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Introducere

Cancerul colorectal reprezinta, in prezent, una dintre principalele cauze de morbiditate si
mortalitate la nivel global, situdndu-se constant in topul neoplaziilor ca incidenta si mortali-
tate. In ultimele decenii, evolutia rapidi a cunostintelor in domeniul biologiei tumorale, al
tehnicilor de diagnostic si al strategiilor terapeutice a schimbat profund modul in care aceasta
patologie este inteleasa si abordatd. Cu toate acestea, in ciuda progreselor remarcabile, supra-
vietuirea pacientilor rdmane inegald, fiind influentatd de o multitudine de factori biologici, cli-
nici si terapeutici insuficient integrati In modelele actuale de evaluare prognostica.(1)

Motivatia alegerii temei acestei lucrari derivd din necesitatea unei intelegeri mai nu-
antate a factorilor care influenteaza supravietuirea in cancerul colorectal, dincolo de parametrii
clasici de stadializare. In practica clinici curent, existi frecvent discrepante intre stadiul bolii
si evolutia reald a pacientilor, sugerdnd existenta unor mecanisme biologice subtile, insuficient
explorate. Aceastd observatic a condus la interesul pentru dezvoltarea si integrarea unor
metode moderne de evaluare — precum analiza randamentului ganglionar, biopsia lichida si ca-
racterizarea micromediului tumoral — capabile sd ofere o imagine mai fideld a comportamen-
tului tumoral.(2)

Importanta si actualitatea temei sunt sustinute de tranzitia medicinei oncologice catre un
model de medicind personalizata, in care deciziile terapeutice sunt ghidate nu doar de caracter-
isticile anatomopatologice, ci si de profilul molecular si imunologic al tumorii. Noutatea lu-
crarii constd In abordarea integrativa a unor parametri aparent diferiti — chirurgicali, molecu-
lari si imunologici — si evaluarea impactului lor cumulativ asupra supravietuirii. Aceastd per-
spectiva multidimensionala reflecta tendintele actuale ale cercetarii internationale, unde accen-
tul se deplaseazad de la evaluarea statica a bolii cétre o intelegere dinamica a interactiunii tu-
mora—gazda.(3-5)

Tema se inscrie in mod direct In preocuparile comunitatii stiintifice internationale, unde
numeroase studii investigheaza rolul biopsiei lichide in monitorizarea bolii, semnificatia par-
ametrilor limfoganglionari in stadializare si importanta micromediului tumoral in determinarea
raspunsului terapeutic. La nivel national si institutional, aceasta directie de cercetare este

sustinuta de activitatea colectivului in cadrul céruia s-au dezvoltat protocoale moderne de ana-
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liza moleculara si imunologicd, precum si studii clinice axate pe optimizarea managementului
pacientilor cu cancer colorectal.

Ipoteza de cercetare a acestei lucrdri porneste de la premisa ca integrarea unor bio-
markeri multipli — incluzand parametri ai randamentului ganglionar, date obtinute prin biopsie
lichida si caracteristici ale micromediului tumoral — poate conduce la o evaluare prognostica
superioard modelelor conventionale, permitdnd o stratificare mai precisd a pacientilor si o
adaptare mai adecvata a tratamentului.(5-9)

Scopul prezentei cercetari este evaluarea impactului unor metode moderne de
caracterizare tumorald asupra aprecierii prognosticului si supravietuirii pacientilor cu cancer
colorectal, in vederea optimizarii stratificarii terapeutice si a individualizarii managementului

oncologic.

Obiective generale:
Dezvoltarea unor instrumente prin care se obiectiveazd si confirma interventia chirurgicala
radicala, cu identificarea unor elemente obiective ce pot aprecia prognosticul si modula trata-
mentul.
Identificarea unor factori biologici cu potential predictiv si prognostic care pot contribui la
optimizarea strategiilor terapeutice personalizate.
Analiza biomarkerilor circulanti identificati prin biopsie lichida si evaluarea potentialului lor
de utilizare pentru monitorizarea evolutiei bolii si a raspunsului la tratament la pacientii cu
cancer colorectal.
Caracterizarea componentelor micromediului tumoral si evaluarea influentei acestora asupra

progresiei tumorale si prognosticului oncologic.

Obiective specifice:
Evaluarea influentei unor parametri clinico-patologici relevanti (precum statusul ganglionar,
profilul molecular tumoral sau caracteristicile histologice) asupra prognosticului pacientilor.
Analiza corelatiilor dintre biomarkerii detectati prin biopsie lichida si stadiul bolii, rdspunsul
terapeutic, recurenta si supravietuirea globala.
Caracterizarea infiltratului imun tumoral si a expresiei moleculelor de control imun in

micromediul tumoral al cancerului colorectal.
13



Investigarea relatiei dintre parametrii imunologici tumorali si eficienta tratamentelor sistemice,
inclusiv a terapiilor tintite sau imunoterapiei.

Integrarea datelor biologice si clinice in vederea identificarii unor modele predictive pentru
evolutia bolii si pentru supravietuire.

In ansamblu, aceste obiective urmaresc construirea unui model integrat de evaluare
prognostica.

Metodologia cercetdrii a fost conceputd pentru a reflecta complexitatea fenomenelor in-
vestigate. Studiul a inclus cohorte distincte de pacienti, analizate prin metode complementare:
evaluare clinica si chirurgicald, analiza histopatologica, tehnici de biologie moleculara (inclu-
siv secventiere de noud generatie) si metode avansate de imunofenotipare. Abordarea statistica
a permis identificarea relatiilor dintre variabile si evaluarea impactului acestora asupra supra-
vietuirii, intr-un cadru riguros si reproductibil.(9-10)

Structura lucrarii reflecta aceastd abordare integrativa. Prima parte este dedicatd funda-
mentelor teoretice, incluzand anatomia si fiziologia colorectald, mecanismele carcinogenezei
si rolul micromediului tumoral. Partea a doua prezintd contributiile originale, organizate in
capitole dedicate obiectivelor studiului, metodologiei, rezultatelor si interpretarii acestora. Re-
zultatele obtinute evidentiaza limitele unor paradigme traditionale, precum ,,regula celor 12
ganglioni”, si sustin utilitatea unor indicatori alternativi, precum raportul ganglionar. De ase-
menea, sunt prezentate protocoale optimizate pentru biopsia lichidd si analiza micromediului
tumoral, cu potential aplicativ 1n practica clinica.

Caracterul interdisciplinar al cercetdrii este evident prin integrarea unor domenii variate
— chirurgie oncologicd, anatomie patologica, biologie moleculara, imunologie si statistica
medicald — fiecare contribuind la construirea unei perspective unitare asupra bolii. Aceasta in-
terdisciplinaritate nu reprezintd doar o abordare metodologicd, ci o necesitate impusa de com-
plexitatea cancerului colorectal.

In ceea ce priveste limitele cercetarii, acestea sunt legate in principal de dimensiunea
cohortelor analizate si de variabilitatea biologicd inerentd a tumorilor. De asemenea, imple-
mentarea pe scard largd a unor metode precum biopsia lichidd sau analiza detaliatd a mi-
cromediului tumoral poate fi limitatd de resursele disponibile. Cu toate acestea, rezultatele
obtinute deschid perspective importante pentru cercetari viitoare, orientate spre validarea aces-

tor biomarkeri in studii multicentrice si integrarea lor in algoritmi clinici standardizati.
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In concluzie, prezenta teza 1si propune sd contribuie la redefinirea modului in care su-
pravietuirea pacientilor cu cancer colorectal este evaluatd, prin propunerea unei abordari mo-

derne, integrate si orientate catre medicina de precizie.

Partea generala a tezei este formata din 3 mari capitole si oferd fundamentul teoretic
necesar Intelegerii cancerului colorectal, fiind structurata Intr-o maniera progresiva, de la noti-
uni de bazd anatomice si fiziologice pand la mecanismele complexe ale carcinogenezei si

metodele moderne de diagnostic- biopsia lichida in cancerul colorectal.

In prima etapi, sunt prezentate detaliat anatomia si embriologia colonului si rectului,
evidentiindu-se particularitatile structurale relevante pentru practica chirurgicala si oncologica.
Sunt descrise segmentele colonului, vascularizatia arteriala si venoasa, drenajul limfatic si
inervatia, subliniindu-se importanta acestor elemente in diseminarea tumorala si in planifi-
carea interventiilor chirurgicale. (11-16)De asemenea, sunt analizate diferentele embriologice
dintre colonul drept si cel stang, corelate ulterior cu particularitatile moleculare si clinice ale
tumorilor.In continuare, lucrarea abordeaza fiziologia colonului, insistind asupra functiilor
sale esentiale: absorbtia apei si electrolitilor, secretia si motilitatea. Sunt detaliate mecanismele
de transport ionic, rolul microbiotei si coordonarea neuro-hormonald a tranzitului intestinal,
precum si procesele implicate in defecatie.(17-20) Aceste aspecte sunt relevante pentru
intelegerea simptomatologiei si a modificarilor functionale asociate patologiei neoplazice.Un
capitol amplu este dedicat patologiei oncologice colorectale, fiind analizate mecanismele car-
cinogenezei in multiple etape. Sunt descrise principalele cdi moleculare implicate — secventa
adenom—carcinom, calea leziunilor serate si instabilitatea microsatelitard — evidentiindu-se
heterogenitatea biologicd a bolii(20-24). Se discuta rolul mutatiilor genetice (APC, KRAS,
TP53, BRAF), al instabilitatii cromozomiale si al factorilor epigenetici, precum si influenta
factorilor de mediu si a microbiomului intestinal. In acest context, sunt prezentate subtipurile

moleculare de consens (CMS), cu implicatiile lor prognostice si terapeutice.

Lucrarea continud cu o clasificare detaliatd a tipurilor histologice de cancer colorectal,
punand accent pe adenocarcinom si variantele sale (mucinos, cu celule in inel cu pecete,
medular etc.), precum si pe alte tipuri tumorale mai rare. Sunt analizate caracteristicile mor-

fologice si impactul acestora asupra evolutiei bolii si a raspunsului therapeutic(25-28).
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Un alt capitol important il constituie tratamentul chirurgical, considerat standardul de
aur in formele localizate de boald. Sunt descrise principiile oncologice ale rezectiei, inclusiv
excizia completd a mezocolonului si limfadenectomia extinsd, precum si tehnicile moderne
(laparoscopice si robotice). Se discuta diferentele de abord intre tumorile colonice si cele rec-

tale, cu accent pe excizia totala a mezorectului si pe importanta marginilor de rezectie(29-31).

In final, partea generali analizeazi metodele de diagnostic in cancerul colorectal, in-
cluzand colonoscopia ca standard de referinta, rectoscopia, confirmarea histopatologica si ro-
lul evaluarii moleculare. Sunt evidentiate importanta ratei de detectie a adenoamelor, standard-
izarea procedurilor endoscopice si integrarea tehnologiilor moderne, precum inteligenta artifi-
ciald. De asemenea, este subliniat rolul analizei histopatologice si al biomarkerilor moleculari

(MSI, KRAS, NRAS, BRAF) in stabilirea prognosticului si in ghidarea terapiei(32-35).

In ansamblu, partea generald construieste o imagine coerentd si complexa asupra cancerului
colorectal, integrand date anatomice, fiziologice, moleculare si clinice. Aceastd baza teoretica
justificd necesitatea unei aborddri moderne, multidimensionale, care depdseste limitele mod-

elelor clasice de evaluare si sustine directia cercetarii din partea originala a tezei.

Partea Speciala prezinta capitolele 4-9, scopul si obiectivele, metodologia generala a cercetar-

ii, cele 3 articole stiintifice publicate, precum si concluziile si perspectivele de viitor.

Capitolul 4 este reprezentat de Scopul si obiectivele cercetarii mentionate deja in intro-

ducere.

Capitolul 5 este reprezentat de metodologia cercetarii, care a fost conceputd pentru a
surprinde complexitatea biologica si clinica a cancerului colorectal, printr-o abordare integra-
tiva, multidisciplinard, care combind analiza clinicd, histopatologicd, moleculara si imunolog-
ica. Studiul a avut un design observational analitic, bazat pe evaluarea unor cohorte de pacienti
diagnosticati cu cancer colorectal, urmariti in vederea identificarii factorilor care influenteaza

prognosticul si supravietuirea.

Selectia pacientilor s-a realizat pe baza unor criterii de includere si excludere bine def-

inite, vizand obtinerea unui lot omogen din punct de vedere clinic si terapeutic. Datele co-
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lectate au inclus parametri demografici, caracteristici clinice, detalii legate de interventia chi-
rurgicala si informatii privind tratamentele oncologice administrate. O componentd esentiala a
metodologiei a fost evaluarea radicalitatii chirurgicale, prin analiza parametrilor limfogangli-
onari, cu accent pe indicatori precum numarul total de ganglioni examinati si raportul gangli-

onar.

Analiza histopatologicd a constituit o etapd centrald, furnizdnd informatii detaliate
despre tipul tumoral, gradul de diferentiere, invazia limfovasculara si perineurald, precum si
statusul marginilor de rezectie. Aceste date au fost completate de investigatii de biologie mo-
leculard, incluzand tehnici moderne precum secventierea de noud generatie, utilizate pentru

identificarea mutatiilor relevante si a profilului molecular tumoral.

Un element inovator al metodologiei a fost integrarea biopsiei lichide, prin analiza bi-
omarkerilor circulanti, cu scopul evaludrii dinamice a bolii. Aceastd abordare a permis
corelarea datelor moleculare cu evolutia clinica, raspunsul la tratament si riscul de recurenta.
In paralel, a fost realizati caracterizarea micromediului tumoral, prin metode de imunofe-
notipare, pentru evaluarea infiltratului imun si a expresiei moleculelor implicate in reglarea

raspunsului imun.

Prelucrarea datelor s-a realizat prin metode statistice adecvate, care au permis identifi-
carea corelatiilor dintre variabile si determinarea impactului acestora asupra supravietuirii
globale si fard boala. Analizele au inclus atat metode descriptive, cat si inferentiale, fiind utili-

zate modele predictive pentru integrarea datelor clinice si biologice intr-un cadru coerent.

Capitolul 6: Completarea biopsiei tisulare cu analiza NGS c¢fDNA derivate din
plasma ca biopsie lichida pentru modularea terapiei in timp real la pacientii cu cancer

colorectal

Studiul investigheaza rolul biopsiei lichide in cancerul colorectal (CCR), propunand-o
ca metodd complementara biopsiei tisulare pentru caracterizarea moleculard si pentru
adaptarea terapiei in timp real. In contextul actual al medicinei de precizie, deciziile terapeu-
tice sunt ghidate de profilul molecular tumoral, Tnsd biopsia clasicd prezinta limitari im-

portante, precum caracterul invaziv, dificultatea repetarii si incapacitatea de a reflecta hetero-
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genitatea tumorald. Biopsia lichidd, bazata pe analiza acizilor nucleici circulanti (cfDNA),
oferd o alternativa minim invaziva, capabila sa surprindd dinamic evolutia bolii si sd identifice

mutatii relevante pentru prognostic si tratament(36,37).

Metodologia a inclus o cohorta initiald de 50 de pacienti cu suspiciune de CCR, dintre
care 17 pacienti cu adenocarcinom confirmat au fost inclusi n analiza finald. Pentru fiecare
pacient au fost analizate atat probe tumorale (prin NGS pe ADN genomic din tesut), cat si
probe de sange periferic (prin NGS pe cfDNA). Au fost investigate mutatii in gene implicate
in carcinogeneza colorectald, precum TP53, KRAS, PIK3CA, BRAF si altele. Analiza bioin-
formatica si statisticd a permis compararea profilului mutational Intre tesut si plasma si eval-

uarea corelatiilor dintre parametrii moleculari si caracteristicile clinic(38).

Rezultatele au evidentiat ca biopsia lichidd poate detecta un numar semnificativ de mu-
tatii tumorale, cu o ratd de detectie de 38,7%. Cele mai frecvente mutatii identificate atat in
tesut, cat si in plasma au fost TP53 si KRAS, confirmand concordanta cu datele din literatura.
De asemenea, s-a observat o corelatie semnificativa intre frecventa alelicd a mutatiilor din
tesut si cea din plasma, desi valorile plasmatice au fost mai reduse. Un aspect important este
faptul ca anumite mutatii au fost detectate exclusiv in plasma, sugerand existenta hetero-

genitatii tumorale sau a unor leziuni secundare nedetectate prin biopsia tisulara.

Un rezultat esential al studiului este asocierea dintre rata de detectie a mutatiilor in
plasma si gradul de invazie tumorald (T). Nu au fost identificate mutatii in cazurile cu tumori
limitate (T2), in timp ce ratele de detectie au crescut semnificativ in stadiile avansate (T4), in-
dicand faptul cd incarcatura tumorala circulantd este proportionald cu extensia bolii. Acest as-
pect confirma valoarea biopsiei lichide ca instrument de monitorizare si evaluare a progresiei

tumorale.

Din punct de vedere clinic, identificarea mutatiilor relevante are implicatii directe
asupra terapiei. De exemplu, mutatiile KRAS si BRAF influenteaza raspunsul la terapiile anti-
EGFR, iar mutatiile PIK3CA sau FBXW?7 pot avea valoare prognostica si pot deschide per-
spective pentru terapii tintite. De asemenea, detectarea unor mutatii rare (IDH1, MAP2K1)

sugereaza potentiale directii viitoare de cercetare si tratament. Totusi, studiul subliniaza si lim-
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itarile biopsiei lichide, inclusiv posibilitatea detectarii unor mutatii provenite din hematopoie-

za clonala, care pot introduce erori de interpretare.(39)

In concluzie, biopsia lichida reprezintd un instrument promititor in managementul can-
cerului colorectal, oferind informatii complementare biopsiei tisulare si facilitind o abordare
personalizata a tratamentului. Capacitatea sa de a reflecta heterogenitatea tumorala si de a
monitoriza in timp real evolutia bolii o transforma Intr-o metoda valoroasa pentru prognostic,
selectia terapiei si detectarea precoce a rezistentei terapeutice. Integrarea acestei tehnologii in
practica clinicd poate contribui semnificativ la optimizarea rezultatelor oncologice si la

imbunatatirea supravietuirii pacientilor.

Capitolul 7: Randamentul ganglionilor limfatici in cancerul colorectal: dincolo de
»regula celor 12”

Studiul analizeaza rolul randamentului ganglionar in stadializarea si prognosticul can-
cerului colorectal, pornind de la premisa ca statusul ganglionar (N) reprezintd unul dintre cei
mai importanti factori determinanti ai supravietuirii. Desi pragul de minimum 12 ganglioni
limfatici examinati este consacrat ca standard de calitate, acesta este influentat de numerosi
factori clinici si biologici, ceea ce limiteaza valoarea sa universala. In acest context, sunt in-
vestigate atat utilitatea acestui prag, cat si rolul unor indicatori alternativi, precum raportul
ganglionar (LNR), In imbunatatirea stratificarii prognostice(40).

Metodologia constad Intr-un studiu observational retrospectiv realizat pe un lot de 86 de
pacienti operati pentru cancer colorectal. Au fost analizate date clinice, chirurgicale si his-
topatologice, incluzdnd numarul total de ganglioni examinati, numérul de ganglioni pozitivi,
tipul interventiei si stadializarea TNM. Recoltarea ganglionara a fost clasificata ca adecvata
(>12 ganglioni) sau extinsa (=18 ganglioni), iar pentru cazurile cu afectare ganglionard s-a
calculat LNR. Analiza statisticd a inclus metode descriptive si inferentiale, precum si modele
de regresie logistica pentru identificarea factorilor asociati cu atingerea pragului de cali-
tate(41).

Rezultatele aratd ca numarul median de ganglioni examinati a fost 12, cu o rata de con-
formitate de 52,3% pentru pragul standard si de 31,4% pentru recoltarea extinsa. Afectarea
ganglionard a fost prezenta la 25,6% dintre pacienti. S-au evidentiat diferente semnificative in

functie de localizarea tumorala: colonul drept a avut cel mai mare randament ganglionar si cea
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mai mare ratd de conformitate, in timp ce rectul a prezentat valori semnificativ mai reduse.
Aceste diferente reflecta particularitdti anatomice si impactul tratamentului neoadjuvant, mai
ales in cancerul rectal. In schimb, tipul abordului chirurgical nu a influentat semnificativ ran-
damentul ganglionar, sugerand ca acesta depinde mai degraba de calitatea rezectiei si a exam-
indrii anatomopatologice.

Analiza LNR a evidentiat o distributie heterogend, cu un procent de 14% dintre pacienti
in categoria de risc Tnalt (LNR >0,20). Acest indicator s-a dovedit util mai ales in situatiile cu
un numar redus de ganglioni examinati, unde poate completa informatia oferita de stadializa-
rea clasica. Totusi, interpretarea sa trebuie realizatd in contextul randamentului total, deoarece
valorile pot fi distorsionate n cazul unui numar mic de ganglioni analizati.

Discutiile confirma faptul cd randamentul ganglionar reprezinta un indicator compozit,
care reflectd atat calitatea actului chirurgical, cat si rigoarea evaluarii histopatologice. Datele
din literatura sustin o abordare mai flexibila a pragului de 12 ganglioni, cu valori tintd adaptate
in functie de localizare, stadiu si context terapeutic. In plus, introducerea LNR poate
imbunatati semnificativ stratificarea prognostica, in special in stadiile avansate sau 1n situatiile
cu risc de substadializare(42-45).

In concluzie, studiul sustine mentinerea pragului de 12 ganglioni ca standard minim de
calitate, dar evidentiaza limitele acestuia si necesitatea unei interpretari nuantate. Integrarea
unor parametri suplimentari, precum LNR, permite o evaluare mai precisa a riscului oncologic

si poate contribui la optimizarea deciziilor terapeutice in cancerul colorectal.

Capitolul 8: OPTIMIZAREA UNUI PROTOCOL DE CITOMETRIE iIN FLUX
PENTRU DETECTIA RECEPTORILOR DE PUNCTE DE CONTROL IMUN PD-
1/CTLA-4 IN MICROMEDIUL TUMORAL AL CANCERULUI COLORECTAL

Studiul abordeazd caracterizarea micromediului tumoral (tumor microenvironment —
TME) in cancerul colorectal prin optimizarea unui protocol de citometrie in flux pentru de-
tectia receptorilor de puncte de control imun PD-1 si CTLA-4. In contextul actual al medicinei
personalizate, in care heterogenitatea tumorala influenteaza decisiv raspunsul terapeutic, ana-
liza detaliatd a interactiunilor dintre celulele tumorale si sistemul imun devine esentiald. TME-

ul este alcatuit dintr-o retea complexa de celule, incluzdnd limfocite infiltrante tumorale
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(TILs), macrofage si neutrofile asociate tumorii, care contribuie atat la controlul tumoral, cat si

la evadarea imuna(46).

Lucrarea porneste de la rolul esential al moleculelor PD-1 si CTLA-4 in reglarea raspun-
sului imun. Acestea sunt exprimate pe limfocitele T si actioneaza ca mecanisme inhibitorii, fi-
ind exploatate de celulele tumorale pentru a evita distrugerea imuna. In acest context, inhibito-
rii punctelor de control imun au revolutionat tratamentul oncologic, insa eficienta lor depinde
de profilul imunologic al tumorii, ceea ce justifica necesitatea unor metode precise de caracter-

izare a TME.

Metodologia a inclus recoltarea de tesut tumoral proaspét de la 7 pacienti cu cancer col-
orectal supusi interventiei chirurgicale. Probele au fost procesate prin disociere enzimatica si
mecanicd pentru obtinerea unei suspensii de celule unice, urmata de marcarea acestora cu un
panel de anticorpi specifici si analiza prin citometrie in flux. Strategia de analizd a permis
identificarea populatiilor celulare relevante (celule tumorale EpCam+, limfocite T CD3+, sub-

seturi CD4+ si CD8+) si evaluarea expresiei PD-1 si CTLA-4 la nivelul acestora(47).

Rezultatele au evidentiat prezenta populatiilor celulare caracteristice TME, cu un pro-
cent mediu de aproximativ 12,2% celule tumorale EpCam+ si 6,8% limfocite T infiltrante.
Dintre acestea, o proportie semnificativd a exprimat receptorii de checkpoint: aproximativ
3,4% pentru PD-1 si 2% pentru CTLA-4 la nivelul celulelor T. Un aspect important este iden-
tificarea expresiei acestor receptori nu doar pe celulele imune, ci si pe celulele tumorale, sug-
erand un rol intrinsec al acestor molecule in biologia tumorald. Aceste observatii sustin ipoteza
conform cdreia tumorile pot utiliza mecanisme multiple de evadare imund, nu doar prin inhi-

barea limfocitelor, ci si prin exprimarea directd a moleculelor de checkpoint.

Analiza confirma utilitatea citometriei in flux ca metoda robusta si reproductibila pentru
caracterizarea TME, oferind informatii cantitative si calitative despre compozitia celulara si
profilul molecular al tumorii. In plus, metoda permite identificarea simultand a mai multor

subpopulatii celulare, ceea ce reprezintd un avantaj major fata de tehnicile traditionale(48-50).

In concluzie, studiul demonstreaza cd optimizarea unui protocol de citometrie in flux

permite o caracterizare detaliatd a micromediului tumoral in cancerul colorectal, evidentiind
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expresia PD-1 si CTLA-4 pe diferite populatii celulare. Aceste date au implicatii directe in se-
lectia pacientilor pentru imunoterapie si in dezvoltarea strategiilor terapeutice personalizate.
Integrarea acestei aborddri in practica clinicd poate contribui la 0 mai buna intelegere a me-

canismelor de evadare imuna si la optimizarea tratamentului oncologic.

9.1. Concluzii

Prezenta teza demonstreaza ca integrarea unor metode moderne de caracterizare
tumorala, analiza randamentului ganglionar, profilarea moleculard prin biopsie lichidd si
caracterizarea micromediului tumoral, permite o evaluare mai precisa a prognosticului si o
optimizare a managementului pacientilor cu cancer colorectal.

Rezultatele obtinute evidentiaza faptul cd randamentul ganglionar ramane un element
esential in stadializarea cancerului colorectal, insd pragul clasic de 12 ganglioni limfatici
trebuie interpretat in context clinic. Localizarea tumorala, tratamentul neoadjuvant si
particularitatile anatomopatologice influenteaza semnificativ numarul ganglionilor examinati.
Integrarea raportului ganglionar (LNR) oferd informatii prognostice suplimentare, in special in
situatiile cu recoltare suboptimald, contribuind la o stratificare mai corectd a riscului si la
evitarea substadializarii.

Biopsia lichida s-a dovedit a fi un instrument complementar valoros pentru
caracterizarea moleculara a cancerului colorectal. Detectarea mutatiilor in plasma, in
concordantd cu profilul tumoral, confirmd utilitatea acestei metode 1n reflectarea
heterogenitatii tumorale. Corelatia dintre rata de detectie si dimensiunea sau invazivitatea
tumorii sustine utilizarea biopsiei lichide pentru monitorizarea bolii si evaluarea ncércaturii
tumorale, cu potential in detectarea precoce a progresiei sau a rezistentei la tratament.

Caracterizarea micromediului tumoral prin citometrie in flux a evidentiat
complexitatea interactiunilor imunologice si relevanta expresiei moleculelor de control imun,
precum PD-1 si CTLA-4. Rezultatele obtinute demonstreaza fezabilitatea utilizarii acestei
metode pentru analiza rapida si cantitativa a populatiilor celulare tumorale si imune, oferind o
perspectiva functionala asupra statusului imun tumoral.

Metodele moderne investigate in prezenta teza contribuie la redefinirea modului de
evaluare a prognosticului si de management al pacientului cu cancer colorectal, prin depasirea
limitarilor abordarilor conventionale. Analiza extinsd a ganglionilor limfatici si utilizarea

raportului ganglionar permit o stadializare mai precisa si reduc riscul de subevaluare a bolii,

22



influentand direct indicatia de tratament adjuvant. Biopsia lichidd introduce o dimensiune
dinamica 1n caracterizarea tumorald, permitdnd monitorizarea in timp real a profilului
molecular si identificarea modificirilor asociate progresiei sau rezistentei la tratament. In
paralel, evaluarea micromediului tumoral prin citometrie In flux oferda informatii rapide si
cantitative despre statusul imun tumoral si expresia moleculelor de control imun, facilitand
selectia pacientilor pentru imunoterapie. Prin integrarea acestor metode, managementul

cancerului colorectal evolueaza de la o abordare statica la una dinamica si personalizata.

9.2. Perspective

Extinderea studiului privind randamentul ganglionar pe cohorte mai mari si
multicentrice, cu integrarea parametrilor biologici si imunologici, ar putea permite definirea
unor praguri adaptate de evaluare si ar Tmbundtdti stratificarea prognostica a pacientilor cu
cancer colorectal.

In domeniul biopsiei lichide, directiile viitoare includ dezvoltarea panelurilor
moleculare extinse, analiza dinamica longitudinald a probelor si integrarea acestor date in
algoritmi de monitorizare a bolii minime reziduale si a raspunsului terapeutic.

Pentru componenta privind micromediul tumoral, o directie majora de cercetare este
reprezentatd de compararea expresiei moleculelor de control imun determinate prin citometrie
in flux cu expresia acestora evaluatad prin imunohistochimie, in vederea validarii unui protocol
rapid, reproductibil si eficient. Avand in vedere timpul indelungat necesar evaluarii
imunohistochimice, comparativ cu citometria in flux care permite obtinerea rezultatelor in 24—
48 de ore, aceasta abordare ar putea avea un impact clinic direct in selectia rapida a pacientilor
eligibili pentru imunoterapie.

Pe termen lung, integrarea parametrilor histopatologici, moleculari si imunologici intr-
un model predictiv unificat ar putea contribui la dezvoltarea unor algoritmi de medicina
personalizata in cancerul colorectal, cu impact asupra supravietuirii si calitatii vietii
pacientilor.

Prezenta tezd sustine tranzitia de la o evaluare staticd a cancerului colorectal la o
abordare integratd si dinamica, bazatd pe biologia tumorala. Integrarea analizei ganglionare, a

biopsiei lichide si a micromediului tumoral permite o caracterizare mai precisd a bolii si o
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selectie terapeuticd mai adecvatd. Aceste metode au potentialul de a imbunatati semnificativ

prognosticul si managementul pacientilor.
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