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PARTE GENERALĂ 

Radiorezistența reprezintă o cauză importantă de eșec terapeutic în cancerul de rect. În 

ciuda cercetărilor științifice din ultimele decade, mecanismele moleculare care determină 

radiorezistență și implicit recidiva tumorală rămân incomplet elucidate  Din aceste motive, se 

ridică mai multe întrebari. Care sunt mecanismele ce determină radiorezistență în cancerul de 

rect? Există posibilitatea identificării unor biomarkeri asociați răspunsului sau rezistenței la 

radioterapie? 

Prima parte a tezei de doctorat, structurată în șase capitole, reprezintă o scurtă trecere 

în revistă a literaturii de specialitate referitor la subiectul cercetării propus mai sus. 

Astfel, în primul capitol “Epidemiologia cancerului de rect” sunt prezentate aspecte 

epidemiologice despre cancerul de rect. La nivel mondial, în anul 2012, conform datelor 

oferite de GLOBOCAN, cancerul colorectal este al treilea cancer ca frecvență la bărbați 

(746,000 cazuri, 10.0% din totalul cazurilor) și al doilea cel mai frecvent cancer la femei 

(614,000 cazuri, 9.2% din totalul cazurilor). Aproximativ 55% dintre pacienții diagnosticați 

cu cancer colorectal provin din țări industrializate. Cancerul de rect este caracterizat în 

Uniunea Europeană de următorii parametrii: incidență de aproximativ 1/3 (35%) din totalul 

cancerelor colorectale (125000 cazuri/an, 15-25 cazuri/100000 locuitori pe an), 4-10 

decese/100000 locuitori pe an și vârsta mediană la diagnostic de aproape 70 de ani. În 

România, conform datelor din anul 2012, cancerul colorectal este al doilea  cancer ca 

frecvență atât la bărbați cu un număr de 5760 cazuri noi/an după cel pulmonar, cât și la femei 

după cel de sân cu un număr de 4500 cazuri noi/an. În 2012, în România cancerul colorectal 

este a doua cauză neoplazică de deces la ambele sexe, înregistrându-se un număr de 3230 

decese în rândul bărbaților, respectiv 2450 pentru femei. 

În al doilea capitol “Radioterapia externă în cancerul de rect” sunt prezentate 

indicațiile și obiectivele tratamentului oncologic pentru cancerul de rect stadiile II și III, 

precum și etapele parcurse în practica curentă în vederea stabilirii planului de tratament pentru 

radioterapia externă: simulare, conturare, plan de tratament 3D conformațional și IMRT, 

tratament. 

“Radioterapia adjuvantă versus radioterapia neoadjuvantă în cancerul de rect” 

vizează secvența terapeutică indicată în cancerul de rect stadiile II și III.  
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În cadrul capitolului patru “Radiorezistența în cancerul de rect” sunt evidențiate 

aspecte referitoare la markerii predictivi pentru rezistența la radioterapie: markeri ce intervin 

în repararea leziunilor ADN, markeri ai ciclului celular și apoptozei, celulele stem tumorale, 

hipoxia și biomarkeri asociați proliferării celulare. 

Studii din literatura de specialitate ce demonstrează legătura dintre inflamație și 

cancerul colorectal sunt prezentate în cadrul capitolului 5 intitulat “Răspunsul inflamator la 

acțiunea radioterapiei”. De asemenea sunt evidențiați mediatorii răspunsului inflamator la 

acțiunea radioterapiei în cancerul de rect: TNF, TGF-β, IFN-γ, VEGF, IL-6, IL-9, IL-10, NF-

𝜅B, calea JAK-STAT. 

Ultimul capitol din cadrul părții generale “Rolul metabolismului oxidativ în cancerul 

de rect” face o scurtă incursiune în ceea ce privește formarea radicalilor liberi de azot și de 

oxigen în cancerul de rect (surse endogene și exogene), tipuri de antioxidanți și rolul acestora, 

acțiunea stresului oxidativ asupra lipidelor, proteinelor și ADN-ului celular. 

 

       PARTE SPECIALĂ 

OBIECTIVELE STUDIULUI 

Obiectivul principal al studiului de față este acela de a valida interleukinele și radicalii 

liberi de azot și de oxigen ca factori predictivi la răspunsul terapeutic în cancerele de rect.  

Unul dintre obiectivele secundare este reprezentat de validarea interleukinelor și a 

parametrilor de stres oxidativ ca factor de prognostic pentru evoluția tumorilor rectale prin 

stabilirea unei corelații între expresia acestor parametrii cu stadiul bolii, respectiv momentul 

efectuării radioterapiei (adjuvant sau neoadjuvant). 

Un alt obiectiv secundar este evaluarea expresiei genice la tumorile de rect neiradiate 

versus cele iradiate. 

În vederea atingerii obiectivelor propuse, s-au efectuat următoarele determinări: 

 Determinarea nivelului seric al interleukinelor (IL-6, IL-9, IL-10) și a IFN-γ  

 Determinarea în ser a parametrilor de stres oxidativ (malondialdehida, ceruloplasmina, 

tiolii albuminici) și a capacității antioxidante totale; 
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 Secvențiere la aparatul Ion Torrent Personal Genome Machine pentru ARN (RNA-

seq) din probe tumorale de rect neiradiate și iradiate. 

 

MATERIALE ȘI METODE 

În vederea realizării studiului de față a fost înrolat un număr de 46 de pacienți tratați în 

perioada Septembrie 2013 – Martie 2017 în cadrul Institutului Oncologic “Prof. Dr. 

Alexandru Trestioreanu” București, respectiv Spitalului “Oncofort”.  

 

Criteriile de includere în studiu sunt reprezentate de: 

 Diagnostic: confirmare histopatologică de adenocarcinom rectal  

 Stadiul bolii (TNM): II – III 

 Indicație terapeutică de radioterapie externă +/- chimioterapie 

 Vârsta: > 18 ani 

 Status de performanță: ECOG ≤ 2 

 Consimțământ informat semnat de către pacient 

 

Criteriile de excludere din studiu cuprind: 

 Status de performanță: ECOG > 2 

 Istoric personal de iradiere la nivelul regiunii pelvine pentru o altă neoplazie 

 Analize de laborator ce contraindică tratamentul oncologic 

 Femei aflate la vârsta fertilă care refuză utilizarea metodelor de contracepție 

 Femei aflate în perioada de lăuzie 

 Femei care prezintă test de sarcină pozitiv 

 Intervenții chirurgicale majore efectuate cu mai puțin de 3 săptămâni anterior 

înrolării în studiu 

 

Cei 46 de pacienți înrolați în studiu au fost împărțiți în două loturi în funcție de 

secvența terapeutică, astfel: 20 de pacienți au efectuat tratament oncologic postoperator (lot 

martor), respectiv 26 de pacienți au fost tratați preoperator. Datorită tumorii avansate loco-

regional (T3-T4) sau suspiciunii invaziei ganglionilor loco-regionali, tuturor pacieților li s-a 

recomandat radio-chimioterapie conform ghidurilor de tratament. La sfârșitul tratamentului 
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preoperator, pacienții au fost reevaluați clinic și paraclinic în vederea aprecierii oportunității 

intervenției chirurgicale.  

 

Plan de tratament pentru radioterapie externă 

În vederea realizării planului de tratament pentru pacienţii înrolaţi în studiu, au fost 

parcurse mai multe etape: simulare, conturare, plan de tratament (3D sau IMRT), tratament. 

 

Măsurarea nivelului seric al interleukinelor și al radicalilor liberi de azot și de 

oxigen 

Datorită faptului că au o durată scurtă de viața și se găsesc în concentrații scăzute, 

pentru determinarea radicalilor liberi de azot și de oxigen se folosesc metode indirecte, 

dozându-se produșii rezultați din degradarea structurilor asupra cărora aceștia acționează 

(malondialdehida și tiolii albuminici) și activitatea cupru-oxidazică a ceruloplasminei; în 

studiul de față se testează și nivelul antioxidanților totali.  

În vederea determinării nivelului seric al parametrilor de stres oxidativ, respectiv cel al 

interleukinelor, tuturor pacienților înrolați în studiu li s-au recoltat câte 2 probe biologice în 

dinamica radioterapiei, fiecare probă constând în 5 ml sânge venos recoltat pe vacutainer fără 

anticoagulant, astfel: înainte de prima ședintă de radioterapie și după finalizarea ultimei 

ședințe.  După recoltare, probele au fost centrifugate (1500 g) timp de 2-5 minute, iar serul 

rezultat a fost păstrat până la efectuarea determinărilor la o temperatură de -200C. 

 

Determinarea nivelului seric al interleukinelor și al IFN-γ 

Măsurarea nivelului seric al IL-6, IL-9, IL-10 și IFN-γ s-a realizat prin tehnica ELISA,  

urmând pașii din protocolul producătorului kiturilor. 

 

Determinarea parametrilor biochimici de stres oxidativ 

  

 Determinarea malondialdehidei (MDA)  

MDA este un produs final al procesului de peroxidare lipidică, rezultat în urma descompunerii 

produșilor primari sau secundari. În studiul efectuat, măsurarea MDA din ser s-a realizat prin 

metoda Carbonneau. 
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 Determinarea ceruloplasminei 

Pentru măsurarea activității cupru-oxidazice a ceruloplasminei, în studiul de față s-a 

folosit metoda Ravin prin reacţia în tampon acid acetic – acetat cu p-fenilen diamina. 

 

 Determinarea grupărilor tiol albuminice (SH) 

Măsurarea nivelului seric al grupărilor SH s-a realizat prin metoda Albini. 

 

 Determinarea antioxidanților totali (AO) 

Evaluarea antioxidanților totali s-a realizat printr-o metodă ce are la bază capacitatea 

serului de a reduce fierul. 

 

Metodologie secvențiere  

 

Tehnologia Ion Torrent (PGMTM - Personal Genome Machine) 

 

 
Tehnologia Ion Torrent PGM are la bază secvențierea prin sinteză și detectează 

protonul ce este eliberat în timpul încorporării nucleotidelor. Astfel, chip-ul Ion Torrent are 

rolul unui pH-metru ce are capacitatea de a decela modificările subtile de pH, acestea putând 

rezulta din formarea unei legături fosfodiesterice în timpul procesului de elongare al catenei 

de secvențiere. 

Metoda de lucru implică:   

 efectuarea de biblioteci de ADN din ARN extras și cuantificat 

 amplificare prin metoda PCR în emulsie 

 încărcare pe chip a bibliotecii ADN 

 centrifugare 
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REZULTATE 

 

Eșantionul pacienților tratați preoperator cu radio-chimioterapie sau radioterapie 

(n=26) 

 

 

Figura 13. Valorile medianelor IL-6, IL-9, IL-10 și IFN-γ la prima și ultima evaluare  

 

În cazul IL-6, IL-10 și IFN-γ, diferențele dintre valorile mediane la prima și ultima 

evaluare sunt semnificative din punct de vedere statistic la un prag de semnificație p<0.001. 

Nu s-a efectuat un test statistic pentru IL-9 deoarece numărul de observații este redus (n<5). 

 

56.21

19.55

2.06

9.68

36
38.62

1.51

19.35

0

10

20

30

40

50

60

IL6 IL10 IL9 IFN

V
al

o
ri

 s
p

ec
if

ic
e 

(p
g/

m
l)

prima evaluare ultima evaluare



7 
 

 

Figura 14a.  Valorile medianelor parametrilor de stres oxidativ la prima și ultima evaluare 

 

 

Figura 14b.  Valorile medianelor parametrilor de stres oxidativ la prima și ultima evaluare  

 

S-a observat o diferență semnificativă din punct de vedere statistic, acceptată cu un 

risc p<0.01, între valorile mediane ale tuturor indicatorilor de stres oxidativ de la prima 

evaluare comparativ cu ultima evaluare. 
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Tabel III.  Analiza impactului interleukinelor și al parametrilor de stres oxidativ asupra 

răspunsului la tratament 

Valorile mediilor respectiv medianelor de la ultima evaluare a IL-6 și a indicatorilor 

de stres oxidativ (MDA, ceruloplasmina și AO) prezintă diferențe semnificative la un prag 

maxim p<0.05 între pacienții cu răspuns la tratament în raport cu cei care au rezistență. La 

polul opus indicatorii SH, IFN-γ și IL-10 nu au parametrii semnificativ diferiți statistic la un 

prag rezonabil. 

 

Esantionul pacienților tratați postoperator cu radio-chimioterapie / radioterapie (n=20) 

 

 

Figura 18. Valorile medianelor IL-6, IL-9, IL-10 și IFN-γ la prima și ultima evaluare  
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Răspuns Mean 16.52 68.06 - 39.99 9.66 132.30 493.86 1.33 

Rezistență Mean 58.73 37.63 - 13.18 15.37 153.18 576.84 1.14 

Răspuns Median 16.36 51.13 - 32.67 8.66 134.44 483.00 1.34 

Rezistență Median 40.25 36.23 - 9.62 15.75 154.47 589.00 1.17 



9 
 

În cazul IL-6 și IL-10 diferențele dintre valorile mediane de la prima și ultima 

evaluare sunt semnificative din punct de vedere statistic la un prag de semnificație p<0.001, 

iar în cazul IFN-γ diferențele sunt semnificative la un risc p<0.02.  Nu s-a efectuat un test 

statistic pentru IL-9 deoarece numărul de observații este redus (n<4).  

 

Figura 19a. Valorile medianelor parametrilor de stres oxidativ la prima și ultima evaluare  

 

 

Figura 19b. Valorile medianelor parametrilor de stress-oxidativ la prima și ultima evaluare  
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În cazul pacienților din lotul martor, în urma comparării medianelor valorilor parametrilor 

de stres oxidativ, nu se observă diferențe majore între cele două momente - înainte de 

tratament respectiv după tratament. Astfel, valoarea mediană a MDA, a ceruloplasminei și a 

tiolilor albuminici nu diferă semnificativ între cele două momente la un prag acceptabil 

p<0.05, toate riscurile obtinute in urma aplicării testului Wilcoxon. O excepție de la regulă 

este întâlnită la limită în cazul AO, unde diferența este semnificativă la un risc de genul I, 

p=0.049. 

Tip 

indicator 

Medie Mediană 

Răspuns Rezistență Răspuns Rezistență 

IL-6 18.67 40.28 16.30 42.85* 

IL-10 34.66 12.92 31.57 14.64* 

IFN-γ 26.77 21.20 29.36 9.00 

MDA 5.92 9.27 5.33 8.96* 

Cerulopl 125.36 119.31 126.54 121.85 

SH 455.31 448.75 454.00 444.50 

AO 1.51 1.55 1.59 1.61 

 

Tabel V. Parametrii de stare pentru interleukine și indicatorii de stres oxidativ în funcție 

de răspunsul la tratament 

Valorile mediilor respectiv medianelor de la ultima evaluare a interleukinelor și 

indicatorilor de stres oxidativ prezintă diferențe semnificative statistic la praguri inferioare 

valorii p<0.05 pentru pacienții cu răspuns la tratament în raport cu cei care au rezistență 

numai în cazul IL-6, IL-10 și MDA. 

 

Tip Răspuns 

Indicator 

statistic 

 Factor 

IL-6 

IL-

10 

I-

L9 

IFN-

γ MDA Cerul SH AO 

Rezistență Medie 55.52 33.92 - 30.79 14.31 147.29 554.57 1.21 

Răspuns 

(parțial sau 

total) 

Medie 

18.02 44.83 - 

14.51 

7.06 127.47 467.04 1.46 

Răspuns 

(parțial sau 

total) 

Mediană 

16.36 32.63 - 

9.30 

6.51 128.65 476.00 1.38 

Rezistență Mediană 40.25 30.27 - 30.01 15.08 152.77 549.00 1.21 

*IL-9, date insuficiente 
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Tabel VI.  Analiza pe eșantionul total de pacienți (n=46) a impactului parametrilor de stres 

oxidativ si al citokinelor asupra răspunsului la tratament 

 

În urma aplicării testelor neparametrice specifice,  Wilcoxon si Kruskal Wallis, rezultă 

diferențe semnificative la un prag în general inferior valorii 0.01 pentru parametrii IL-6, IFN-

γ, MDA, Ceruloplamină, SH și AO. În cazul IL-10 diferența nu este semnificativă statistic la 

un prag acceptabil, iar pentru IL-9 nu au fost suficiente observații pentru a testa semnificațiile. 

Se poate afirma că parametrii de stres oxidativ sunt indicatori semnificativi pentru răspunsul 

la tratament. 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Citirile conținutului genic al ampliconilor la secvențiatorul “Ion Torrent PGM” 

 

 
Proba IonXpress 007  

Țesut normal 
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Proba IonXpress 003  
Biopsie caz M. – tumoră rect înainte de radioterapie 

 

 
 

 
 

Proba IonXpress 001  
Biopsie caz M. – tumoră rect după radioterapie 

 
 

 
 
 
 

 
Proba IonXpress 002  

Biopsie caz P. – tumoră rect înainte de radioterapie 
 

 

Figura 23. Citirile conținutului genic al ampliconilor la secvențiatorul “Ion Torrent PGM” 
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IonXpress 001: tumoră rect iradiată  

IonXpress 002-003: tumori rect neiradiate  

IonXpress 004-006, 008: alte tumori maligne  

IonXpress 007: țesut normal 

Figura 24. Distribuția citirilor genice la secvențiatorul “Ion Torrent PGM”  

 

CONCLUZII 

În cancerul de rect, efectul terapeutic al radioterapiei poate varia semnificativ, în ciuda 

tratamentului multimodal și a tehnicilor de iradiere utilizate. Astfel, este necesară identificarea 

atât a țintelor moleculare, cât și a mecanismelor ce determină radiorezistență, în scopul de a 

îmbunătăți răspunsul la terapie. 

Atât radioterapia cât și chimioterapia își exercită efectul citotoxic prin producerea de 

radicali liberi, în special de azot și de oxigen, și implicit diminuarea capacității antioxidante. 

Se poate afirma că celula tumorală este supusă unui stres oxidativ intens, ireversibil și 

că nu se poate preciza cu exactitate dacă acest stres oxidativ reprezintă o cauză sau o 

consecință a carcinogenezei. 

În condiții de stres oxidativ, când există un dezechilibru între oxidanți și antioxidanți, 

radicalii liberi determină proliferare celulară necontrolată, inflamație și apoptoză. 
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Actul chirurgical este inductor de stres oxidativ, a cărui intensitate depinde de tipul 

intervenției chirurgicale (clasică sau laparoscopică). 

Rezultatele studiului efectuat au evidențiat că răspunsul la tratamentul cu radioterapie 

sau radio-chimioterapie efectuat atât preoperator, cât și postoperator, s-a corelat pozitiv cu 

valorile MDA, semnificative statistic (p<0.05), demonstrând valoarea de marker predictiv a 

acestui parametru. De asemenea, s-a arătat că tumorile rectale se asociază cu un nivel seric 

ridicat  al MDA, acest parametru putând fi validat și ca factor de prognostic.  

Activitatea cupru-oxidazică a ceruloplasminei după terminarea radioterapiei prezintă o 

valoare mediană crescută față de cea de la inițierea acesteia, corelându-se cu radiorezistență. 

Ceruloplasmina poate fi considerată marker predictiv pentru răspunsul la radioterapie în 

cancerele rectale (p<0.05 pentru lotul pacienților radiotratați preoperator, respectiv p<0.01 

pentru întreg lotul de pacienți) și marker de prognostic doar în cazul lotului pacienților 

radiotratați preoperator (p<0.05).  

În ceea ce privește grupările tiol albuminice, acestea pot fi considerate marker 

predictiv doar în cazul analizei pe întregul lot de pacienți (p<0.01) și factor de prognostic 

pentru eșantionul pacienților iradiați preoperator (p<0.001). 

Nivele serice ridicate ale IL-6 se asociază cu încărcătură tumorală crescută (poate fi 

marker de pronostic – p<0.001)  și rezistență la radioterapie. IL-6 induce formarea de radicali 

liberi de azot și de oxigen. Valorile IL-6 s-au corelat pozitiv și cu semnificație statistică cu 

răspunsul la radioterapie (p<0.05), motiv pentru care propunem validarea acesteia ca factor 

predictiv. 

Pacienții diagnosticați cu cancer de rect prezintă nivele serice ale IL-9 scăzute 

comparativ cu indivizii sănătoși. În studiul de față nu s-au efectuat teste statistice pentru IL-9 

din cauza numărului redus de observații. 

IL-10 nu este validată ca marker predictiv în urma studiului realizat, ci doar ca marker 

de prognostic pentru ambele loturi de pacienți (p<0.001).  

IFN-γ în concentrații serice crescute are rol protector în cancerul de rect, acesta 

demonstrând valoarea de marker de prognostic în cazul pacienților radiotratați preoperator – 

p<0.001, respectiv postoperator – p<0.02.  

Dacă înainte de inițierea radioterapiei s-a înregistrat creşterea capacității antioxidante 

totale datorită acţiunii sistemelor endogene de protecţie, în timp acestea sunt distruse de 
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stresul oxidativ instalat. Antioxidanții totali prezintă valoare de marker predictiv pentru 

răspunsul la iradiere la analiza pe eșantionul total de pacienți (p<0.01) și în cazul lotului 

radiotratat preoperator (p<0.05). 

Referitor la rezultatele obținute în urma secvențierii prin metoda Ion Torrent, datele 

din Torrent Server subliniază faptul că tumora iradiată prezintă o reducere drastică a prezenței 

secvențelor reads amplificabile cu primerii complementari, fiind sesizabile doar câteva astfel 

de secvențe sau niciuna. Rezultatul obținut sugerează în primul rând o alterare majoră a 

lanțului ARN în urma acțiunii radiației ionizante, fără posibilitatea citirii de secvențe de 

perechi de baze. Astfel, materialul tumoral iradiat nu poate fi accesibil testelor genetice, iar în 

cazul în care se obțin unele rezultate, acestea sunt dificil de interpretat.  

Datorită obținerii unor rezultate încurajatoare și a faptului că în literatura de 

specialitate nu sunt date referitoare la urmărirea răspunsului inflamator și metabolismului 

oxidativ în dinamica radioterapiei pentru cancerul  de rect,  ne propunem continuarea  

studiului pe un lot mai mare de pacienți. 
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Notă: Rezumatul păstrează ilustrațiile (figure / tabele) așa cum se regăsesc numerotate în 

varianta extinsă a tezei de doctorat. 


	Figura 13. Valorile medianelor IL-6, IL-9, IL-10 și IFN-γ la prima și ultima evaluare

