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Introducere

Titlul tezei de doctorat, ,,Aplicatiile tehnicilor de biologie moleculard in
managementul personalizat al cancerului colorectal” reflectda preocupdrile actuale din
domeniul oncologiei digestive cu privire la integrarea biomarkerilor moleculari in diagnosticul,
evaluarea prognosticd si optimizarea conduitei terapeutice a pacientilor cu afectiuni maligne.
Cancerul colorectal (CRC) reprezinta una dintre cele mai importante probleme de sdnatate
publicd, atat prin incidenta si mortalitatea ridicate, cat si prin heterogenitatea sa clinica si
biologica. In Romania, CRC este cel mai frecvent tip de cancer diagnosticat la ambele sexe,
ocupand locul doi intre cauzele de mortalitate oncologica, ceea ce justificd interesul crescut
pentru dezvoltarea unor instrumente moderne utile pentru managementul diagnostic si
terapeutic al acestei afectiuni [1]. In acest context, evaluarea clinic, imagisticd si
histopatologica nu este Intotdeauna suficientd pentru a surprinde diversitatea biologica a
tumorilor colorectale, ceea ce justifica necesitatea utilizarii unor tehnici moderne de biologie
moleculara.

Motivatia alegerii temei de cercetare a derivat din necesitatea depasirii limitelor abordarii
conventionale a CRC prin integrarea unor biomarkeri moleculari in managementul personalizat
al acestor pacienti. Diferentele de agresivitate biologica, rdspuns terapeutic si prognostic
observate la pacienti cu acelasi stadiu tumoral sugereaza existenta unor particularititi
moleculare importante, insuficient valorificate in practica medicald curentd. Actualitatea temei
este sustinutd de cresterea incidentei CRC cu debut precoce (EO-CRC), definit drept CRC
diagnosticat la o varstda < 50 ani, precum si de extinderea utilizarii biomarkerilor moleculari si
de interesul tot mai mare pentru testele non-invazive si pentru medicina personalizata. Astfel,
desi implementarea unor programe de screening a Tmbunatétit diagnosticul precoce al CRC la
pacientii cu varsta peste 50 ani si a contribuit la scdderea poverii globale asociate acestei
afectiuni, procentul pacientilor cu EO-CRC a crescut constant in ultimele decenii [2-4]. Din
punct de vedere molecular, EO-CRC, comparativ cu CRC diagnosticat dupa varsta de 50 ani
(LO-CRC), are o frecventa diferitd a mutatiilor oncogene, o prevalenta crescutd a histologiei

mucinoase (slab diferentiatd), un profil distinct de metilare ADN, localizare mai distala si rate
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mai slabe de supravietuire [2,5]. In concordanti cu aceste date, in anul 2018, American Cancer
Society a redus vérsta de initiere a strategiilor de screening pentru CRC la 45 ani [6]. In Europa,
insa, ghidurile recomanda, in continuare, aplicarea strategiilor de screening la indivizii cu varsta
cuprinsa intre 50 si 74 de ani [7]. Date recente sugereaza insa o tendinta crescatoare a incidentei
EO-CRC si la nivel european [8,9].

Pe de alta parte, biomarkerii genomici, epigenomici, transcriptomici si proteomici s-au
dovedit a contura o directie esentiald pentru optimizarea managementului pacientilor cu CRC.
Astfel, pana in prezent Food and Drug Administration (FDA) a aprobat o serie de teste
moleculare pentru screeningul non-invaziv al CRC, precum Cologuard, Cologuard Plus,
Colosense, Shield sau ColoHealth [6,10]. in plus, pe langa contributia la detectarea precoce a
bolii, acesti biomarkeri pot oferi informatii valoroase privind prognosticul, riscul de progresie
tumorala, probabilitatea de recidiva si raspunsul la tratamentele oncologice. Astfel, identificarea
alterarilor moleculare precum mutatiile KRAS, NRAS, BRAF, statusul sistemului de reparare a
erorilor de replicare ADN (MMR/MSI), amplificarea human epidermal growth factor receptor
2 (HER2), sau modificarile transcriptomice si proteomice asociate chimiorezistentei permit o
stratificare biologicd mai precisd a pacientilor si sustin alegerea unei conduite terapeutice
personalizate. In acest context, testele moleculare nu au doar valoare diagnostici, ci reprezinta
instrumente cu utilitate predictiva, contribuind la individualizarea tratamentului si, implicit, la
ameliorarea prognosticului pacientilor cu CRC.

Teza de doctorat este structuratd in doud sectiuni principale: partea generald si partea
dedicatd contributiilor personale. Partea generala cuprinde trei capitole, care prezintd date
epidemiologice si etiopatogenice, aspecte legate de diagnosticul si screeningul CRC, precum si
rolul biomarkerilor moleculari In managementul acestei afectiuni. Partea de contributii
personale cuprinde sapte capitole care prezintd ipoteza de lucru si obiectivele generale ale
cercetarii, metodologia cercetdrii, precum si rezultatele studiilor desfasurate pe parcursul
cercetdrii doctorale. Continutul tezei, rezultat atat din analiza criticd a literaturii de specialitate,
cat si din cercetarea original efectuatd a fost valorificat prin publicarea a 19 articole originale si
articole de tip review in reviste indexate international. In ansamblu, structura tezei integreaza

baza teoretica a temei si rezultatele cercetarii doctorale privind CRC.
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Contributii personale

Capitolul 4. Ipoteza de lucru si obiectivele generale ale cercetarii

Ipoteza de cercetare a tezei a fost ca heterogenitatea clinicd si biologicd a CRC poate fi
caracterizatd mai precis prin integrarea tehnicilor de biologie moleculard cu datele clinice,
histopatologice si imunohistochimice, iar aceasta abordare poate conduce la identificarea unor
biomarkeri utili pentru diagnosticul precoce, stratificarea prognosticd si personalizarea
managementului terapeutic. In acord cu aceastd ipotezi, cercetarea a urmdrit, ca obiectiv
principal, investigarea rolului tehnicilor moderne de biologie moleculard in caracterizarea CRC
si in optimizarea managementului acestor pacienti, prin analiza integratd a markerilor
moleculari, imunohistochimici si inflamatori, precum si a corelatiillor acestora cu
particularitatile clinico-patologice ale bolii. Printre obiectivele specifice ale cercetarii doctorale
s-au numarat:

1. Evaluarea comparativd a caracteristicilor epidemiologice, clinice, imagistice,
histopatologice si imunohistochimice la pacientii cu EO-CRC comparativ cu cei cu LO-
CRC, pentru identificarea unor factori asociati cu evolutia mai agresivd a EO-CRC. De
asemenea, am urmadrit o mai bund caracterizare a EO-CRC 1n populatia din Roméania si
identificarea unor elemente utile pentru optimizarea strategiilor de diagnostic si stratificarea
riscului.

2. Evaluarea statusului MMR la pacientii cu CRC si analiza corelatiilor dintre deficitul MMR
si caracteristicile clinice, histopatologice, imunohistochimice si inflamatorii, In vederea
identificarii unor markeri cu relevantd prognosticd si potentiala utilitate in orientarea
managementului terapeutic.

3. Evaluarea profilului plasmatic al unor mediatori inflamatori implicati In carcinogeneza
colorectala (TNF-R, TNF-a total, PDGF-AA, IL-17A, IL-1B) la pacienti cu polipi
colorectali, EO-CRC si LO-CRC, comparativ cu indivizi sdnatosi, in vederea identificarii
unor semnaturi inflamatorii cu potential diagnostic si prognostic.

4. Evaluarea profilului de expresie a unor transcripte asociate HERV in tesutul tumoral

colorectal comparativ cu tesutul adiacent non-tumoral si investigarea relatiei acestora cu
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biomarkeri moleculari implicati in inflamatie, proliferare celulard si controlul ciclului
celular, adaptare la micromediul tumoral hipoxic, angiogeneza, integritate epiteliala si
invazie tumorald, in vederea clarificdrii relevantei lor biologice si a potentialului lor ca

biomarkeri diagnostici, prognostici si potentiale tinte terapeutice.

Capitolul 5. Metodologia generala a cercetarii
Cercetarea doctorald a avut un design mixt, incluzand doud studii retrospective si doua
studii prospective, cu caracter exploratoriu. In cadrul acestora au fost inrolati pacienti ai

Spitalului Clinic de Urgentd Bucuresti cu diagnostic de CRC confirmat histopatologic, pe o

perioada de trei ani, intre februarie 2023 si februarie 2026, dupa cum urmeaza:

e Primul studiu a inclus 204 pacienti cu CRC, pe care i-am impartit in doud grupuri: grupul 1
— pacienti cu EO-CRC si grupul 2 — pacienti cu LO-CRC;

e Al doilea studiu a inclus 264 pacienti cu CRC, pe care i-am impartit in doud grupuri:
grupul 1 — pacienti cu status MMR pozitiv si grupul 2 — pacienti cu status MMR negativ;

e Al treilea studiu a inclus 51 pacienti cu LO-CRC, 11 pacienti cu EO-CRC, 16 pacienti cu
polipi colorectali si 10 subiecti sandtosi, fara leziuni colorectale cunoscute, de la care s-au
recoltat probe de sange periferic;

e Alpatrulea studiu a inclus 21 pacienti cu CRC, de la care s-au recoltat probe tisulare si probe
de sange periferic;

Inaintea initierii cercetirii, a fost obtinut avizul Comisiei de Etica a Spitalului Clinic de
Urgentd Bucuresti (numarul 1400/07.02.2023), iar pentru prelucrarea probelor biologice in
cadrul Institutului de Virusologie Stefan S. Nicolau din Bucuresti a fost incheiat un contract
cadru de colaborare intre cele doud institutii (numarul 560/12.04.2022). Pacientii inclusi in
studiile retrospective si-au exprimat acordul pentru utilizarea datelor medicale in scop de
cercetare, iar cei inclusi In studiile prospective au semnat suplimentar un consimtamant informat
pentru recoltarea probelor biologice.

Criteriile generale de includere au fost reprezentate de diagnosticul histopatologic confirmat
de CRC si de semnarea consimtamantului informat, la care s-au adaugat criterii specifice

fiecarui studiu, precum disponibilitatea rezultatelor examenului imunohistochimic sau absenta
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unor cancere cu alta localizare, a infectiilor recente si a bolilor autoimune. Criteriile de excludere
au inclus refuzul participarii la studiu, prezenta unor malignitati sincrone, infectii recente sau
boli autoimune si lipsa unor date clinice sau paraclinice relevante pentru analiza statistica.

Metodologia cercetarii a cuprins mai multe etape succesive: definirea cadrului teoretic prin
analiza literaturii de specialitate, formularea ipotezei si a obiectivelor, elaborarea protocolului
de studiu, constituirea loturilor de pacienti si standardizarea procedurilor de recoltare, transport,
prelucrare si depozitare a probelor biologice. Datele demografice, clinice si paraclinice au fost
colectate din documentele medicale si centralizate in baze de date dedicate. Pentru studiile
prospective au fost recoltate probe de sange periferic si, dupa caz, probe pereche de tesut tumoral
si tesut adiacent non-tumoral. Probele de sange au fost centrifugate, cu separarea plasmei si
depozitarea acesteia la -80° Celsius, iar probele tisulare au fost prelevate din piesele
chirurgicale, transportate in conditii standardizate si conservate in aceleasi conditii pana la
analiza.

Determinarea concentratiilor citokinelor plasmatice s-a realizat prin metoda enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), iar analiza expresiei genice la nivel tisular a fost efectuatd prin
reactia de polimerizare 1n lant (PCR) cantitativa in timp real, dupa extractia ARN total si revers-
transcriere. Astfel, au fost determinate concentratiile plasmatice ale unor citokine cu rol dovedit
in oncogeneza, respectiv: superfamilia de receptori ai factorului de necroza tumorald (sTNF-R),
factorul de necroza tumorala alpha total (TNF-a total), factorul de crestere derivat din plachete
AA (PDGF-AA), interleukina 17A (IL-17A) si interleukina 1B (IL-1p), conform protocoalelor
in vigoare. De asemenea, s-a evaluat expresia tisulard pentru o serie de transcripte asociate
elementelor retrovirale endogene umane - HERV (HERV-FRD, HERV-R, HERV-V1, HERV-
1, HERV-H, HERV-K, endogenous retroviral family W, ENV member 1 - ERVWELI), molecule
imunomodulatoare, precum human endogenous retrovirus-H long terminal repeat-associating 1
(HHLA1) si human endogenous retrovirus-H long terminal repeat-associating 2 (HHLA?2),
familia de interleukine 17 (IL-17A-F) si nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells (NFkB). Ulterior, am evaluat un panel extins de markeri implicati in proliferarea
celulard, angiogeneza, adeziunea celulard si integritatea barierei epiteliale (dihidrofolat

reductaza- DHFR, proliferating cell nuclear antigen - PCNA, antigenul Kiel 67 - Ki67, tyrosine
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kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains - TIEl, cyclin Bl - CCNBI,
angiopoietina 1 - ANGPI, ocludina - OCLN, tight junction protein 1 - TJP1, Egl-9 family
hypoxia inducible factor 2 - EGLN2, inhibitorul tisular al metaloproteinazei 1 - TIMP1, CD62
(L-selectina), beta-catenina, intercellular adhesion molecule - ICAM, vascular cell adhesion
molecule - VCAM, epidermal growth factor receptor - EGFR, vascular endothelial growth
factor receptor 2 - VEGFR2, endotelina 1 - EDN1). Nivelurile relative de expresie au fost
calculate prin metoda comparativd Ct (2"-AACt), normalizatd la gena de referinta
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). Analiza statisticd a fost realizatd cu
ajutorul programelor SPSS, R si Python, in functie de obiectivele fiecirui studiu. In final,
rezultatele au fost integrate pentru conturarea unui profil specific carcinogenezei colorectale si
pentru identificarea unor biomarkeri cu potential diagnostic, prognostic si terapeutic.

Semnificatia statisticd a fost stabilitd pentru p < 0,05.

Capitolul 6. Diferente prognostice intre cancerul colorectal cu debut precoce si
cancerul colorectal cu debut tardiv

Introducere. Studiile ultimilor ani au raportat o crestere a incidentei EO-CRC, care pare
sa reprezinte o entitate distincta fatd de LO-CRC, prin particularitdti epidemiologice, anatomice,
histopatologice si moleculare [11]. Mai mult, cercetarile recente estimeaza cd pana in anul 2030,
ratele de diagnostic ale cancerului de colon cu debut precoce vor creste cu 27,7%, iar cele ale
cancerului rectal cu debut precoce cu 46% [12]. Din pacate, cresterea alarmantd a incidentei
EO-CRC, descrisa de studiile epidemiologice, nu a fost insotitd de un numar semnificativ de
studii observationale sau experimentale care sa permita atat imbunatatirea ratelor de diagnostic
precoce ale acestei afectiuni, cit si optimizarea managementului terapeutic [13]. In acest
context, obiectivul studiului nostru a fost evaluarea comparativa a unor variabile demografice,
clinice, histopatologice si imunohistochimice la pacientii cu EO-CRC si cei cu LO-CRC, in
vederea identificdrii unor elemente care ar putea explica caracterul mai agresiv al EO-CRC si
ar putea contribui la optimizarea managementului acestor pacienti [11].

Material si metodia. Am realizat un studiu retrospectiv, observational, desfasurat pe o

perioada de doi ani (ianuarie 2021 — ianuarie 2023), in care am inclus 204 pacienti internati in
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cadrul Spitalului Clinic de Urgenta Bucuresti cu diagnostic histopatologic confirmat de CRC.
Pacientii au fost impdrtiti in doud loturi, in functie de varsta la diagnostic: lotul EO-CRC, format
din pacienti diagnosticati cu CRC la varsta de cel mult 50 ani si lotul LO-CRC, format din
pacienti diagnosticati dupa varsta de 50 ani [11].

Au fost analizate variabile demografice, clinice, endoscopice, histopatologice si
imunohistochimice, precum si comorbiditatile, antecedentele heredocolaterale, valorile serice
ale unor markeri biologici si durata de spitalizare. Prelucrearea statistica a datelor a fost realizata
cu ajutorul programului IBM SPSS Statistics, utilizdnd teste de comparatie pentru variabilele
categoriale si continue, precum si modele de regresie liniard si logistica pentru evaluarea
asocierilor independente si controlul potentialilor factori de confuzie [11].

Rezultate, discutii si concluzii. Din totalul pacientilor inclusi in studiu, 11,3% au fost
diagnosticati cu EO-CRC, majoritatea acestora Incadrandu-se in grupa de varstd 45-50 ani
(61%) [11]. Validam astfel, datele din literatura de specialitate conform cérora screeningul
pentru CRC, la grupa de varstda 45-50 ani, ar putea avea un impact semnificativ asupra
prognosticului acestor pacienti [11,14]. De asemenea, s-a observat o usoard predominantd a
sexului masculin In ambele loturi de studiu, mai accentuatd insd in randul pacientilor cu EO-
CRC (64,4% versus 53,6%), dar fara semnificatie statistica (p = 0,509) [11].

Pacientii cu EO-CRC au prezentat mai frecvent tumori cu localizare distald si aspect
endoscopic stenozant (43,5% versus 29,3%), insd aceastd diferentd nu a atins pragul de
semnificatie statisticd [11]. De asemenea, am urmadrit stadializarea TNM si am identificat
tendinta la diagnostice in stadii avansate pentru ambele loturi de pacienti [11]. In schimb, din
punct de vedere histopatologic, adenocarcinomul mucinos a fost mai frecvent la pacientii cu
EO-CRC, comparativ cu cei cu LO-CRC (34,8% versus 14,4%) [11]. In mod similar, acesti
pacienti au prezentat un procent mai mare de tumori slab diferentiate (39,1% versus 14,2%; p =
0,010), rezultate ce sustin caracterul mai agresiv al acestei forme de boala [11].

Rezultatele examenului imunohistochimic, disponibile la un numar limitat de pacienti, au
evidentiat diferente semnificative statistic pentru expresia caudal-type homeobox transcription
factor 2 (CDX2) si HER2 intre cele doua loturi de studiu. Astfel, CDX2 a fost negativ la toti

pacientii cu EO-CRC evaluati, in timp ce 58,5% dintre pacientii cu LO-CRC au avut expresie
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pozitiva pentru CDX2 (p = 0,012). In contrast, HER2 a fost pozitiv la 50% dintre pacientii cu
EO-CRC si la niciun pacient cu LO-CRC (p = 0,002) [11]. De asemenea, rata de pozitivitate a
mutS homolog 2 (MSH2) a fost mai mare in lotul LO-CRC (76,5% versus 33,3%), diferenta
aflata la limita semnificatiei statistice (p = 0,056) [11]. Supraexpresia HER2 in EO-CRC poate
contribui la agresivitatea tumorald prin activarea unor cdi oncogenice esentiale, incluzand
semnalizarea PI3K/AKT si MAPK, care promoveaza proliferarea celulara, supravietuirea si
metastazarea [15,16]. In plus, alterdrile HER2 au fost corelate cu rezistenta la chimioterapia
conventionald, fapt ce sugereaza un potential beneficiu al terapiilor tintite anti-HER2 la pacienti
selectati cu EO-CRC [17].

Analiza regresiei logistice a identificat fumatul si hipertensiunea arteriala (HTA) ca factori
asociati independent cu EO-CRC. Pentru fumat, valoarea odds ratio (OR) a fost de 3,450,
indicand un risc de 3,45 ori mai mare de EO-CRC la fumatori, comparativ cu nefumatorii [11].
In ceea ce priveste legitura dintre prezenta HTA si cresterea riscului de EO-CRC, consideram
cd este vorba, mai degraba, de HTA din cadrul sindromului metabolic [11]. In ceea ce priveste
markerii biologici, nu s-au identificat diferente semnificative pentru antigenul carcinoembrionar
(CEA) si antigenul carbohidrat 19-9 (CA 19-9), insa valorile albuminei au fost semnificativ mai
mari la pacientii cu EO-CRC (p = 0,002) [11]. Durata medie de spitalizare a pacientilor inclusi
in studiul nostru a fost de 14,51 zile, iar singurul parametru care a influentat durata de spitalizare,
intr-o maniera semnificativa statistic, a fost nivelul seric al albuminei [11].

In concluzie, rezultatele studiului nostru sustin caracterul mai agresiv al EO-CRC
comparativ cu LO-CRC, explicat prin frecventa mai mare a tipului histologic mucinos, a
gradului slab de diferentiere tumorala, a expresiei crescute a unor factori pro-oncogeni, precum
HER2, respectiv a expresiei reduse a unor factori supresori tumorali, precum CDX2 [11].
Totodata, asocierea cu factori de risc modificabili, precum fumatul si HTA, subliniaza

necesitatea unor strategii preventive si de screening personalizat [11].

Capitolul 7. Profil clinic, imunohistochimic si inflamator in cancerul colorectal:
impactul statusului MMR

Introducere. Evaluarea statusului MMR s-a dovedit a avea un rol important in



UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE “CAROL ok
DAVILA” din BUCURESTI

managementul pacientilor cu CRC, prin implicatiile sale diagnostice, prognostice si terapeutice
[18]. Deficitul MMR determina instabilitate microsatelitarda (MSI) si se asociaza frecvent cu
anumite particularitdti clinico-patologice, precum localizare proximala, stadiu tumoral avansat,
diferentiere slabd si infiltrat tumoral limfocitar abundent [19]. Rolul prognostic al MSI in
evaluarea pacientilor cu CRC rimane insi controversat. In acest context, ne-am propus
evaluarea statusului MMR la pacientii cu CRC, precum si identificarea unor corelatii intre
profilurile clinice, imunohistochimice si inflamatorii ale acestora [18]. Obiectivul secundar a
fost reprezentat de identificarea unor potentiali biomarkeri prognostici care pot ghida
managementul terapeutic al CRC in vederea ameliorarii calitatii si duratei de viatd a acestor
pacienti [18].

Material si metoda. Am realizat un studiu retrospectiv, observational, care a inclus 264
de pacienti cu diagnostic histopatologic confirmat de CRC, internati in cadrul Spitalului Clinic
de Urgenta Bucuresti, pe o perioadd de 10 ani (ianuarie 2015 — ianuarie 2025). Pacientii au fost
impartiti In doud grupuri, in functie de statusul MMR: grupul cu expresie pastrata a tuturor
proteinelor MMR (status MMR pozitiv) si grupul cu pierderea expresiei a cel putin uneia dintre
proteinele mutL homolog 1 (MLH1), MSH2, mutS homolog 6 (MSH6) sau postmeiotic
segregation increased 2 (PMS2) (status MMR negativ). Au fost analizate variabilele clinice,
histopatologice, imunohistochimice si inflamatorii, incluzand localizarea tumorala, gradul de
diferentiere, stadiul TNM, expresia unor markeri precum CDX2, citokeratina 7 (CK7),
citokeratina 20 (CK20) si Ki67, precum si markerii inflamatori sistemici, NLR (raportul
neutrofile/limfocite) si PLR (raportul plachete/limfocite) [18]. Analiza statistica a fost realizata
cu ajutorul limbajului Python, utilizand teste comparative, modele de regresie si interpretarea
valorilor SHAP pentru evaluarea impactului predictorilor asupra evolutiei clinice [18].

Rezultate, discutii si concluzii. Deficitul MMR a fost identificat la 18,18% dintre
pacienti. Dintre cei cu status MMR negativ, 6,25% au prezentat pierderea expresiei unei singure
proteine, 91,67% pierderea expresiei a doud proteine, iar 2,08% (un singur pacient) pierderea
expresiei tuturor celor patru proteine [18]. Cea mai frecventd alterare a fost reprezentatd de
pierderea expresiei MLH1, urmata de PMS2, iar asocierea pierderii concomitente a expresiei

MLH1/PMS2 a fost observatd la 77,08% dintre pacientii cu deficit MMR [18]. In ceea ce
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priveste indicele de proliferare Ki67, evaluat la 39% dintre pacienti, 97,08% au prezentat valori
peste pragul de 25% [18]. Analiza comparativa a aratat ca deficitul MMR a fost mai frecvent la
femei (p < 0,001), la pacientii cu tumori localizate la nivelul colonului drept (p < 0,001) si la cei
cu tumori slab diferentiate (62,5% G3 in lotul MMR negativ; p < 0,001) [18]. De asemenea,
pierderea expresiei CDX2 a fost semnificativ mai frecvent asociatd cu deficitul MMR (42,85%
versus 5,36%; p < 0,001) [18]. In schimb, markerii inflamatori sistemici, NLR si PLR, nu au
prezentat diferente semnificative statistic intre grupuri.

Analiza individuala a proteinelor MMR a evidentiat asocieri distincte. Astfel, pierderea
expresiei MLHI1 a fost mai frecventa la femei (p = 0,004), la pacientii cu tumori localizate la
nivelul colonului drept (p < 0,001) si la cei cu tumori slab diferentiate (p < 0,001) [18]. De
asemenea, pierderea expresiei MLHI1 s-a asociat cu pierderea expresiei CDX2 (p <0,001) [18].
Pierderea expresiei MSH2 a fost rard (< 3,6 %) si s-a corelat semnificativ doar cu tumorile slab
diferentiate (p = 0,01) [18]. In mod similar, pierderea expresiei MSH6, observata la mai putin
de 3% dintre pacienti, s-a asociat semnificativ cu tipul histologic, fiind identificatd la 20% dintre
adenocarcinoamele cu celule in inel cu pecete, 6,5% dintre adenocarcinoamele mucinoase, 0,8%
dintre adenocarcinoamele NOS si 0% dintre tumorile neuroendocrine (p =0,001) [18]. Pierderea
expresiei PMS2 s-a asociat semnificativ cu sexul feminin (p = 0,015), localizarea la nivelul
colonului drept (p = 0,003) si gradul slab de diferentiere tumorald (p < 0,001) [18].

Durata medie de spitalizare a fost de 13,9 zile, iar rata de deces intraspitalicesc de 7,69%
[18]. Analizele de regresie multivariatd si modelele de tip Random Forest, completate de
interpretarea valorilor SHAP, au ardtat ca principalii factori asociati cu prelungirea duratei de
spitalizare au fost statusul MMR pozitiv si gradul slab de diferentiere tumorala, iar localizarea
la nivelul colonului drept a avut un efect mai modest [18]. Cel mai puternic predictor al
mortalitdtii intraspitalicesti a fost adenocarcinomul mucinos, urmat de localizarea la nivelul
colonului drept si gradul slab de diferentiere tumorala [18]. In ceea ce priveste supravietuirea
globala, nu au fost identificate diferente semnificative statistic Intre pacientii cu status MMR
pozitiv si cei cu deficit MMR, rata de deces fiind similara intre cele doua grupuri (35,6% versus
35,4%, 95% C1 0,51 — 1,90) [18]. Totusi, analiza SHAP a sugerat ca gradul slab de diferentiere

tumorala si localizarea la nivelul colonului drept s-au asociat cu un risc crescut de mortalitate
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de orice cauza, In timp ce statusul MMR pozitiv a avut un efect modest, dar In general
nefavorabil [18].

In concluzie, rezultatele noastre sustin faptul ca deficitul MMR se asociazi cu un profil
clinico-patologic distinct, caracterizat prin varsta mai tanara, sex feminin, localizare proximala
a tumorilor, grad slab de diferentiere si pierderea expresiei CDX2, confirmand valoarea
statusului MMR ca biomarker relevant pentru caracterizarea biologicd si stratificarea

prognostica a pacientilor cu CRC [18].

Capitolul 8. Expresia plasmatica a sSTNF-R, TNF-a, PDGF-AA, IL-17A si IL-1p ca
potentiali biomarkeri in cancerul colorectal

Introducere. Studiile ultimilor ani s-au focusat atat pe elucidarea mecanismelor
fiziopatologice ce conduc la aparitia CRC, cat si pe identificarea unor noi instrumente care sa
faciliteze diagnosticul precoce si sd optimizeze managementul terapeutic al acestor pacienti.
Astfel, accesibilitatea si caracterul non-invaziv al testelor sangvine au generat un interes
considerabil [20-23]. De asemenea, dintre diferitele mecanisme implicate in carcinogeneza,
calea inflamatorie a atras Tn mod deosebit atentia, numeroase studii descriind rolurile celulare si
moleculare ale inflamatiei in initierea si progresia tumorala [23-25]. Totusi, mecanismele exacte
prin care inflamatia cronica contribuie la carcinogeneza nu sunt pe deplin elucidate [26].

In acest context, prezentul studiu a urmirit investigarea relatiei dintre mediatorii
inflamatori sistemici si CRC, prin analiza nivelurilor plasmatice a cinci citokine cu roluri bine
stabilite in biologia tumorala: sSTNF-R, TNF-a total, PDGF-AA, IL-17A si IL-1P [27]. Aceste
citokine au fost selectate deoarece reprezintd componente esentiale si complementare ale
semnalizdrii inflamatorii pro-oncogene: IL-1p si TNF-a sunt activatori centrali ai cailor NF-
kB/STAT3, sTNF-R este un indicator sistemic stabil al inflamatiei mediate de TNF, PDGF-AA
reflecta activarea stromald si angiogeneza, n timp ce IL-17A surprinde axa T helper 17 (Th17)
implicatd in invazia tumoralda [27]. Originalitatea acestui studiu a constat in evaluarea
comparativa a acestor biomarkeri in patru grupuri distincte: martori sandtosi, pacienti cu polipi
colorectali, pacienti cu EO-CRC si LO-CRC [27]. Obiectivul principal a fost identificarea unor

diferente de expresie care sd distingd intre etapele carcinogenezei colorectale, iar obiectivul
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secundar a fost evaluarea potentialului combinat al acestor citokine pentru dezvoltarea cu kit
diagnostic [27].

Material si metodi. Am realizat un studiu exploratoriu, prospectiv, de tip caz-control,
desfasurat intre februarie 2023 si octombrie 2025, in care am inclus 10 subiecti sanatosi, 16
pacienti cu polipi adenomatosi colorectali, 11 pacienti cu EO-CRC si 51 pacienti cu LO-CRC
[27]. Toti subiectii si-au exprimat acordul cu privire la recoltarea de probe biologice si utilizarea
datelor medicale in scop de cercetare, iar studiul a fost aprobat de catre Comisia de Etica a
Spitalului Clinic de Urgenta Bucuresti. De la fiecare subiect s-au recoltat probe de singe
periferic, care au fost transportate la Institutul de Virusologie Stefan S. Nicolau din Bucuresti
pentru prelucrare si depozitare. Astfel, dupa centrifugare, plasma a fost depozitata la -80°
Celsius pand la analizd. Determinarea concentratiilor plasmatice ale sSTNF-R, TNF-a total,
PDGF-AA, IL-17A si IL-1p s-a realizat prin metoda ELISA, utilizand kituri comerciale validate.
Analiza statisticd a fost efectuatd cu ajutorul programelor R si Python, folosind teste
neparametrice, ajustarea pentru testdri multiple prin metoda Benjamini-Hochberg (FDR),
estimarea marimii efectului, analize ROC si modele de regresie logistica multivariata [27].

Rezultate, discutii si concluzii. Analiza descriptiva a identificat diferente semnificative
statistic intre grupurile patologice pentru varsta, statusul de fumator, localizarea formatiunilor
tumorale si stadiul tumoral [27]. Lotul pacientilor cu polipi colorectali a prezentat cea mai mare
proportie de fumatori (75%), urmat de lotul pacientilor cu EO-CRC (63,6%) si ulterior, de cel
al pacientilor cu LO-CRC (33,3%) [27]. De asemenea, pacientii cu polipi colorectali au
prezentat mai frecvent leziuni localizate la nivelul colonului stAng, pacientii cu EO-CRC au avut
o distributie predominant distald a formatiunilor tumorale, iar cei cu LO-CRC au prezentat mai
frecvent tumori localizate la nivelul colonului drept (p = 0,010) [27]. Raportat la stadiul tumoral,
pacientii cu EO-CRC au fost diagnosticati mai frecvent in stadiul IV de boald comparativ cu
pacientii cu LO-CRC (45,5% versus 15,7%; OR = 4,48; p = 0,043) [27].

Dintre cele cinci citokine analizate, PDGF-AA a prezentat cele mai marcate diferente ntre
lotul control si toate loturile patologice, cu valori mult mai mari la pacientii cu polipi colorectali
si CRC comparativ cu subiectii sandtosi [27]. Dupa ajustarea pentru testari multiple, diferentele

privind nivelul plasmatic al PDGF-AA intre loturile analizate au rdmas semnificative statistic,
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confirmandu-se ci acest biomarker a fost cel mai robust dintre cei analizati. In schimb, sTNF-
R a prezentat niveluri mai ridicate la subiectii control comparativ cu loturile patologice, insa
aceste diferente nu si-au mentinut semnificatia statistica dupa corectia FDR [27]. Pentru TNF-
a total si IL-1P nu au fost identificate diferente semnificative statistic intre grupuri [27]. IL-17A
a prezentat diferente modeste: subiectii control au avut niveluri usor mai mari fata de pacientii
cu LO-CRC, iar pacientii cu EO-CRC au avut valori usor mai mari comparativ cu cei cu LO-
CRC, diferente care nu si-au mentinut insd semnificatia statistica dupa ajustarea FDR [27].

Evaluarea performantei diagnostice a panelului format din cele cinci citokine a aratat o
bund capacitate aparentd de discriminare Intre subiectii sdnatosi si loturile patologice, cu valori
AUC intre 0,90 si 0,99. in schimb, capacitatea de diferentiere intre subgrupurile patologice a
fost modesta, cu valori AUC intre 0,60 s1 0,66 [27]. Un panel redus, alcatuit din sTNF-R, PDGF-
AA si IL-17A a demonstrat, de asemenea, o bund capacitate aparentd de discriminare Intre
subiectii sandtosi si grupurile patologice, Insd dupa validarea internd prin bootstrap, valorile
AUC corectate s-au redus, iar in comparatiile dintre subgrupurile patologice s-a evidentiat, de
asemenea, o capacitate modesta de discriminare [27].

In concluzie, rezultatele noastre sugereazi ci semnalizarea inflamatorie sistemica poate
reflecta anumite aspecte ale oncogenezei colorectale. PDGF-AA este cel mai promitator
biomarker plasmatic dintre cei analizati pentru diferentierea subiectilor sdnatosi de pacientii cu
leziuni colorectale, in concordanta cu rolul sdu cunoscut in activarea stromala si semnalizarea
angiogenica [27]. Kitul multimarker extins la cele cinci citokine, dar si cel redus la citokinele
care au prezentat cele mai mari diferente intre loturile analizate, a demonstrat o buna capacitate
aparenta de discriminare intre subiectii sandtosi si pacientii cu leziuni colorectale, Insd a
prezentat doar o acuratete modestd 1n diferentierea subgrupurilor patologice intre ele. Sunt

necesare studii viitoare, pe cohorte mai mari, pentru validarea rezultatelor noastre.

Capitolul 9. Expresia diferentiala a unor transcripte HERYV si corelatiile acestora
cu biomarkeri moleculari in cancerul colorectal
Introducere. Studiile ultimilor ani s-au concentrat pe etiopatogeneza CRC, o atentie

deosebita atragand rolul microbiomului intestinal, precum si al HERV [28-30]. HERV
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reprezintd aproximativ 8% din genomul uman [31]. Legatura dintre expresia HERV si
oncogenezd este controversatd, putand fi explicata fie prin dereglari epigenetice, fie prin
activitatea lor de promotor asupra oncogenelor [32]. Mecanismele prin care HERV pot influenta
procesele de sinteza proteica sunt multiple: productia directa de proteine derivate din secventele
interne HERV (Env, Gag, Pol), fenomenul de oncoexaptare intre o gena si un HERV, actiunea
HERV ca long non-coding ARN (IncARN) capabil sa moduleze expresia unei gene [32,33].
Avand 1n vedere aceste aspecte, scopul prezentului studiu a fost de a evalua profilul de expresie
al unor transcripte HERV atat la nivelul tesutului tumoral colorectal, cat si la nivelul tesutului
adiacent non-tumoral si de a explora relatiile acestora cu un panel extins de biomarkeri implicati
in procese-cheie ale oncogenezei. Am ales transcriptele HERV-FRD, HERV-R, HERV-K,
HERV-V1, HERV-1, HERV-H si ERVWEI], precum si moleculele imunoreglatoare HHLA1 si
HHL A2 datorita relevantei lor biologice in carcinogeneza, inclusiv prin potentialul unor membri
ai acestui grup de a genera proteine de tip Env, de a se asocia cu dereglari epigenetice si de a
contribui la fenomene de mimica virala, activare interferonica si remodelare a contextului imun
tumoral. In paralel, am selectat biomarkeri care acoperd dimensiuni complementare ale biologiei
CRC: inflamatie tumorala si semnalizarea imuna (IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E,
IL-17F, NFkB), proliferare celulara si controlul ciclului celular (Ki67, PCNA, DHFR, CCNBI,
EGFR), angiogeneza si adaptare la micromediul tumoral hipoxic (TIE1, VEGFR2, ANGPI,
EGLN2, EDNI), invazie, metastazare si tranzitie epitelio-mezenchimald (markeri de
adeziune/invazie - ICAM, VCAM, CD62/L-selectin, TIMP1; markeri de integritate epiteliald —
beta-catenina, OCLN, TJP1). In mod particular, ne-am propus sa caracterizam tiparele de co-
expresie dintre familiile HERV si acesti biomarkeri si sa evaludm daca variatiile lor se aliniaza
cu semndturi moleculare sugestive pentru un microambient tumoral specific. Prin aceasta
abordare integrativa, studiul nostru a urmarit sa clarifice semnificatia biologica a expresiei
HERV in CRC si sa exploreze potentialul acestora ca biomarkeri moleculari diagnostici,
prognostici si terapeutici. De asemenea, avand in vedere datele foarte limitate cu privire la
implicarea HERV in carcinogeneza colorectala am urmadrit deschiderea unor noi directii de
cercetare.

Material si metodd. Am realizat un studiu exploratoriu, unicentric, care a inclus 21
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pacienti cu CRC, supusi interventiei chirurgicale in scop curativ sau paliativ, fara tratamente
oncologice anterioare. Studiul s-a desfasurat intre februarie 2023 si februarie 2025, in cadrul
Spitalului Clinic de Urgenta Bucuresti si al Institutului de Virusologie Stefan S. Nicolau din
Bucuresti. Toti participantii au semnat consimtdmant informat, iar studiul a fost aprobat de
Comisia de Etica a Spitalului Clinic de Urgenta Bucuresti.

De la fiecare pacient au fost recoltate probe pereche de tesut tumoral si tesut adiacent non-
tumoral, obtinute din piesele de rezectie chirurgicala, inaintea fixarii acestora In formol. Dupa
transport si depozitare -80° Celsius, ARN-ul total a fost extras cu reactiv TRIzol, urmat de
evaluarea puritatii si integritatii acestuia. Ulterior, s-a realizat sinteza ADNc, utilizdnd High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, iar expresia genelor tintd a fost analizatd prin PCR
cantitativ in timp real cu Maxima SYBR Green qPCR Master Mix, folosind primeri validati de
OriGene Technologies. Expresia relativa a genelor a fost calculatd utilizdnd metoda Ct (27-
AACt), normalizatd la gena de referintda GAPDH. Analiza statisticd a fost realizata cu ajutorul
programului R, utilizand teste neparametrice pentru esantioane pereche, testul Wilcoxon signed-
rank, testul McNemar exact, corelatii Spearman pentru expresia diferentiala pereche A(T—N), si
corectia Benjamini-Hochberg pentru controlul erorii de tip .

Rezultate, discutii si concluzii. Cohorta de studiu a inclus 21 pacienti, cu distributie
relativ omogena pe sexe si varstd medie de 64,2 ani. Tumorile au fost localizate mai frecvent la
nivelul colonului stang (42,9%), iar cele de la nivelul colonului drept si rectului au avut proportii
comparabile (28,6% fiecare). Din punct de vedere histologic, a predominat adenocarcinomul
NOS (90,5%), iar majoritatea tumorilor au fost moderat diferentiate (81% G2). Stadiul II a fost
cel mai frecvent intalnit, iar dintre comorbiditati au predominat HTA (52,4%) si diabetul zaharat
(38,1%).

Analiza pereche a expresiei transcriptelor HERV a evidentiat un tipar selectiv de dereglare
la nivel tumoral. HERV-FRD, HERV-R, HERV-K, HERV-V1, ERVWE1, HHLA1 si HHLA2
au prezentat supraexpresie semnificativa in tesutul tumoral comparativ cu tesutul adiacent non-
tumoral (p <0,031). In contrast, HERV-1 si HERV-H nu au evidentiat diferente consistente
intre tesutul tumoral si cel adiacent non-tumoral. in ceea ce priveste biomarkerii inflamatori si

imunologici, IL-17E a fost singura citokind din familia IL-17 care a prezentat o crestere
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semnificativa a expresiei la nivel tumoral (p = 0,001). IL-17C a prezentat o tendinta spre
supraexpresie tumorald, dar fard semnificatie statistica. Pentru IL-17A, IL-17B si IL-17F,
numarul redus de probe cuantificabile a limitat analiza inferentiala. Totusi, IL-17A a prezentat
o detectabilitate semnificativ mai mare in tesutul tumoral decét in tesutul adiacent non-tumoral
(McNemar p = 0,031). NFkB nu a prezentat diferente semnificative statistic Intre cele doua
tipuri de tesut.

Analiza markerilor de proliferare si metabolism celular a evidentiat supraexpresie
tumorala semnificativa pentru Ki67, PCNA si DHFR, toate cu valori p semnificative statistic,
sustinand existenta unui fenotip proliferativ activ la nivel tumoral. in schimb CCNBI a prezentat
o diferentd medianad pereche negativa, sugerand o expresie mai mare in tesutul adiacent non-
tumoral (p = 0,014), iar EGFR a prezentat o tendinta discreta de scidere a expresiei la nivel
tumoral, fard semnificatie statisticd. Dintre markerii implicati in procesele de angiogeneza si
adaptare la hipoxie, TIEI a fost detectat exclusiv in tesutul tumoral, apropiindu-se de pragul de
semnificatie statisticd, VEGFR2 a avut o detectabilitate mai mare in tumord (McNemar p =
0,049), iar EGLN2 a fost semnificativ supraexprimat la nivel tumoral (p = 0,030). EDNI a
prezentat doar o tendinti de crestere a expresiei la nivel tumoral, fara semnificatie statistica. In
ceea ce priveste markerii de adeziune si integritate epiteliald, [CAM, VCAM si TIMP1 au avut
cresteri modeste ale expresiei tumorale, fara semnificatie statistica. In contrast, beta-catenina a
fost semnificativ subexprimata in tesutul tumoral (p = 0,024), iar OCLN a prezentat o tendinta
de reducere a expresiei tumorale.

Analiza corelatiilor Spearman pe expresia diferentiala pereche A(T—N) a evidentiat un
tipar coerent de covariatie Intre mai multe transcripte HERV (HERV-FRD, HERV-K, HERV-
V1, HERV-R, ERVWEI), sugerand o posibild dereglare coordonatd a expresiei acestora in
context tumoral. De asemenea, transcriptele HERV supraexprimate tumoral s-au corelat pozitiv
cu IL-17E, sugerand asocierea acestui subset HERV/ERVWEI1 cu un microambient inflamator
legat de axa IL-17E, in absenta unor corelatii semnificative cu NFxB. Totodata, HERV-FRD,
HERV-K, HERV-VI1, HERV-R, ERVWE1 si HHLA2 au prezentat corelatii pozitive
semnificative cu markerii de proliferare Ki67, PCNA si DHFR, sustinand integrarea reactivarii

HERV intr-un program proliferativ-metabolic activ. In plus, dintre markerii implicati in
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procesul de adaptare la micromediul hipoxic, EGLN2 a prezentat corelatii pozitive consistente
cu transcriptele HERV supraexprimate tumoral, sugerand o legatura intre reactivarea acestora
si raspunsul hipoxic tumoral. In ceea ce priveste markerii de invazie si remodelare tisulara,
TIMP1 s-a corelat cu HERV-FRD, HERV-K, HERV-V1 si HERV-R, iar ERVWEI] a prezentat
corelatii pozitive semnificative cu ICAM si VCAM. In contrast, aceste transcripte HERV au
prezentat corelatii negative semnificative cu beta-catenina si OCLN, sustindnd ipoteza unei
legaturi intre reactivarea HERV, pierderea integritatii epiteliale si activarea proceselor de
tranzitie epitelio-mezenchimala.

Nu au fost identificate asocieri robuste intre expresia transcriptelor HERV si localizarea
tumorala, tipul histologic, stadiul tumoral sau gradul de diferentiere, majoritatea comparatiilor
evidentiind dimensiuni reduse ale efectului si valori p nesemnificative statistic. Aceste rezultate
trebuie interpretate nsd in contextul dimensiunii reduse a esantionului si al distributiei relativ
neomogene a caracteristicilor clinico-patologice.

In concluzie, studiul nostru a evidentiat un profil selectiv de reactivare a transcriptelor
HERYV in CRC, caracterizat prin supraexpresia tumorala a HERV-FRD, HERV-R, HERV-K,
HERV-VI1, ERVWEI], HHLA1 si HHLAZ2. Integrarea acestor date cu expresia unui panel extins
de biomarkeri sugereaza cd reactivarea HERV nu reprezintd un fenomen izolat, ci se asociaza
cu axe biologice relevante, precum inflamatia tumorala de tip IL-17E, proliferarea si
metabolismul celular, adaptarea la hipoxie, remodelarea tisulara, evaziunea imuna si alterarea
integritatii epiteliale. Rezultatele noastre sustin ipoteza cd reactivarea selectiva a HERV poate
reprezenta un element biologic relevant in carcinogeneza colorectala si ofera o baza pentru studii
viitoare destinate validarii mecanistice si explordrii acestor transcripte ca biomarkeri

diagnostici, prognostici sau potentiale tinte terapeutice.

Capitolul 10. Concluzii si contributii personale
Prezenta teza de doctorat a avut ca obiectiv principal investigarea rolului tehnicilor de
biologie moleculara in caracterizarea CRC si in optimizarea managementului acestor pacienti.
Am efectuat astfel, o analizd integratd a particularitdtilor epidemiologice, clinice,

histopatologice, imunohistochimice, proteomice si transcriptomice ale bolii. Rezultatele
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obtinute demonstreaza ca obiectivele de cercetare propuse au fost atinse si sustin utilitatea unei

abordari multimodale pentru intelegerea heterogenititii CRC. Printre contributiile personale se

numara:

1. Realizarea unei caracterizari comparative a EO-CRC versus LO-CRC intr-o cohorta de
pacienti din Romania, evidentiind diferente clinico-patologice si imunohistochimice
sugestive pentru un comportament biologic mai agresiv al EO-CRC. Am demonstrat astfel,
asocierea EO-CRC cu un procent mai mare de tumori slab diferentiate, histologie
mucinoasa, expresie crescutd a HER2 si expresie redusd a CDX2, caracteristici ce contribuie
la definirea unei semnaturi biologice distincte pentru aceasta subcategorie de pacienti.

2. Realizarea unei analize clinice, imunohistochimice si inflamatorii in relatie cu statusul
MMR, intr-o cohortd de pacienti cu CRC, din Roméania si demonstrarea asocierii
semnificative a deficitului MMR cu sexul feminin, localizarea tumorala proximala, gradul
slab de diferentiere si pierderea expresiei CDX2.

3. Analiza separatd a pierderii expresiei fiecareia dintre proteinele MLH1, MSH2, MSH6 si
PMS?2 si relatia acestora cu parametrii clinico-patologici, ceea ce constituie o contributie
originala cu relevantd diagnostica si prognostica.

4. Evidentierea rolului PDGF-AA ca biomarker inflamator plasmatic cu capacitate buna pentru
diferentierea indivizilor sandtosi de pacientii cu leziuni colorectale benigne sau maligne si
evaluarea comparativd a unor paneluri de citokine cu potential exploratoriu pentru
screeningul non-invaziv al CRC.

5. Identificarea unui profil selectiv de reactivare tumorala a transcriptelor HERV in CRC,
caracterizat prin supraexpresia HERV-FRD, HERV-R, HERV-K, HERV-V1, ERVWEI,
HHLAT si HHLA2, contribuind la definirea unui nou cadru biologic pentru carcinogeneza
colorectala.

6. Demonstrarea existentei unor corelatii semnificative 1Intre transcriptele HERV
supraexprimate la nivel tumoral si biomarkeri implicati n inflamatie (IL-17E), proliferare
si metabolism celular (Ki67, PCNA, DHFR), hipoxie (EGLN2), remodelare tisulard si
alterarea integritdtii epiteliale (TIMP1, ICAM, VCAM, beta-catenina, OCLN) propunand

ipoteze originale cu privire la asocierea reactivarii HERV cu un profil biologic particular.
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7. Integrarea Iintr-o manierd unitara a datelor epidemiologice, clinice, histopatologice,
imunohistochimice, proteomice si transcriptomice, contribuind la standardizarea etapelor
metodologice ale studiilor prospective. Am formulat totodata directii concrete de cercetare
viitoare pentru dezvoltarea de paneluri multimarker utile in evaluarea diagnostica,

prognostica si personalizarea tratamentului in CRC.
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