Rezumat
l Stadiul actual al cunoasterii

Cancerul colorectal este una dintre cele mai frecvente neoplazii la nivel global,
reprezentand a doua cauza principala de mortalitate prin cancer. Incidenta sa este
influentata de factori genetici, epigenetici, inflamatori si de mediu, ceea ce face ca
diagnosticarea precoce si managementul terapeutic sa fie provocari semnificative.
Progresele recente in domeniul biomarkerilor au deschis noi perspective pentru o
detectie mai rapida si pentru personalizarea tratamentelor oncologice, avand un
impact semnificativ asupra ratei de supravietuire a pacientilor. Cancerul colorectal este
o afectiune raspéandita la nivel mondial, cu o prevalenta in crestere, in special in tarile
dezvoltate. Factorii de risc majori includ dieta bogata in grasimi si carne rosie
procesata, sedentarismul, obezitatea, consumul excesiv de alcool si fumatul. Pe langa
acesti factori, predispozitia genetica joaca un rol esential, mutatiile mostenite in gene
precum APC, MLH1 si MSH2 fiind asociate cu sindroame de predispozitie la cancer
colorectal, cum ar fi polipoza adenomatoasa familiala si sindromul Lynch. Inflamatia
cronica a colonului, asociata cu boli precum colita ulcerativa si boala Crohn, este un
factor predispozant important. Pacientii cu afectiuni inflamatorii intestinale cronice
prezinta un risc semnificativ mai mare de a dezvolta cancer colorectal, din cauza
expunerii prelungite la un microambient inflamator ce favorizeaza proliferarea
necontrolata a celulelor epiteliale intestinale.

Cancerul colorectal se dezvolta printr-o serie de alterari genetice si epigenetice
care determina transformarea maligna a celulelor epiteliale colonice. Instabilitatea
genomica este un factor cheie in patogeneza acestei afectiuni si poate aparea sub
doua forme principale. Prima forma este instabilitatea microsatelitara, care se
manifesta la pacientii cu mutatii in sistemul de reparare a nepotrivirilor ADN. Acest tip
de cancer colorectal are un prognostic mai bun si poate raspunde favorabil |a terapiile
imunologice. A doua forma este instabilitatea cromozomiala, caracterizata printr-o
alterare majora a numarului de cromozomi, ceea ce favorizeazad mutatiile in gene
precum KRAS, TP53 si APC, fiind asociata cu forme mai agresive ale bolii. Pe langa
modificarile genetice, modificarile epigenetice, cum ar fi metilarea anormala a
promotorilor genelor supresoare tumorale, contribuie la progresia tumorii. De
exemplu, hipermetilarea promotorului genei MLH1 duce la defecte in repararea ADN-
ului si la acumularea mutatiilor somatice. Inflamatia cronica joaca un rol determinant
in initierea si progresia cancerului colorectal. Citokinele inflamatorii contribuie la
crearea unui microambient tumoral favorabil supravietuirii celulelor maligne. Printre
cele mai studiate citokine in cancerul colorectal se numara interleukina-8, interleukina-
17 si interleukina-33. Interleukina-8 stimuleaza angiogeneza si recrutarea celulelor
imunosupresoare, facilitand astfel cresterea tumorala si metastazarea. Interleukina-
17 este implicata in raspunsurile inflamatorii cronice, contribuind la promovarea
proliferarii celulare si la remodelarea tesutului tumoral. Interleukina-33 are un rol dual,
putdnd favoriza atat raspunsurile imune antitumorale, céat si progresia tumorala, in
functie de contextul biologic in care actioneaza. Microambientul tumoral este compus



dintr-o varietate de celule non-neoplazice, inclusiv fibroblaste asociate cancerului,
celule endoteliale si macrofage tumorale, care contribuie la evaziunea imuna si la
progresia neoplazica. Studiile recente sugereaza ca interactiunea dintre aceste
componente si celulele tumorale poate influenta raspunsul la terapiile existente si
dezvoltarea de noi abordari terapeutice.

Cercetarile din ultimii ani s-au concentrat pe identificarea de biomarkeri cu valoare
clinica pentru detectarea precoce si monitorizarea evolutiei cancerului colorectal.
MicroARN-urile sunt molecule mici de ARN necodant care regleaza expresia genica
si joaca un rol esential in progresia cancerului. Studii recente au evidentiat ca miR-
101-3p, miR-106a-5p si miR-326 sunt dereglati in cancerul colorectal, avand implicatii
in proliferarea celulard si raspunsul la tratament. De asemenea, biomarkerii
inflamatori, precum interleukinele 8, 17 si 33, au fost asociati cu progresia cancerului
colorectal si cu un prognostic nefavorabil. Markeri epigenetici, cum ar fi metilarea
ADN-ului in gene precum SEPT9 si SFRP2, s-au dovedit promitatori pentru detectarea
timpurie a bolii. Pentru o detectie precoce a cancerului colorectal, au fost
dezvoltate mai multe tehnici avansate de diagnostic. Testele bazate pe ADN tumoral
circulant permit identificarea mutatiilor specifice in sédngele pacientilor si pot fi utilizate
pentru monitorizarea raspunsului la tratament. Tehnica qRT-PCR si secventierea
ARN-ului sunt metode precise de cuantificare a expresiei biomarkerilor genetici,
inclusiv a microARN-urilor si interleukinelor. Imagistica moleculara, prin colonoscopia
cu substante de contrast fluorescente si rezonanta magnetica nucleara functionala,
ofera informatii detaliate despre activitatea metabolica si vascularizarea tumorii,
facilitdind un diagnostic mai precis.

Cancerul colorectal este o afectiune complexa, caracterizatd printr-o etiologie
multifactorialda si un mecanism patogenic divers. Avansurile in intelegerea rolului
biomarkerilor moleculari si inflamatori ofera oportunitati semnificative pentru
dezvoltarea unor metode de diagnostic precoce si pentru optimizarea strategiilor
terapeutice. Utilizarea interleukinelor si microARN-urilor in practica clinica ar putea
reprezenta o directie importanta pentru medicina de precizie, permitand identificarea
pacientilor cu risc crescut si personalizarea tratamentului in functie de caracteristicile
tumorale individuale. Studiile viitoare ar trebui sa exploreze integrarea acestor
biomarkeri in ghidurile clinice pentru imbunatatirea prognosticului pacientilor cu
cancer colorectal.

Metodologia generala

In cadrul acestei teze de doctorat, metodologia utilizata a fost conceputa pentru
a permite investigarea biomarkerilor imunologici si genetici implicati in patogeneza
cancerului colorectal. Studiul a fost realizat pe un esantion de pacienti diagnosticati cu
cancer colorectal, impartit in functie de stadializarea bolii, si un grup de control format
din subiecti sanatosi. Obiectivul principal al cercetarii a fost analiza expresiei
interleukinelor si a microARN-urilor pentru evaluarea potentialului acestora ca
biomarkeri diagnostici si prognostici.



Probele biologice au fost prelevate din séngele pacientilor si al subiectilor
sanatosi prin punctie venoasa, utilizand tuburi vacutainere cu anticoagulant. Imediat
dupa recoltare, probele au fost centrifugate la 3000 rpm timp de 10 minute pentru
separarea plasmei, care a fost ulterior aliquotata si stocata la -80°C pana la momentul
analizelor. Lotul utilizat pentru analiza interleukinelor a fost alcatuit din 42 de pacienti
diagnosticati cu cancer colorectal si 40 de subiecti sanatosi, care au servit drept grup
de control. Probele de sange au fost colectate Tnhainte de initierea tratamentului
oncologic pentru a elimina influenta acestuia asupra nivelurilor serice ale
interleukinelor. Pe langa probele plasmatice, s-au colectat si probe tisulare tumorale
si peritumorale in timpul interventiilor chirurgicale efectuate la pacientii cu cancer
colorectal. Fragmentele tisulare au fost prelevate de catre chirurgi specializati si au
fost conservate imediat in azot lichid, apoi stocate la -80°C pentru analiza ulterioara.
Pentru evitarea degradarii ARN-ului, procesul de extractie a fost realizat cat mai rapid
posibil dupa recoltare. Aceste probe au fost utilizate pentru analiza expresiei
microARN-urilor specifice implicate in carcinogeneza colorectala. Lotul destinat
studiilor asupra microARN-urilor a fost format din 40 de pacienti cu cancer colorectal
la care s-a recoltat tesut tumoral si peritumoral. Aceasta selectie a permis compararea
expresiei microARN-urilor intre tesuturile tumorale si peritumorale care au servit drept
grup de control.

Nivelurile serice ale interleukinelor IL-8, IL-17 si IL-33 au fost determinate
utilizand tehnica ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), o metoda cu
sensibilitate ridicata care permite cuantificarea citokinelor din probele biologice.
Kiturile utilizate au fost selectate in functie de specificitate si sensibilitate, iar citirea
absorbtiei s-a realizat la 450 nm utilizand un spectrofotometru de placi ELISA. Fiecare
analiza a fost realizata in duplicate pentru a asigura reproducibilitatea rezultatelor, iar
valorile obtinute au fost interpretate comparativ intre pacientii cu cancer colorectal si
subiectii sanatosi.

Pentru analiza expresiei microARN-urilor miR-101-3p, miR-106a-5p si miR-
326, ARN-ul total a fost extras din probele tisulare tumorale si peritumorale, utilizadnd
kituri comerciale specializate. Extractia ARN-ului s-a realizat conform protocolului
producatorului, cu etape de lizare celulara, purificare si eliminare a contaminantilor.
Concentratia si puritatea ARN-ului au fost determinate prin spectrofotometrie, iar
integritatea acestuia a fost verificata prin electroforeza pe gel de agaroza. ARN-ul a
fost ulterior transcris revers in ADN complementar (cDNA) utilizadnd un kit specific, iar
amplificarea a fost realizata prin reactia de polimerizare in lant in timp real (QRT-PCR)
utilizdnd markeri specifici pentru fiecare microARN investigat. Ca gene de referinta au
fost utilizate U6 si GAPDH, iar analiza datelor s-a realizat prin metoda AACt, care
permite compararea nivelului de expresie relativa a microARN-urilor intre grupurile
studiate.

Analiza statistica a fost efectuata utilizadnd software-ul SPSS si GraphPad
Prism, aplicand metode descriptive si inferentiale. Pentru compararea grupurilor, au
fost utilizate testul t-Student si analiza ANOVA, in functie de distributia datelor.



Corelatiile dintre nivelurile interleukinelor, expresia microARN-urilor si parametrii clinici
ai pacientilor au fost evaluate utilizadnd coeficientii Pearson si Spearman. Pragul de
semnificatie statistica a fost stabilit la p<0,05, iar rezultatele au fost reprezentate grafic
sub forma de boxplot-uri si diagrame de dispersie pentru o interpretare vizuala clara.

Aceasta metodologie a fost aleasa pentru a asigura acuratetea si reproducibilitatea
datelor obtinute, facilitind o analiza detaliatd a biomarkerilor imunologici si genetici in
cancerul colorectal.

L. Contributia personala
Studiul 1. Expresia miRNA in stadializarea cancerelor de colon.

Studiul a investigat expresia a trei microARN-uri, miR-101-3p, miR-106a-5p si
miR-326, in tesuturile tumorale si peritumorale ale pacientilor diagnosticati cu cancer
de colon, analizdnd corelatiile acestora cu stadializarea bolii. Lotul de pacienti a inclus
40 de subiecti, distribuiti pe patru stadii TNM, iar metodele utilizate au inclus extractia
ARN-ului total si analiza expresiei prin qRT-PCR. Aceasta abordare a permis o
cuantificare precisa a nivelurilor de expresie ale miARN-urilor, evidentiind diferente
notabile intre tesuturile tumorale si cele peritumorale.

Expresia celor trei miARN-uri a fost semnificativ mai mare in tesuturile
peritumorale comparativ cu cele tumorale, sugerand un posibil rol supresor tumoral.
n stadiile avansate ale cancerului, expresia acestora a fost considerabil mai redusa,
in special pentru miR-101-3p si miR-326, ceea ce indica o corelatie inversa intre
progresia bolii si nivelul lor de expresie. MiR-106a-5p a prezentat o expresie stabila in
majoritatea stadiilor, cu un varf notabil in stadiul 3, ceea ce poate indica o contributie
distincta la progresia tumorala.

Analiza comparativa intre genuri si grupe de varsta a aratat ca miR-101-3p si
miR-106a-5p au fost exprimate mai mult la femeile tinere, insa odata cu inaintarea in
varsta, nivelurile acestora au devenit mai ridicate la barbati. MiR-326 a fost
semnificativ mai exprimat la femei in majoritatea grupelor de varsta, ceea ce
sugereaza o influentd posibila a factorilor hormonali asupra expresiei sale. Aceste
observatii indica faptul ca expresia miARN-urilor nu este influentata doar de prezenta
cancerului, ci si de varsta si gen, ceea ce poate avea implicatii in intelegerea
mecanismelor tumorale si in dezvoltarea unor abordari personalizate pentru
diagnosticul si tratamentul cancerului de colon.

Corelatile dintre cei trei miARN-uri au fost semnificative, sugeradnd o
interdependenta a expresiei lor in cancerul de colon. MiR-101-3p a fost puternic
corelat pozitiv cu miR-106a-5p si miR-326, ceea ce sugereaza un mecanism comun
de reglare. In plus, s-a observat o corelatie puternica intre miR-106a-5p si miR-326 in
stadiile avansate ale bolii, sugerand un rol important in progresia tumorala. Aceste
relatii indica faptul ca nivelurile de expresie ale acestor miARN-uri nu sunt
independente, ci sunt parte a unui mecanism biologic complex care influenteaza
cresterea si dezvoltarea tumorii.



Rezultatele studiului indica faptul ca scaderea expresiei miR-101-3p si miR-326
in tesuturile tumorale ar putea avea implicatii functionale semnificative, fiind posibil
implicate in mentinerea homeostaziei celulare si in suprimarea proliferarii maligne.
Compararea expresiei miR-106a-5p in tesuturile sanatoase si tumorale a sugerat o
relatie predictiva moderata, in timp ce miR-326 nu a prezentat o corelatie clara intre
cele doua tipuri de tesuturi. Acest lucru sugereaza ca reglarea expresiei acestor
miARN-uri este complexa si poate depinde de multiple variabile biologice si de mediu.

Analiza functionalad a acestor miARN-uri a evidentiat implicarea lor in caile de
semnalizare PI3K-Akt si MAPK, cunoscute pentru rolul lor in progresia cancerului.
Aceasta observatie sustine ipoteza ca aceste microARN-uri ar putea avea un impact
semnificativ asupra mecanismelor de reglare a tumorogenezei si ar putea reprezenta
tinte terapeutice potentiale. Identificarea unor astfel de conexiuni moleculare ofera
perspective asupra modului in care aceste miARN-uri pot influenta procesele de
supravietuire, proliferare si diferentiere celulara in cancerul de colon.

Acest studiu a demonstrat ca miR-101-3p, miR-106a-5p si miR-326 prezinta o
expresie mai mare in tesuturile peritumorale decét in cele tumorale si ca nivelurile lor
sunt reduse in stadiile avansate ale cancerului de colon. Corelatiile semnificative
dintre acesti biomarkeri sugereaza o posibila interdependenta functionald in
carcinogeneza. Aceste descoperiri subliniaza potentialul acestor miARN ca biomarkeri
diagnostici si prognostici in cancerul colorectal, oferind o posibila cale catre utilizarea
acestora in screening-ul si monitorizarea bolii. Expresia scazuta a acestor miARN-uri
in stadiile avansate ale bolii indica faptul ca acestea ar putea avea un rol protector si
ca pierderea lor ar putea facilita progresia tumoral&. in viitor, studii extinse pe loturi
mai mari de subiecti ar putea contribui la validarea acestora ca instrumente utile pentru
detectarea precoce si monitorizarea progresiei bolii, facilitand dezvoltarea unor terapii
personalizate bazate pe profilul molecular al fiecarui pacient. Astfel de studii ar putea
deschide calea pentru dezvoltarea unor noi metode de diagnostic si tratament care sa
imbunatateasca prognosticul pacientilor cu cancer de colon. Integrarea profilurilor de
expresie a miARN-urilor cu parametrii clinici poate oferi o intelegere mai detaliata a
biologiei cancerului si poate contribui la dezvoltarea unor strategii mai eficiente de
management al bolii.

Studiu 2. Expresia miRNA in functie de grad, invazie si localizare a cancerelor
de colon

Studiul analizeaza expresia miR-101-3p, miR-106a-5p si miR-326 in cancerul
de colon, evaluand corelatiile acestora cu gradul tumoral, invazia in straturi si
localizarea tumorii. Expresia miRNA variazd semnificativ in functie de acesti factori,
sugerand un rol potential al acestor molecule ca biomarkeri pentru diagnostic si
prognostic.

in ceea ce priveste gradul tumoral, expresia miR-101-3p si miR-326 este mai
ridicata in tumorile de grad 2, dar scade in tumorile de grad 3, ceea ce indica o posibila
implicare in tranzitia catre un fenotip mai agresiv. MiR-106a-5p urmeaza un model



distinct, avand cea mai mare expresie in tumorile de grad 2 si scazand semnificativ in
tumorile de grad 3, ceea ce sugereaza o functie importanta in etapele intermediare
ale progresiei tumorale. Aceste variatii ale expresiei sugereaza o posibila contributie
a acestor miRNA la mecanismele de proliferare si diferentiere tumorala. Analiza
invaziei in straturi evidentiaza diferente semnificative in expresia miRNA in functie de
tipul de invazie. MiR-101-3p prezinta o expresie ridicata in tumorile cu invazie
musculara, ceea ce poate indica un rol in etapele initiale ale expansiunii tumorale.
Expresia miR-106a-5p este cea mai ridicata in tumorile cu invazie limfovasculara,
sugerand o implicare in diseminarea celulelor tumorale prin sistemul circulator. MiR-
326 inregistreaza cele mai mari valori in tumorile cu metastaze organice, ceea ce
sugereaza o asociere cu fenotipurile tumorale agresive. Aceste date indica o legatura
intre profilul de expresie al acestor miRNA si severitatea invaziei tumorale. Expresia
miRNA difera semnificativ si in functie de localizarea tumorii. Nivelurile miR-101-3p,
miR-106a-5p si miR-326 sunt mai ridicate in tumorile localizate in colonul stdng decat
in cele din colonul drept. Aceasta diferenta este cea mai pronuntata pentru miR-106a-
5p, ceea ce sugereaza mecanisme oncogenice distincte intre tumorile din cele doua
regiuni. Expresia mai scazuta in tumorile din colonul drept poate reflecta caracteristici
moleculare diferite, cum ar fi instabilitatea microsatelitara si variatiile in caile de
semnalizare tumorala.

Corelatiile dintre miRNA evidentiaza interactiuni semnificative intre acesti
markeri moleculari. MiR-101-3p si miR-106a-5p prezintd o relatie pozitiva, cu o
expresie crescanda odata cu gradul tumoral, in special in tumorile de grad 3. MiR-
101-3p si miR-326 sunt corelate, ceea ce sugereaza o posibila co-reglare in etapele
initiale ale progresiei tumorale. MiR-106a-5p si miR-326 sunt puternic asociate in
tumorile cu metastaze organice si invazie limfovasculara, indicand o contributie
comuna la agresivitatea tumorala. Analizele de regresie multipla confirma aceste
relatii, sugerand ca aceste miRNA sunt interdependente si ar putea fi utilizate ca
markeri predictivi pentru progresia cancerului colorectal.

Aceste descoperiri subliniaza importanta miRNA ca biomarkeri pentru
caracterizarea cancerului colorectal, oferind informatii valoroase despre mecanismele
moleculare implicate in progresia bolii. Studiul evidentiaza potentialul utilizarii acestor
miRNA in diagnosticul precoce, stratificarea pacientilor si dezvoltarea unor terapii
tintite, justificate de modelele lor specifice de expresie in functie de gradul tumoral,
invazie si localizare.

Studiul 3. Interleukinele 8,17 si 33 actioneaza ca potentiali biomarkeri pentru
cancerul colorectal

Interleukinele IL-8, IL-17A si IL-33 joaca un rol esential in progresia cancerului
colorectal prin influentarea inflamatiei, angiogenezei si microambientului tumoral.
Expresia acestor interleukine variaza in functie de stadiul cancerului, varsta si sexul
pacientilor, avand implicatii importante pentru diagnostic si prognostic. Studiul a inclus



42 de pacienti diagnosticati cu cancer colorectal si 40 de subiecti sanatosi, analizadnd
nivelurile serice ale IL-8, IL-17A si IL-33 prin tehnica ELISA.

Expresia IL-8 a fost semnificativ mai mare la pacientii cu cancer colorectal
comparativ cu grupul sanatos, cu o medie de 29.15 pg/ml fata de 19.16 pg/ml. Cele
mai mari concentratii au fost observate in stadiile incipiente ale bolii, in special in
stadiul 1 (34.6 pg/ml) si stadiul 2 (32.29 pg/ml), urmate de o scadere progresiva in
stadiile avansate. Corelatiile indica faptul ca IL-8 este un marker inflamator puternic,
cu un rol major in initierea procesului tumoral, avand o influentd semnificativa asupra
angiogenezei si migratiei celulare. |L-17A a prezentat, de asemenea, o expresie
crescuta la pacientii cu cancer colorectal, media fiind de 26.05 pg/ml comparativ cu
7.10 pg/ml la subiectii sdnatosi. Expresia acestei interleukine a fost cea mai ridicata
in intervalul de varsta 60-69 de ani, atingdnd un maxim de 43.5 pg/ml, iar apoi scazand
semnificativ la pacientii mai in varsta. in functie de stadiul bolii, IL-17A a avut
concentratii maxime in stadiul 1 (32.1 pg/ml) si stadiul 2 (35.77 pg/ml), cu o scadere
marcanta in stadiul 4 (7.29 pg/ml). Acest declin in stadiile avansate poate indica o
reglare negativa a raspunsului inflamator pe masura ce tumora progreseaza, posibil
datorita mecanismelor imunosupresoare dezvoltate de microambientul tumoral. 1L-33
a avut o expresie paradoxala, fiind semnificativ mai ridicata in grupul sanatos (121.4
pg/ml) comparativ cu pacientii oncologici (42.47 pg/ml). Aceasta sugereaza ca IL-33
ar putea avea un rol protector in homeostazia tisulara, iar scaderea sa in cancerul
colorectal ar putea favoriza progresia tumorala. in functie de stadializare, IL-33 a
prezentat cele mai mari valori in stadiul 1 (48.4 pg/ml) si stadiul 2 (46.5 pg/ml), cu o
scadere progresiva in stadiile avansate. Aceasta dinamica sugereaza ca |IL-33 poate
actiona initial ca un mediator proinflamator, dar ulterior ar putea fi supresata pe masura
ce tumora dezvolta mecanisme de evaziune imuna.

Corelatiile dintre interleukine au evidentiat relatii semnificative, in special intre
IL-8 si IL-17A, care au prezentat o asociere pozitiva la pacientii cu cancer (p = 0.001),
indicdnd o interdependenta intre inflamatia sistemica si progresia tumorala. La
subiectii sanatosi, aceasta corelatie a fost absentd, ceea ce sugereaza ca
interactiunea dintre aceste interleukine este specifica microambientului tumoral.
Relatia dintre IL-33 si IL-17A a fost, de asemenea, semnificativa (p = 0.007), dar a
prezentat un model nelinear, ceea ce sugereaza un mecanism complex de reglare in
cancerul colorectal. in schimb, nu s-a observat o corelatie clara intre IL-8 si IL-33,
indicand ca aceste doua interleukine actioneaza probabil prin cai distincte in contextul
bolii.

Diferentele de expresie in functie de gen au evidentiat niveluri mai ridicate ale
interleukinelor la barbati comparativ cu femeile, in special pentru IL-8 (38.94 pg/ml
fata de 21.07 pg/ml) si IL-17A (33.31 pg/ml fatd de 20.06 pg/ml). Aceste rezultate
sugereaza un raspuns inflamator mai intens la barbati, posibil asociat cu o progresie
mai agresiva a bolii. In ceea ce priveste varsta, expresia interleukinelor a fost mai
ridicata in intervalul 60-69 de ani, ceea ce ar putea indica o fereastra critica pentru
dezvoltarea si progresia cancerului colorectal.



Studiul sustine ideea ca interleukinele IL-8, IL-17A si IL-33 sunt implicate in
mecanismele inflamatorii si de progresie tumorald, avand potential ca biomarkeri
pentru stadializarea cancerului colorectal. Nivelurile crescute de IL-8 si IL-17A in
stadiile incipiente sugereaza ca acestea ar putea fi utilizate pentru diagnostic precoce
si monitorizarea raspunsului la tratament. Pe de alta parte, scaderea IL-33 in cancerul
colorectal ridica intrebari asupra rolului sau exact, fiind necesare studii suplimentare
pentru a clarifica functia sa in carcinogeneza. Rezultatele obtinute confirma importanta
evaluarii profilului inflamator in cancerul colorectal si subliniaza necesitatea unor
cercetari suplimentare pentru a intelege mai bine interactiunile dintre aceste
interleukine. Studiile viitoare ar trebui sa investigheze si expresia miARN-urilor care
regleaza aceste interleukine, pentru a determina mecanismele transcriptionale si post-
transcriptionale implicate in progresia cancerului colorectal.

Studiul 4. Impactul localizarii, gradului si invaziei cancerului de colon asupra
expresiei interleukinelor

Studiul analizeaza expresia interleukinelor IL-8, IL-17A si IL-33 in cancerul de
colon, luand in considerare localizarea tumorala, gradul histologic si invazia in straturi.
Aceste interleukine joaca un rol semnificativ in progresia tumoralad, influentand
inflamatia, raspunsul imun si angiogeneza. Expresia lor variazd in functie de
parametrii mentionati, indicand posibile implicatii in prognostic si terapii tintite.

Rezultatele studiului indica o expresie mai ridicata a IL-8 in tumorile localizate
in colonul stadng, comparativ cu cele din colonul drept, sugerénd o inflamatie mai
intensa in aceasta zona. IL-17A si IL-33 au de asemenea niveluri usor mai ridicate in
colonul stédng, ceea ce poate reflecta un raspuns imun mai accentuat sau o
interactiune diferitda cu microambientul tumoral. Aceste diferente de expresie pot fi
corelate cu variatiile anatomice si fiziologice ale colonului si cu posibile diferente in
mecanismele de dezvoltare tumorala intre cele doua segmente. Analiza in functie de
gradul histologic al tumorii arata ca IL-8 are cea mai mare expresie in tumorile bine
diferentiate (G1), dar cu o variabilitate mare in tumorile moderat diferentiate (G2).
Aceasta observatie sugereaza un rol proinflamator marcat al IL-8 in stadiile incipiente
ale cancerului, urmat de o scadere pe masura ce tumorile devin mai agresive. IL-17A
si IL-33 prezintd un model similar, avand expresii mai ridicate in tumorile bine
diferentiate si scazand progresiv in cele slab diferentiate (G3). Acest fapt poate indica
o functie initial protectoare a IL-17A si IL-33, urmata de o suprimare a raspunsului
inflamator si imun in stadiile avansate ale bolii. in ceea ce priveste invazia tumoral,
IL-8 are niveluri ridicate in cazul tumorilor care invadeaza seroasa si stratul submucos,
ceea ce sugereaza o contributie importanta la promovarea metastazelor. IL-17A atinge
concentratii maxime Tn tumorile cu invazie submucoasa, dar scade semnificativ in
cazul metastazelor organice, indicand o reducere a raspunsului imun in fazele
avansate ale bolii. IL-33 prezinta niveluri crescute in tumorile cu invazie musculara si
seroasa, ceea ce poate reflecta implicarea sa in invazia profunda a tumorii si
remodelarea microambientului tumoral.



Analiza corelatiilor intre aceste interleukine indica relatii diferite in functie de
gradul tumoral si invazie. Corelatia intre IL-8 si IL-17A este semnificativa, dar neliniara,
cu IL-17A crescand initial odata cu IL-8, apoi scazand dupa un anumit prag, in special
in tumorile slab diferentiate. Acest fenomen sugereaza un mecanism complex de
reglare a inflamatiei in cancerul de colon. in schimb, nu s-a identificat o corelatie
semnificativa intre IL-8 si IL-33, ceea ce indica roluri independente ale acestor citokine
in progresia tumorald. De asemenea, IL-33 nu influenteaza direct IL-17A, ceea ce
sugereaza ca aceste interleukine sunt reglate de factori diferiti in microambientul
tumoral.

Expresia interleukinelor variaza si in functie de varsta pacientilor si gen.
Persoanele peste 70 de ani au mai frecvent tumori bine diferentiate, localizate in
colonul drept, iar femeile cu tumori slab diferentiate tind sa fie mai in varsta decat
barbatii. Aceste diferente pot fi relevante pentru intelegerea progresiei bolii si
adaptarea strategiilor terapeutice.

In concluzie, IL-8, IL-17A si IL-33 sunt implicate in progresia cancerului
colorectal, avand expresii variabile in functie de localizare, gradul tumoral si invazia in
straturi. Nivelurile ridicate ale IL-8 si IL-17A in stadiile incipiente sugereaza un rol
proinflamator activ, in timp ce reducerea IL-17A si IL-33 in tumorile slab diferentiate
indica o posibila suprimare imuna in stadiile avansate. IL-8 pare sa fie un factor
important in invazia tumorala si metastazare, in timp ce IL-33 are un rol mai
ambivalent, cu implicatii atat pro-, cat si anti-tumorale. Aceste rezultate sustin
utilizarea interleukinelor ca biomarkeri potentiali pentru diagnosticul si tratamentul
cancerului colorectal.

Aceasta teza de doctorat aduce contributii esentiale in domeniul oncologiei
moleculare si imunologice, oferind perspective inovatoare asupra mecanismelor
implicate in cancerul de colon. Originalitatea lucrarii se remarca prin abordarea
complexa a biomarkerilor genetici si imunologici, propunand noi directii de cercetare
pentru diagnostic si tratament personalizat.

Una dintre principalele contributii ale tezei consta in identificarea unor
biomarkeri genetici si imunologici relevanti pentru stadializarea cancerului colorectal.
Studiul demonstreaza rolul microARN-urilor miR-101-3p, miR-106a-5p si miR-326 ca
biomarkeri potentiali, analiza acestora fiind realizata atat in tesut tumoral, cét si in
tesut peritumoral. Corelarea expresiei acestor microARN-uri cu progresia cancerului
de colon sugereaza ca scaderea nivelurilor lor in stadiile avansate indica un rol
esential in reglarea oncogenezei si a cailor moleculare asociate. O alta contributie
majora este realizarea primului studiu care investigheaza corelatiile circulante dintre
interleukinele IL-8 si IL-17Ain cancerul de colon. Cercetarea releva o interdependenta
semnificativa intre aceste interleukine, contribuind la o mai buna intelegere a
proceselor inflamatorii care inconjoara tumorile maligne si la identificarea unor noi tinte
terapeutice. In plus, lucrarea demonstreazi potentialul IL-33 ca biomarker
antiinflamator, evidentiind niveluri crescute ale acestei interleukine in grupul de



control, comparativ cu pacientii diagnosticati cu cancer colorectal. Acest aspect
sugereaza un posibil rol protector al IL-33 in stadiile incipiente ale bolii, ceea ce
deschide noi directii de cercetare privind influenta raspunsului imun asupra progresiei
tumorale. Originalitatea lucrarii se reflecta si in utilizarea analizei regresiei multiple
pentru stabilirea interdependentelor dintre interleukine. Astfel, se confirma relatia
dintre IL-8, IL-17A si IL-33 in functie de gradul tumoral, evidentiind mecanismele de
interactiune care pot influenta progresia cancerului colorectal. Aceste corelatii aduc o
contributie semnificativa in dezvoltarea unor noi strategii de diagnostic si tratament
bazate pe biomarkeri.

Prin aceastd cercetare, se ofera o intelegere aprofundatd a proceselor
moleculare si imunologice implicate in cancerul colorectal, facilitand dezvoltarea unor
metode de diagnostic precoce si terapii tintite mai eficiente. Astfel, lucrarea reprezinta
un progres important in oncologia personalizata, cu un impact semnificativ asupra
viitorului abordarilor terapeutice in aceasta patologie.
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