cailor
TGF-B si WNT/B-catenind, sporeste capacitatile migratorii si invazive ale celulelor tumorale
colonice, facilitind migrarea acestora sub forma BT sau PDC [23,87,89,90]. Intre MT si
expresia proteinei CDX2 existd o comunicare bidirectionald care influenteazd progresia
tumorala [12,83]. De asemenea, pierderea expresiei CDX2 este asociata cu un nivel ridicat de
TAMs si cu statusul AMMR/MSI-H, dar are o semnificatie prognosticd negativa doar in
tumorile cu fenotip pMMR/MSS [12,89,91]. Numeroase studii au demonstrat cd expresia
negativd a CDX2 este asociata cu un prognostic negativ in cancerul de colon, datoritd asocierii

acesteia cu o serie de parametrii patologici si moleculari nefavorabili [23].
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3. Ipoteza de Lucru si Obiectivele Generale

Cancerul de colon reprezintd o patologie extrem de eterogena, atat din punct de vedere
molecular, cat si morfologic, aspecte care complica atat diagnosticarea, cat si tratamentul
acestel boli. Cercetdrile recente din ultimul deceniu au evidentiat limitdrile panelului
conventional de biomarkeri HP si moleculari in prezicerea precisa a prognosticului pacientilor,
subliniind necesitatea identificdrii si integrarii unor biomarkeri suplimentari pentru a oferi o

intelegere mai profunda si completa a comportamentului tumoral.

Ipoteza de lucru a acestui studiu sugereaza cad integrarea noilor biomarkeri HP si
moleculari va permite o evaluare mai precisa a comportamentului tumoral in cancerul de colon,
facilitand o stratificare mai eficientd a riscului si ghidand deciziile terapeutice, cu impact
semnificativ asupra prognosticului pacientilor, prin corelarea acestora cu biomarkerii
conventionali si parametrii de follow-up oncologic, precum si prin identificarea unor modele

de predictie mai fiabile.

Primul obiectiv al acestui studiu este de a evalua o serie de biomarkeri HP si moleculari
noi, aflati in prezent in curs de cercetare si validare internationald, si de a analiza interactiunea
lor, precum si relatia cu parametrii demografici, clinici si cu biomarkerii HP si moleculari
conventionali. Biomarkerii HP noi sunt reprezentati de eterogenitatea diferentierii tumorale,
stroma tumorald, infiltratul imun tumoral general, TILs, pattern-urile de diferentiere tumorala
din FIT si PDC, iar biomarkerul molecular nou analizat in acest studiu este expresia IHC a
proteinei CDX2 la nivel tumoral, in FIT si in BT, in contextul eterogenitatii intra-tumorale si a

celei spatiale.

Al doilea obiectiv va examina corelatia biomarkerilor, atat conventionali cat si noi, cu
prognosticul pacientului, analizand relatia dintre fiecare biomarker si parametrii de follow-up

oncologic (progresia de boala, tipul de progresie — prin metastaza / recidiva si rata PFS).

Al treilea si ultimul obiectiv al acestui studiu este de a crea doud modele de predictie:
primul utilizdnd biomarkeri conventionali si al doilea integrand atat biomarkeri conventionali,
cat si cei noi, cu scopul de a efectua o analizd comparativa a acestora in raport cu prognosticul
participantilor inclusi in studiu. Acest demers are ca scop evaluarea potentialului noilor
biomarkeri de a imbunatati semnificativ acuratetea predictiei prognosticului atunci cand sunt
integrati in panelul conventional, deschizdnd astfel noi perspective privind optimizarea

managementului oncologic al pacientilor cu cancer de colon.
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4. Metodologia Generala a Cercetarii

4.1. Ciriterii de Includere si Excludere. Material si Metode

Criteriile de includere ale acestui studiu au fost atent elaborate pentru a asigura
integritatea si comparabilitatea rezultatelor. Au fost incluse cazuri de cancer de colon supuse
unei interventii chirurgicale elective pentru excizia tumorii primare, fara evaludri IHC
anterioare ale expresiei CDX2, si doar cazuri cu date medicale complete si probe tisulare de
calitate. Nu au fost impuse restrictii demografice, pentru a asigura o reprezentativitate extinsa
a rezultatelor. Studiul s-a concentrat pe biomarkerii moleculari KRAS si MMR/MSI, excluzidnd
netratati oncologic preoperator, pentru a mentine conditia tumorald neafectatd. Nu 1n ultimul
rand, studiul s-a axat pe tumorile pT3 si pT4, pentru a reflecta cu acuratete relatiile clinico-

patologice si moleculare in tumorile agresive.

Criteriile de excludere au fost stabilite pentru a asigura un grup de studiu omogen,
eliminand cazurile cu tumori rectale datoritd diferentelor semnificative fatd de tumorile
colonice in protocoalele terapeutice si comportamentul biologic. Radioterapia preoperatorie,
frecvent utilizata in cancerul rectal, poate modifica starea tumorilor si influenta rezultatele. De
asemenea, au fost excluse cazurile cu tumori metacrone sau sincrone, pentru a evalua impactul
direct al biomarkerilor asupra tumorilor primare de colon. In plus, au fost eliminate cazurile cu
istoric de predispozitie genetica pentru cancer, focalizand studiul doar pe cancerul de colon

sporadic, pentru a evita influentele genetice care ar putea distorsiona rezultatele.

Material si Metode: Acest studiu retrospectiv, aprobat de Comisia de Etica a Spitalului
Clinic Coltea din Bucuresti (protocol 34 / 14.12.2023), a analizat 97 de cazuri de cancer de
colon avansat, selectate conform criteriilor prestabilite. Datele medicale au fost colectate
anonim din arhivele departamentelor de Oncologie, Chirurgie si Anatomie Patologicd ale
spitalului, incluzdnd parametri demografici, clinici, histopatologici, moleculari si de follow-up
oncologic. Probele patologice (97 de lamele H&E si blocuri de tesut FFIP) au fost recuperate
din departamentul de Anatomie Patologica al Spitalului Clinic Coltea. Analiza lamelelor H&E
si procesarea blocurilor FFIP in vederea obtinerii lamelelor colorate IHC-CDX2 s-a desfasurat
in cadrul laboratorului OncoTeam Diagnostic din Bucuresti. Datele obtinute in acest studiu au
fost introduse intr-o bazi de date folosind programul Microsoft® Excel® 2021 MSO (versiunea
2404 Build 16.0.17531.20152) si au fost analizate statistic (descriptiv si inferential) cu ajutorul

programelor Minitab® (versiunea 22.1) si OpenEpi (versiunea 3.01).
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4.2. Analiza Biomarkerilor Noi

Evaluarea diferentierii celulare in contextul eterogenitatii intra-tumorale §i spatiale a
fost realizata prin analizarea semi-cantitativa a distributiei gradelor de diferentiere (G1, G2,
G3) in centrul tumorii si la nivelul FIT, cuantificind procentajul fiecarei regiuni in raport cu
suprafata totald a tumorii. Pe baza acestor analize, au fost identificate patru categorii distincte,
recurente, de diferentiere eterogena: categoria A — tumora cu regiuni G1 si G2, categoria B —
tumora omogena de tip G2, categoria 3 — tumora cu regiuni G2 si G3 si categoria D — tumora
,,mozaicatd” cu regiuni G1, G2 si G3. Evaluarea FIT a relevat patru pattern-uri distincte de
distributie a gradelor de diferentiere, denumite F1 (G1 si G2), F2 (G2 si G3), F3 (G2 omogen),
si F4 (G3 omogen). Compozitia si cantitatea stromei tumorale au fost evaluate riguros si semi-
cantitativ conform criteriilor sistemului Glasgow Microenvironment Score (GMS), analizdndu-
se procentul total de stroma raportat la volumul total de tumord (STR) si clasificand stroma in
functie de procentajele de stromd maturd si imaturd. Pe baza acestor evaludri, au fost
identificate cazuri cu stromad omogena (100% stroma maturd) si stroma eterogena (amestec de
stroma imaturd si maturd). Inflamatia asociata tumorii a fost evaluata printr-o analizd semi-
cantitativd a procentului total de infiltrat imun utilizand scorul Klintrup-Mikinen adaptat
(componenta a scorului GMS). Analiza semi-cantitativa a TILs a fost efectuatd prin estimarea
procentului total de limfocite din infiltratul imun total prezent in tumora de colon. Pentru a
verifica dacd inflamatia tumorala este strict asociatd tumorii, evaluarea a inclus o analiza
observationala a suprainfectiei bacteriene si 0 analiza semi-cantitativa a necrozei tumorale,
clasificata in patru scoruri (0 — 3) bazate pe extensia necrozei. Scorul PDC a fost analizat semi-

cantitativ, similar modului de evaluare a scorului BT (scor validat international).

Avand in vedere absenta unei metode standardizate pentru evaluarea IHC a expresiei
CDX2, s-a efectuat un studiu asociat acestei lucrari de cercetare care a presupus dezvoltarea
unui nou sistem de scor IHC pentru expresia proteinei CDX2, evaluand semi-cantitativ
intensitatea expresiei pe un esantion de 43 de tumori de colon avansate [92]. Analiza a
identificat trei categorii distincte de expresie IHC eterogena a proteinei CDX2 si a demonstrat
o asociere semnificativa intre aceste categorii si scorurile BT, precum si categoriile de
diferentiere tumorald: prima categorie cu expresie puternicd si moderata, a doua cu expresie
negativa si moderata, iar a treia cu expresie "mozaicatd" (puternica, moderata si negativa).
Analiza expresiei CDX2 a fost extinsa in cadrul acestui studiu atat la nivelul FIT (sase pattern-
uri denumite CDF), cat si la nivelul BT (expresie pozitiva, mozaicatd si negativa), printr-o

analiza observationald a pattern-urilor de expresie IHC a proteinei CDX2.
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5. Studiul 1: Corelatii intre Biomarkerii Conventionali si cei Noi

5.1. Introducere. Material si Metode.

Ipoteza centrala a acestui studiu afirma cd noii biomarkeri HP si moleculari, precum
categoriile de diferentiere tumorala, STR, tipurile de stroma, scorul K-M, TILs, prezenta
suprainfectiei bacteriene, scorul de necroza tumorald, pattern-urile de diferentiere tumorala din
FIT, scorul PDC, categoriile de expresie IHC a proteinei CDX2 la nivel tumoral, precum si
expresia proteinei CDX2 din FIT si BT, prezinta o corelatie semnificativa atat cu biomarkerii
HP conventionali (subtipul histologic, gradul de diferentiere tumorala, scorul BT, ILV si IPN),
cat si cu cei moleculari conventionali (KRAS, MMR/MSI). Aceasta corelatie conduce la
generarea unor tipare morfologice specifice, capabile sa influenteze comportamentul tumoral
in cancerul de colon avansat. In plus, studiul sugereaza existenta unei interrelatii semnificative

intre biomarkeri noi.

Primul obiectiv al acestui studiu constd in analiza distributiei biomarkerilor HP si
moleculari, atat conventionali, cét si noi, in cadrul lotului analizat constituit din 97 de cazuri
de tumori de colon avansate. Totodata, se urmareste examinarea distributiei si relatiei acestor
biomarkeri cu parametrii demografici (sex si varstd) si clinico-patologici (stadiile oncologice,
localizarea generala si specifica a tumorii, lungimea si grosimea tumorilor, precum si caracterul
stenozant al acestora). A/ doilea obiectiv vizeaza analiza relatiei dintre fiecare biomarker HP si
molecular nou si biomarkerii HP si moleculari conventionali, cu scopul de a evidentia
interdependentele si interactiunile specifice dintre fenotipurile acestora. Prin aceastd abordare,
se urmareste elucidarea tiparelor morfologice care indica un anumit comportament tumoral. 4/
treilea obiectiv se concentreaza pe evidentierea eterogenitdtii spatiale intra-tumorale printr-o
examinare detaliatd a relatiei dintre morfologia regiunii centrale a tumorii si cea din FIT.
Aceasta analizd va include o evaluare a diferentierii tumorale si a expresiei IHC a proteinei
CDX2 in aceste regiuni distincte. Suplimentar, va fi exploratd corelatia intre expresia [HC a

proteinei CDX2 in masa tumorald principald si in BT din FIT.

Pentru realizarea acestui studiu, au fost utilizate date obtinute de la 97 de participanti,
creand o baza de date comprehensiva pentru a fi analizata statistic. Primul obiectiv al studiului
a fost realizat prin analiza statisticad descriptiva, in timp ce al doilea si al treilea obiectiv au
implicat analize statistice inferentiale (e.g., teste de corelatie One-Way ANOVA, Chi-Square si

Pearson in perechi) utilizind programele Minitab® si OpenEpi.
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5.2. Rezultate si Discutii

Analiza descriptiva a lotului de studiu arata o distributie echilibrata pe sexe, cu o usoara
predominantd feminina (51.55%) si o varstd medie de 65 ani, indicand o populatie preponderent
varstnica. Aproape jumatate dintre pacienti sunt in stadiul II (46.39%), majoritatea tumorilor
fiind stenozante (72.16%) si de dimensiuni moderate (lungime medie de 4.94 cm, grosime
medie de 1.96 cm), distribuite aproape egal intre colonul drept si stdng. Tumorile sunt Tn mare
parte ADK conventionale (67.01%), cu o prezentd semnificativa a ILV (20.61%) si IPN
(29.90%), si predominanta fenotipului pMMR/MSS (83.61%) si a mutatiilor KRAS (47.17%),

indicand un comportament tumoral agresiv

Analiza noilor biomarkeri HP a demonstrat o eterogenitate semnificativa a diferentierii
tumorale, cu categoria C (G2, G3) reprezentand 38.14% din cazuri si gradul G2 fiind cel mai
prevalent in toate categoriile. FIT este predominant omogen (G2) in 52.58% din cazuri, iar
stroma tumorala este in mare parte eterogena (93.81%), cu un STR mediu de 34.12%. Scorul
K-M indicd inflamatie minima-usoara (scoruri O si 1) in majoritatea cazurilor, cu un procent
TILs mediu redus (14.88%), iar aprox. 40% din tumori prezinta necroza moderatd. Scorul PDC
prezintd rezultate statistice similare cu scorul BT, tumorile avand o activitate proliferativa
importantd. Analiza statisticd evidentiazd corelatii statistice moderate intre categoriile de
diferentiere tumorala si pattern-urile din FIT (p = 0.0001), predominand gradele G2 si G3 in
FIT. De asemenea, se constatd o corelatie moderata intre categoriile de diferentiere B, C si D

si scorul BT 1nalt (3) (p = 0.000), sugerand un comportament tumoral agresiv.

Analiza inferentiald a relevat o corelatie slaba intre tipul de stroma si stadiile oncologice
(p = 0.025), cu stroma omogena prezentd exclusiv in stadiul II, si o influentd semnificativa a
tipului de stroma asupra lungimii tumorilor (p = 0.033), tumorile cu stroma eterogend avand o
lungime medie mai mare. De asemenea, s-a constatat o corelatie semnificativa intre tipul de
stroma si scorul BT (p < 0.0000001), tumorile cu scoruri ridicate (2 si 3) avand exclusiv stroma
eterogend, si o corelatie moderata cu categoriile de diferentiere (p = 0.010). In ceea ce priveste
cantitatea de stroma, procentul de STR creste progresiv de la stadiul II la stadiul IV (p = 0.012),
fiind asociat cu tumorile stenozante (p = 0.029), diferentierea eterogend G2-G3 (p = 0.001),
subtipul histologic mucinos (p =0.033), scor BT crescut (p = 0.000) si prezenta IPN (p =0.014),
in contrast cu procentul mediu scazut de STR care se coreleaza cu fenotipul AIMMR/MSI-H (p
= 0.000). Analiza a relevat ca tumorile cu scor K-M mare (3 — inflamatie moderat-puternica)

tind sd aiba un procent mare de STR si lungimi mai mari, iar raspunsul imun (scor K-M 2) este
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influentat semnificativ de fenotipul AIMMR/MSI-H. Tumorile cu infiltrat limfocitar scdzut se
asociaza cu IPN, in timp ce un procent crescut de TILs (> 20%) se coreleazd cu fenotipul
dMMR/MSI-H si prezenta necrozei, indicand un MT pro-inflamator. De asemenea, necroza
extensiva (N3) este asociatd cu inflamatia puternica si suprainfectia bacteriand, iar intre scorul

PDC si scorul BT s-a observat o relatie foarte stransa, confirmata statistic (p = 0.000).

Analiza statisticd a relevat ca 75.26% din cazuri prezintd o expresie mozaicatd a CDX2
(puternica, moderata si negativd), iar 18.56% prezintd o expresie negativd si moderata.
Tumorile cu expresie puternicd si moderata CDX2 sunt exclusiv intalnite in stadiul II, in timp
ce tumorile cu expresie negativa si moderata se regasesc in toate stadiile oncologice, frecventa
lor crescand odatd cu progresia bolii. Tumorile din Categoria 1 au predominant o expresie
puternica a CDX2 (88.33%), Categoria 2 are in principal expresie negativa (63.06%), iar
Categoria 3 prezinta o distributie echilibratd intre expresiile puternicd (47.12%) si moderata
(41.71%), cu variabilitate mare a expresiei negative (5 — 65%). Au fost analizate si pattern-
urile de intensitati din Categoria 3 CDX2, cu pattern-ul 3A (intensitdti puternice si moderate)
fiind cel mai frecvent (50.68%), urmat de pattern-ul 3B, caracterizat prin dominanta expresiei
moderate (34.25%), in timp ce pattern-urile 3C si 3D, dominate de expresia negativa, sunt rar
intalnite. Analiza statisticd a distributiei pattern-urilor de expresie CDX2 in FIT a relevat
predominanta CDF1 (expresie mozaicata) si CDF3 (expresie moderata si negativa), fiecare cu
o frecventd de 38.14%, sugerdnd un comportament tumoral agresiv. Analiza statistica a
expresiei CDX2 in BT a relevat cd tiparul mozaicat este cel mai prevalent (43.30%), iar
expresia negativa a CDX2 este prezentd in 34.02% din cazuri, confirmand influenta expresiei
alterate a CDX2 asupra proliferarii tumorale. Corelatia intre categoriile CDX2 si tipurile de
expresie in BT este moderatd, iar majoritatea cazurilor din categoria 3 CDX2 (74.32%) se
coreleaza cu un scor BD3 (60.27%), indicand o activitate proliferativa accentuatd. Tumorile
colonice cu expresie CDX2 negativa si moderata au o lungime medie mare (6.08 cm) si prezinta
o distributie echilibrata intre fenotipurile pMMR/MSS si AIMMR/MSI-H, in timp ce majoritatea
tumorilor din categoria 3 sunt asociate cu pMMR/MSS; de asemenea, existd o asociere
moderata intre categoriile CDX2 si categoriile de diferentiere, indicand ca expresia CDX2
variazd in functie de eterogenitatea diferentierii tumorale. Analiza statistica aratd o asociere
puternica intre categoriile CDX2 si tipul de stroma, cu tumorile CDX2 puternic si moderat
exprimat avand stroma omogend, iar cele cu CDX2 negativ si mozaicat avand stroma
eterogend; tumorile CDX2 negativ si moderat exprimat au un STR mai mare, si existd o

asociere slaba intre necroza extinsa si categoriile CDX2 negativ si mozaicat.
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6. Studiul 2: Corelatii intre Biomarkerii si Evolutia Bolii

6.1. Introducere. Material si Metode.

Ipoteza centrala a acestui studiu este ca panelul de biomarkeri HP si moleculari
conventionali este insuficient pentru a prezice cu acuratete prognosticul cancerului de colon,
deoarece nu ia 1n considerare eterogenitatea tumorald. Propunem suplimentarea panelului
conventional cu noi biomarkeri care reflectd mai bine aceastd eterogenitate, cum ar fi
categoriile de diferentiere tumorala, stroma si celulele imune asociate tumorii, pattern-urile de
diferentiere din FIT, scorul PDC si expresia IHC a proteinei CDX2 (tumoral, in FIT si in BT).
Integrarea acestor biomarkeri aditionali ar putea imbunatati semnificativ predictia
prognosticului, oferind o stratificare mai precisa a riscului si ghidand deciziile terapeutice intr-
un mod mai eficient, contribuind astfel la personalizarea tratamentului si la imbunatatirea

supravietuirii pacientilor.

Primul obiectiv al acestui studiu consta In investigarea corelatiilor dintre biomarkerii
conventionali, cei noi propusi si evolutia cancerului, pe baza datelor oncologice detaliate ale
fiecarui participant inclus in studiu. Analiza va implica o evaluare a fiecarui biomarker, atat
conventional, cat si nou, in relatie cu parametrii de follow-up oncologic. Acesti parametri
includ prezenta sau absenta progresiei de boala, tipul de progresie (prin metastaza sau recidiva
locald), durata supravietuirii fard progresie de boala (rata PFS, masurata in zile), tipurile de
metastaze si numdrul acestora per pacient. A/ doilea obiectiv al acestui studiu constd in
evaluarea capacitatii predictive a panelului de biomarkeri HP si moleculari conventionali,
comparativ cu un panel extins, care include noii biomarkeri HP si moleculari propusi. Acest
demers urmareste sd determine in ce masurd integrarea noilor biomarkeri poate Tmbunatati
acuratetea predictiei prognosticului. Prin aceastd abordare, se deschid noi perspective in
evaluarea HP si moleculara a tumorilor colonice, avand potentialul de a optimiza

managementul oncologic al pacientilor cu cancer de colon avansat.

Din cele 97 de cazuri incluse initial in studiu, doar 72 au fost analizate, deoarece nu toti
participantii au fost inregistrati in evidentele oncologice ale centrului de unde au fost preluate
cazurile. Baza de date a integrat parametrii clinici si de follow-up oncologic, rezultatele
analizelor biomarkerilor conventionali si noi, fiind supusa unei analize statistice riguroase, atit
descriptive, cat si inferentiale (teste de corelatie si teste de regresie logisticd) utilizand
programele Minitab® si OpenEpi, pentru a compara capacitatea predictivi a biomarkerilor HP

si moleculari conventionali si noi.
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6.2. Rezultate si Discutii

Analiza descriptiva aratd ca aprox. 56% dintre cazuri au prezentat progresie de boala,
majoritatea prin metastaze (45.83%). Durata medie a ratei PFS a fost de aprox. 432 de zile (15
luni). Metastazele au fost cel mai frecvent localizate hepatic (41.67%) si pulmonar (21.17%),
iar majoritatea cazurilor au avut o singurd metastaza (37%), in timp ce metastazele multiple
(maxim 4) au fost rar observate (19%). Analiza indica o variatie semnificativa a PFS in functie
de numarul de metastaze, pacientii cu o singurd metastaza avand o ratd PFS mai scurtd decat
cei cu patru metastaze, sugerand influenta numarului si locatiei metastazelor asupra rezultatelor
clinice. Rata progresiei bolii creste semnificativ odatd cu avansarea stadiului oncologic,
subliniind necesitatea unor strategii terapeutice mai agresive si monitorizare riguroasa in
stadiile avansate (p = 0.001). Analiza statistica nu a identificat corelatii semnificative Intre
progresia bolii si parametrii demografici si clinici (localizarea, dimensiunile si caracterul
stenozant). In ceea ce priveste biomarkerii histopatologici conventionali, s-a observat ci ADK
mucinoase prezintd o asociere slaba cu progresia prin metastaza (p = 0.037, Cramer = 0.091).
Pe de alta parte, tumorile cu ILV si IPN se coreleazd semnificativ cu progresia de boald (p =
0.020, p =0.003) si de asemenea, tumorile cu [IPN sunt mai predispuse la metastaze (p = 0.000)
comparativ cu cele cu ILV (p marginald = 0.061). In ceea ce priveste tumorile care prezinti
concomitent ILV si IPN, s-a observat o asociere semnificativa a acestora cu progresia de boala
(p = 0.026). In ciuda corelatiilor ante-mentionate, ILV si IPN nu oferd o estimare predictivi
robustd a PFS (p = 0.070, p = 0.108). Scorul BT s-a dovedit a fi cel mai puternic predictor al
prognosticului, avand o asociere semnificativa cu progresia bolii (p = 0.000, Cramer = 0.260).
In privinta biomarkerilor moleculari conventionali, doar statusul MMR/MSI a demonstrat o
corelatie semnificativa cu progresia bolii (p = 0.018), pacientii cu fenotip AIMMR/MSI-H avand

un prognostic exclusiv favorabil.

In practica clinica, tumorile colonice sunt de obicei clasificate dupa un singur grad de
diferentiere. Analiza statisticad aratd ca aceastd metoda este ineficienta, neexistand o asociere
semnificativa intre gradele de diferentiere atribuite si progresia bolii (p = 0.399). In contrast,
utilizarea categoriilor de diferentiere, care reflecta eterogenitatea tumorala, s-a dovedit mult
mai eficienti in prezicerea prognosticului (p = 0.007). In ceea ce priveste MT, studiul a relevat
ca existd o corelatie semnificativa statistic intre tipul de stroma si progresia de boald (p =
0.021), pacientii cu tumori omogene avand un prognostic exclusiv favorabil. De asemenea, s-
a constat cd tumorile cu un STR mare (aprox. 43%) prezinta frecvent progresie de boald (p =

0.000). Analiza a relevat o corelatie semnificativa intre tumorile cu scor K-M scazut (0 si 1) si
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progresia de boald (p = 0.000). De asemenea, pacientii cu un procent crescut de TILs (> 19%)
au un prognostic favorabil comparativ cu cei care prezinta un infiltrat limfocitar scazut (aprox.
11%) (p = 0.000). Analiza statistica a biomarkerului CDX2 arata o corelatie semnificativa intre
categoriile de expresie CDX2 si progresia bolii (p = 0.030), indicand ca tumorile cu expresie
predominant puternicd sunt asociate cu un prognostic favorabil, sustinut de rolul proteinei
CDX2 in supresia tumorald [50]. Desi nu existd o corelatie semnificativd intre categoriile
CDX2 si rata PFS, tumorile cu expresie mozaicatd prezintd o ratd PFS mai mare (aprox. 468
zile) comparativ cu cele predominant negative (aprox. 291 zile). Progresia prin metastaza este
semnificativ asociatd cu categoriile CDX2 (p = 0.042), tumorile cu expresie predominant
negativa avand cea mai mare rata de metastaza (66.67%). Aceste date evidentiaza potentialul
categoriilor CDX2 de a identifica pacientii cu risc crescut de metastaza. In privinta pattern-
urilor de expresie CDX2 din categoria 3, nu s-a identificat o corelatie semnificativd cu
progresia bolii, posibil datorita dimensiunii reduse a lotului. In contextul eterogenititii spatiale
intra-tumorale, analiza statisticd a evidentiat o corelatie puternica intre pattern-urile de expresie
CDX2 din FIT si progresia bolii (p = 0.00002165), precum si intre pattern-urile de diferentiere
tumorala din FIT si progresia bolii (p = 0.00006174). Pattern-urile de expresie CDX2 alterata
(moderata si negativa) si diferentierea slaba (G2, G3) in FIT sunt asociate cu progresia bolii.
De asemenea, s-a identificat o corelatie puternica intre pattern-urile de expresie CDX2 din BT
si progresia bolii (p = 0.000), cu expresia mozaicata si negativa asociate cu o proliferare
agresiva. Aceste rezultate subliniazd importanta evaludrii FIT separat de regiunea centrald a

tumorii, deoarece morfologia din FIT ofera informatii precise despre comportamentul tumoral.

Analiza comparativd a doud modele de regresie logistica pentru predictia prognosticului
aratd superioritatea Modelului 2, care integreaza atat biomarkeri conventionali, cat si noi.
Modelul 1, bazat doar pe biomarkeri conventionali, identificd doar scorul BT ca predictor
semnificativ (p = 0.001). In contrast, Modelul 2 evidentiazid mai multi biomarkeri cu impact
predictiv semnificativ, majoritatea fiind noi, precum STR (p = 0.000), TILs (p = 0.005),
categoriile de diferentiere (p = 0.047), pattern-urile de expresie CDX2 din BT (p = 0.048) si
din FIT (p = 0.054). Performanta superioara a Modelului 2 este confirmatd de un indice R-sq
de 89.17% si un R-sq ajustat de 81.24%, comparativ cu valorile mai mici ale Modelului 1.
Aceste rezultate subliniaza capacitatea Modelului 2 de a captura complexitatea si variabilitatea
factorilor care influenteaza progresia bolii, oferind o predictie mai precisd a prognosticului in

cancerul de colon si confirmand necesitatea aditiei de noi biomarkeri pentru o predictie corecta.
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7. Concluzii si Contributii Personale

Acest studiu si-a propus sa abordeze o serie de obiective de cercetare stiintifica cu scopul
de a contribui la cunoasterea si intelegerea aprofundata a modificarilor HP si moleculare in
cancerul de colon avansat. In acest context, obiectivele au fost formulate astfel incat si permita
o explorare detaliatd si riguroasd a temei, utilizind metode si instrumente adecvate pentru a
genera date relevante si semnificative. Analiza rezultatelor obtinute a demonstrat in mod clar

ca obiectivele propuse au fost atinse intr-o manierd substantiala.

Studiul a indeplinit primul obiectiv prin evaluarea biomarkerilor noi si analiza
interactiunii acestora cu parametrii demografici, clinici si biomarkerii conventionali,
demonstrand relevanta lor in prognosticul cancerului de colon avansat. A/ doilea obiectiv,
privind corelatia biomarkerilor cu parametrii de follow-up oncologic, a aratat ca biomarkerii
noi ofera corelatii semnificative superioare celor conventionali. A/ treilea obiectiv, crearea si
compararea a doud modele de predictie, a evidentiat superioritatea modelului extins care
include noii biomarkeri, oferind o predictie mult mai precisa a prognosticului (R-sq = 89.17%,
R-sq ajustat = 81.24%), confirmand ipoteza cad integrarea noilor biomarkeri imbunatiteste

acuratetea predictiei si optimizarea managementului oncologic.

Continuarea cercetarii ar trebui s includa studii multicentrice robuste, cu esantioane mai
mari, pentru a valida si generaliza concluziile obtinute si pentru a asigura robustetea
rezultatelor si 0 mai buna intelegere a variabilitatii inter-tumorale. Este esentiala standardizarea
metodologiilor pentru evaluarea si interpretarea biomarkerilor propusi, inclusiv proteina
CDX2, pentru a facilita integrarea acestora in practica clinica si pentru a dezvolta tratamente

personalizate si eficiente, avand in vedere eficienta lor demonstrata.

Acest studiu aduce contributii semnificative in practica clinica a oncologiei si anatomiei
patologice prin abordarea eterogenitatii intra-tumorale si spatiale in evaluarea cancerului de
colon. Dezvoltarea sistemelor inovative de evaluare bazate pe scoruri categorice si includerea
FIT ca entitate distinctd permit o predictie mai precisd a comportamentului tumoral si a
prognosticului pacientului, demonstrand o corelatie mai exacta cu evolutia bolii comparativ cu
metodele conventionale. Introducerea proteinei CDX2 ca biomarker molecular de prognostic
independent, cost-eficient si accesibil, Tmpreund cu modelul imbunatatit de predictie a
prognosticului, subliniaza potentialul noilor biomarkeri de a optimiza managementul oncologic

1n cancerul de colon avansat.
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