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Introducere

Tn ultimul secol speranta de viata la nivel mondial a cunoscut o crestere semnificativa
datorita, printre altele, accesului tot mai facil la sisteme de sanatate care au imbunatatit rata de
diagnostic si de tratament a multor boli. Totusi, Tn aceasta perioada in care metodele de
tratament s-au diversificat, mortalitatea determinata de neoplasme s-a inscris - si se mentine si
n prezent - pe un curs ascendent cu o crestere de aproximativ 40% in ultimii 40 de ani si 0
crestere estimata pentru anul 2030 de circa 60% (aproximativ 13 milioane de persoane) (1).

Tn ceea ce priveste cancerul colorectal situatia este si mai ingrijoratoare. Introducerea
programelor de screening populational si evolutia metodelor terapeutice au avut un impact
major asupra incidentei si @ mortalitatii determinate de acest tip de cancer avand in vedere ca
la jumatatea secolului trecut cancerul colorectal reprezenta o afectiune rara. Astazi, desi
programele de screening au evoluat si s-au diversificat iar metodele de diagnostic si tratament
sunt tot mai eficiente, cancerul colorectal ramane una dintre cele mai frecvente forme de cancer
din tarile dezvoltate (2). Cresterea incidentei 1n Statele cu standarde de viata Thalte este corelata
Cu cresterea sperantei de viata si are ca determinanti 0 serie de factori de risc asociati regimului
alimentar inadecvat, activitatii fizice tot mai reduse, obezitatii, fumatului, consumului de
alcool, ritmului de viata dinamic si stresului. Acesti factori de risc au crescut incidenta
cancerului colorectal atat in formele sporadice de boala cét si in unele forme de neoplasme
familiale, iar progresele terapeutice, desi impresionante, nu au determinat inca 0 crestere
semnificativa a ratei de vindecare si supravietuire pe termen lung (2).

Scopul acestui studiu a fost de a prezenta o0 alta perspectiva a modalitatii prin care se
poate realiza un dignostic precoce si totodata un tratament personalizat la pacientii cu neoplasm
colorecal. Acestea pot fi realizate prin evaluarea prezentei unor profiluri genetice asociate cu
risc crescut de a dezvolta CCR si cu responsivitatea pacientilor la tratamentele oncologice in
continua dezvoltare, profiluri care pot fi evidentiate prin genotiparea de polimorfisme
uninucleotidice utilizdnd metoda rtPCR, la pacientii cu sau fara CCR, in cele din urma fiind
necesara Stabilirea unor corelatii si asocieri intre acestea si alte variabile clinico-patologice.

Trebuie mentionat ca la nivel mondial exista studii recente efectuate n acest domeniu
insa acest studiu este primul care are la baza un lot omogen reprezentat de o populatie din
Roménia.

Tn prima parte a lucrarii — partea generala — sunt descrise n detaliu mecanismele care
conduc la formarea neoplasmului colorectal, punandu-se accent pe caile moleculare de

carcinogeneza, metode de diagnostic, tratament chirurgical si oncologic in diverse stadii de



evolutie a bolii. De asemenea, sunt detaliate mecanismele cardiotoxicitatii principalelor clase
de agenti chimioterapici utilizati Tn tratamentul oncologic al cancerului colorectal. Ultimul
capitol al acestei parti isi indreapta atentia catre unitatile de variatie genica reprezentate de
polimorfismele uninucleotidice si importanta lor in patologia oncologica precum si in
farmacocinetica si farmacodimanica medicamentelor. Sunt enumerate diverse metode
moleculare care au ca scop identificarea polimorfisemlor uninucleotidice si este exemplificata
metoda utilizata si anume genotiparea prin rtPCR (endpoint genotyping).

Tn cea de a doua parte a lucrarii — partea speciali — este prezentati contributia personala.
Sunt descrise pe larg obiectivele studiului, criteriile de includere si excludere a pacientilor n
studiu, important de mentionat fiind faptul ca au fost exclusi toti pacientii care au prezentat
orice fel de tulburare cardiaca care ar putea conduce la rezultate eronate in ceea ce priveste
evaluarea cardiologica prin ecocardiografie de inalta performanta post-chimioterapie. Ulterior,
au fost prezentate datele Tnregistrate pentru fiecare participant la studiu, metodele prin care au
fost investigati pacientii inclusi Tn studiu si au fost descrise cele doua loturi de studiu. Tn cele
din urma au fost prezentate rezultatele, comparate cu datele din literatura de specialitate si
argumentate Tn capitolul dedicat discutiilor, la final fiind prezentate concluziile studiului.

Cardiotoxicitatea reprezinta un important efect advers care poate limita doza
terapeutica a multor agenti antineoplazici utilizati. Identificand precoce aceste efecte adverse
se poate preveni afectarea cardiaca ireversibilda si morbiditatea pe termen lung. Desi
cardiotoxicitatea se poate manifesta si fara prezenta altor factori predispozanti, numerosi
factori de risc cunoscuti trebuie luati in considerare in momentul administrarii tratamentului
3).

Cardiotoxicitatea identificatda inca din anii 60, este definitda destul de ambiguu de
Institutul National American pentru cancer ca ,toxicitatea care afecteaza inima” (4). Aceasta
a fost definita in urma unui consens multimodal de evaluare imagistica in timpul tratamentului
chimioterapic la 2-3 saptamani dupa initierea tratamenului oncologic, ca o disfunctie cardiaca
manifestata prin scaderea fractiei de ejectie a ventriculului stang (FEVS) cu mai mult de 10%
pana la o valoare de sub 53% (5).

Floropirimidinele precum fluorouracilul si capecitabina reprezinta principalele
chimioterapeutice utilizate in tratamentul oncologic al tumorilor solide localizate la nivelul
colonului si al rectului (6). Acestea, in functie de doza si numarul de cicluri pot induce o serie
de efecte toxice, printre care si cardiotoxicitate (7). Cardiotoxicitatea indusa de floropirimidine
a fost raportata pentru prima oara in anul 1969, iar in prezent aceasta reprezinta un efect advers

rar intalnit dar cu potential letal (8). Marea majoritate a acestor manifestari cardiotoxice (angina



pectorala, aritmii, hipertensiune arteriala, infarct miocardic si chiar soc cardiogen) sunt
observate in timpul primului ciclu de tratament, iar prezenta lor are ca rezultat oprirea
tratametnului chimioterapic (9).

Polimorfismele uninucleotidice (SNP) reprezinta cel mai frecvent tip de variatie
genetica la om si constau in diferente Tntre o singura baza nucleotidica care intra in componenta
ADN-ului cu schimbarea a doua nucleotide la o pozitie data.

Polimorfismele uninucleotidice au 0 incidenta crescutd si sunt strans legate de
variantele genetice implicate Tn anumite afectiuni (10). Majoritatea acestor polimorfisme nu
influenteaza starea de sanatate, nefiind implicate in mecanisme moleculare specifice, desi s-a
demonstrat ca sunt foarte importante in studiul acesteia. Atunci cand aceste variatii de 0 singura
baza nucleotidica au loc la nivelul unei gene sau la nivelul unei regiuni codante ale unei gene,
pot avea un rol direct n aparitia unor afectiuni prin alterarea functiei genei respective. SNP pot
actiona ca predictori in ceea ce priveste susceptibilitatea de a dezvolta 0 anumita afectiune si
raspunsul la un tratament specific. Datorita cercetarii active in acest domeniu si a multitudinii
de teste populationale de asociere genica, aceste variatii vor fi utilizate in viitorul apropiat ca
markeri moleculari specifici bolilor complexe precum neoplaziile, afectiunile cardiace si
neurologice (11).

Tn ansamblu, genotiparea polimorfismelor uninucleotidice, prin rezultatele si
reproductibilitatea de care da dovada reprezinta 0 metoda tot mai utilizata in ceea ce priveste

diagnosticul precoce si tratamentul individualizat.

Studiu personal

1. Obiective

Obiectivul principal
Identificarea prezentei unor profiluri genetice asociate cu risc crescut de a dezvolta

CCR, si descrierea asocieri intre acestea si alte variabile clinico-patologice.
Ipotezele studiului:

e Exista 0 asociere intre un anumit profil genetic reprezentat de polimorfismele
uninucleotidice rs6983267, rs4779584, rs2273535, rs719725, rs1801131, rs9344.

e Exista 0 relatie intre tratamentul chimioterapic si efectul cardiotoxic al acestuia.



. Exista un model de factori agregati care se asociaza evolutiei bolii pentru
pacientii diagnosticati cu CCR. Lista acestora include caracteristici personale (gen,
varstd), de tip de afectare tumorala (localizare, forma histopatologicd) aspecte ale
managementului bolii (intervalul de timp de la diagnosticare la administrarea

tratamentului, durata de internare, complicatiile postoperatorii)
Subobiective:

e Evaluarea corelatiilor intre stadiul, gradul de diferentiere al tumorii, localizarea si tipul
histopatologic al neoplasmului, invazia ganglionara si tipul de interventie chirurgicala
la pacientii cu CCR

e Analiza asocierii intre diferiti parametrii paraclinici precum analizele de laborator,
dimensiunile tumorii si ecografia cardiaca pre/postchimioterapie la pacientii cu CCR.

e Descrierea supravietuirii si recurentei bolii neoplazice colo-rectale la un an in cazul
lotului studiat

e Testarea unui protocol de genotipare cost-eficient bazat pe tehnia rtPCR

e Initierca unei baze de date care sa fie integrata si comparata cu bazele de date

internationale

2. Material si metode

Metodologia lucrarii:

Cercetarea de fata si-a propus o abordare complexa multidisciplinara. Abordarea de
fond este reprezentata de un studiu prospectiv istoric. Tn cadrul acestuia s-au selectat un lot de
cazuri constituit din 32 de pacienti cu cancer colorectal, si un lot martor reprezentat de 32 de
persoane fara cancer colorectal. Abordarea prospectiva a acoperit 18 luni de la constituirea
loturilor de studiu.

Populatia de studiu este reprezentata de 75 de pacienti internati in clinica chirurgie 11
SUUB 1n intervalul 2015-2017. Dintre acestia, Tn urma aplicarii criteriilor de includere si
excludere la final au ramas 32.

Grupul martor a inclus tot 32 de persoane care nu aveau diagnosticul de cancer
colorectal pentu a fi cat mai asemanator grupului de cazuri din punct de vedere gen, varsta,
absenta unor patologii cardiace preexistente.

Pacientii din lotul de studiu au fost investigati conform protocolului intraspitalicesc

pentru pacientul cu neoplasm colorectal. Acestia au beneficiat de investigatii de laborator



biologic si histopatologic (hemograma, bichimie , coagulograma,dozarea markerilor tumorali
CEA si CA19-9 si analiza histologica si imunohistochimica a pieselor de rezectie unde a fost
cazul) investigatii imagistice (ecografie abdominala, examinare CT abdomino-pelvina,
endoscopie digestiva inferioara).

Pacientii inclusi Tn studiu au beneficiat in plus de investigatii imagistice (ecografie
cardiaca transtoracica) si de laborator de biologie moleculara (extractie, cuantificare de acizi
nucleeici si genotiparea de polimorfisme uninucleotidice).

Datele actuariale, cele referitoare la caracteristicile clinice ale celor doua loturi si cele
obtinute prin intermediul investigatiilor prezentate anterior sunt introduse intr-o baza de date
si analizate statistic prin intermediul softurilor dedicate pentru statistici Medcalc 14.12.0
(MedCalc Software, Ostend, Belgium) si NCSS 10 (NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA).

Pentru a determina tipul de distributie al variabilelor continue s-a folosit testul
D’ Agostino-Pearson. Tn functie de tipul de variabila rezultatele au fost exprimate astfel:

— Pentru variabilele cu distributie normala — ca medie si deviatie standard
— Pentru variabilele cu distributie non-normala — ca mediana si percentilele 25 si 75.

Tn cazuri selectate, pentru anumite variabile numerice, rezultatele se vor exprima atat
ca medie si deviatie standard cét si ca mediana intrucat numarul mic de pacienti din anumite
subgrupuri impune utilizarea unor teste non-parametrice.

Pentru a face comparatie intre variabilele cu distributie normala vom folosi Testul t-
Student (t-test) si ANOVA, in functie de numarul de grupuri studiate, iar pentru cele cu
distributie non-gausiana, testele Wilcoxon-Mann-Whitney sau Kruskal-Wallis.

Stabilirea existentei unei asocieri intre variabilele categoriale va fi realizata prin
utilizarea testului Pearson's Chi-Squared (y2) sau testul Fisher, in functie de numarul de cazuri.

Pentru a stabili gradul de corelatie Tntre variabilele numerice vom folosi coeficientul de
corelatie Spearman a ordinii rangurilor. Tn functie de valorile acestui coeficient gradul de
corelatie este apreciat astfel: pentru valori intre 0.00 si 0.19 corelatie foarte slaba, intre 0.20 si
0.39 corelatie slaba, pentru valori intre 0.40 si 0.59 corelatie moderata, pentru valori intre 0.60

si 0.79 corelatie puternica.

3. Rezultate si discutii
Varsta medie la diagnostic a pacientilor din lotul de studiu a fost de 68.03 ani, mai mica

decat varsta medie la diagnostic raportatd in alte tari europene (72-75 ani) pentru cancer

colorectal sporadic iar cea din lotul martor a fost de 66 de ani (12).



Tn lucrarea noastra durata spitalizarii a fost 16.5 zile (25-75 IQR 12-22 zile) chiar daca
trendul n tari europene si in Statele Unite este de a reduce durata de la interventia chirurgicala

pana la externare cu cat mai mult posibil.

Tabelul 1. Datele demografice si caracteristicile ale celor doua loturi de pacienti.
Lotul Caz (n=32) Lotul Martor (n=32) Valoarea p
Date demografice
Varsta (ani) 67.0+7.17 66.0 + 13.8 ns
Sex ns
Masculin 17 (53.13%) 17 (53.13%)
Feminin 15 (46.88%) 15 (46.88%)

Tn studiul de fata am identificat 0 mediana de la debutul simptomatologiei pana la
diagnostic de opt luni (25-75 IQR = 5.5 - 11) luni si 0 mediana a acestui interval de sapte luni
pentru pacientii de sex feminin si opt luni pentru pacientii de sex masculin. Mediana de la
internare la momentul interventiei chirurgicale a fost de 4 zile, 25-75 IQR = 2.7 — 7 zile, mult
mai scurta decat cea raportata n literatura, cu doar sapte decese care in studiul nostru au fost
cauzate de factori legati de neoplazia colorectala .

S-a descoperit o corelatie intre durata de la debutul simptomatologiei pana la diagnostic
si nivelul seric al antigenului carcinoembrionar, al carui nivel este strans legat de stadiul
tumoral, asa cum rezulta din diverse studii si meta-analize. Astfel, o duratda mai lunga a
simptomatologiei corespunde unui stadiu avansat al bolii si prezinta valori crescute ale acestui
marker (13). Tn aceeasi maniera nivelul seric al CA19-9 s-a corelat cu durata de la debutul
simptomatologiei pana la diagnotic.

Céand a fost evaluata relatia dintre valorile CA19-9 si numarul de ganglioni limfatici
invadati, rezultatele noastre au fost similare cu cele raportate in literatura si au aratat o diferenta
semnificativ statistic Tntre nivelul seric de CA19-9 si prezenta sau absenta metastazelor
ganglionare (14).

Sindromul inflamator poate asigura conditii necesare dezvoltarii unei neoplazii. Orice
tip de inflamatie determinata de un control slab al raspunsului imun poate perturba mediul
celular si poate conduce la alterari ale functionarii genelor implicate in patogeneza maligna

precum si modificari post-translationale la nivelul unor proteine cu rol in ciclul celular,



repararea de ADN si apoptoza (15). Sindromul inflamator reprezentat de cresteri ale
fibrinogenului si VSH a fost prezent la marea majoritate a pacientilor din lotul de studiu (n=29)
dar in acelasi timp este nespecific.

Anemia, sau mai degraba sindromul anemic, reprezintd 0 caracteristica a cancerului
colorectal fiind prezent in medie intre 11-57% din cazurile diagnosticate si in principiu este
sugestiva pentru tumorile cecale (16). De asemenea, pacientii care prezinta anemie de obicei
au un stadiu mult mai avansat si 0 mortalitate mai mare decét cei care nu o prezinta (17).
Analizand prezenta unui sindrom anemic in lotul de studiu, am descoperit ca 21 de pacienti au
avut un nivel al hemoglobinei la diagnostic de sub 12g/dL. Toti pacientii care au avut tumori
localizate la nivelul colonului drept au prezentat un sindrom anemic.

Studiul nostru a descoperit 0 duratid a spitalizarii mai mare decat cea raportata n
literatura pentru patologia neoplazica colorectala ( 17 vs 10 zile) (18), durata care a fost
influentata de mai multe variabile precum durata simptomatologiei, stadializarea tumorala,
durata si tipul interventiei chirurgicale precum si infectia post-operatorie cu Clostridium
difficile. De asemenea, acest interval a fost independent de alte variabile precum comorbiditati

cardiace, nivelul hemoglobinei sau al alouminei si proteinelor totale.

Tabelul 2. Caracteristicile lotului caz

Interval debut simptome-diagnostic | 8 (5.5; 11)
(luni)

Durata spitalizarii (zile) 17 (12; 22)

Interval internare — interventie (zile) |4 (2.7;7)

Durata spitalizare in ATI (zile) 1(1;2)

Durata interventiei chirurgicale 240 (195; 288.75)
(minute)

Durata moment interventie — 64.5 (56; 75)
tratament oncologic (zile)

CEA (ng/ml) 18.15 (8; 47)
CA19-9 (U/ml) 86 (62.5; 227.4)
Sindrom inflamator 29 (90.6%)

Sindrom anemic 21 (65.6%)




Mai mult de 90% din totalitatea rezultatelor histopatologice au identificat
adenocarcinom NOS de colon sau rect ca fiind cel mai comun tip histologic in patologia
colorectala, urmat de cel mucinos (19). Pacientii inclusi Tn lotul de studiu au prezentat cel mai
frecvent adenocarcinom de colon si rect (n=31) un singur pacient prezentand o0 componenta
mixtd mucinoasa.

Supravietuirea la un an nu a putut fi calculata datorita lotului mic de studiu si a lipsei
semnificatiei Statistice a rezultatelor obtinute, dar mentionam ca dintre pacientii decedati, patru
au avut stadiul 1V, doi stadiul 111, si unul stadiul II.

Tn acest studiu singurul efect atribut cardiotoxicititii a fost reprezentat de o tulburare
de ritm prezentd la un singur pacient care a necestitat implantarea unui cardiostimulator
permanent de tip ,,pacemaker”. Aceasta manifestare a cardiotoxicitatii a fost observata dupa
trei cicluri de tratament pe baza de fluorouracil, iar chimioterapia a fost intrerupta. Nu s-au
observat alte efecte adverse legate de tratamentul chimioterapic la restul pacientilor care au

fost urmariti pe toata durata studiului.

Tabelul 3. Evaluarea prin ecografie cardiaca pre si un an post-chimioterapie

FE% SR(%) SL(%) SC(%)
Baseline 61.8+5.7 62.5+4.5 22.1+1.9 21.3+1.4
Final 59.1+ 6.1 61.2+3.5 20.05+3 20.4+1.7
P 0.1592 0.3263 0.0176 0.0777

Intervalul de Tncredere Tn toate situatiile este nesemnificativ statistic datoritda numarului
redus de pacienti care au putut fi urmariti, precum si a faptului ca doar un pacient a prezentat
o afectare cardiaca post chimioterapie.

ADN-ul extras (extractie manuald si automata) a fost cuantificat prin doua metode.
Avantajul compararii rezultatelor acestor metode a constat in stabilirea similitudinii
rezultatelor cantitative si calitative, astfel am putut renunta la metoda fluorimetrica care are un
cost mai ridicat datorita consumabilelor utilizate.

Genotiparea utilizand metoda real time PCR cu sonde moleculare de tip KASP a avut
beneficiul ca nu a necesitat normalizarea cantitatii de ADN (aceeasi cantitate de ADN
exprimata in micrograme se calculeaza pentru fiecare proba dar volumele finale sunt diferite si

necesita 0 completare cu apa purificata special pentru PCR). Calculele adiacente fiecarei reactii



precum si protocolul oferit de producator a simplificat aceasta metoda de genotipare, ducand
la scaderea costurilor si a timpului necesar analizei. Fluorescenta emisa si captata de sistemul
Light Cycler 480 (Roche USA), a fost peste valoarea prag pentru unele probe, unele rezultate
fiind marcate ca necunoscut pentru 15 pacienti din lotul martor dar acest lucru a putut fi corectat

prin interpretarea manuala a valorilor fluorescentei emise (figura 1).
Figura 1. Analiza Endpoint Genotyping rs9344 pentru ambele loturi si problele din lotul control rs2273535

pentru sonda corespunzitoare alelei X a polimorfismului. Se poate observa controlul negativ in marginea

inferioara stanga a figurii.
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rs719725
Primul polimorfism analizat a fost reprezentat de rs719725, situat intr-o regiune intergenica pe
cromozomul 9p24.1, la 37 kb de regiunea responsabila de sinteza unei proteine tumorale D52-
like (TPD52L3) (20, 21). Alela ancestralda include nucleotidul C in pozitia relevanta, iar
secventa varianta este A. Genotipurile posibile sunt, prin urmare, homozigot ancestral (C/C) si
homo- sau heterozigot ce contine varianta alelica (A/A si A/C). Studiul nostru a descoperit
pentru varianta A/A un OR= 1.47, 95% CI 0.5425 la 3.9861 z=0.758, asemanatoare datelor
raportate in literatura dar din punct de vedere al semnificatiei statistice (p=0.448), este necesara
analiza pe un lot populational mult mai mare. Am observat o prezenta mai mare a alelei A in
cadrul lotului de studiu (46%) comparativ cu lotul martor (37%). De asemenea distributia pe
sexe a fost asemanatoare cu cea descrisa in alte studii. Datele noastre pentru acest polimorfism
sunt asemanatoare cu cele raportate de Zanke et al si Poynter et al in privinta riscului, OR=
1.49, dar datorita unui p mai mare de 0.05 nu putem afirma o semnificatie statistica a acestui
polimorfism (22, 23) n lotul studiat. Nu am identificat nici un profil heterozigot (A/C) in ciuda
faptului ca raportarea in literatura este de 0,3 (24). Au fost mai multi pacienti care au avut
tumori localizate la nivelul colonului si au prezentat varianta A/A (13 pacienti cu tumori de

colon) decat la nivelul rectului(doi pacienti cu tumori de rect) (figurile 2 si 3).



Figurile 2 si 3. Distributia profilelor genetice pentru polimorfismul rs719725
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Al doilea polimorfism a fost reprezentat de rs6983267. Acesta este situat la nivelul
cromozomului 8g24.21, intre regiunea 128.47-128.54 MB in amonte de gena MYC (o
oncogend cunoscuta) denumitd regiunea 3, responsabila de genele CASC8 si CCAT2 (25).
Acesta prezinta alela ancestrala T si varianta G.

Cercetarea asupra acestui polimorfism aparent cotroversat pentru gradul sau
predictiv Tn patologia colorectala a aratat un OR=0,1096, 95% CI 0,035 - 0.342, p=0,0001
pentru varianta G/G vs T/T si OR=45,30 cu Cl= 5,47 - 374.69, p=0,0004 pentru G/T vs T/T.

Figurile 4 si 5. Distributia profilelor genetice pentru polimorfismul rs6983267
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Un numar mai mare de pacienti cu cancer colorectal au prezentat cel putin 0 alela G
(81,2%) comparativ cu lotul martor (76,57%) chiar daca frecventa alelei G a fost mai mare in
lotul martor datorita unui numar mai mare de profile homozigote G/G (figurile 4 si 5).

Riscul de a dezvolta cancer colorectal pentru varianta G/T in acest studiu este diferit
din punct de vedere statistic cu cele raportate in literatura. Putem nota ca OR pentru indivizii
heterozigoti care au alela de risc crescut (G/T) a fost mai mare decét pentru indivizii homozigoti
(G/G), dar varianta homozigota G/G a fost identficata doar la pacientii care au prezentat tumori
localizate la nivelul colonului (n=7) fara sa fie identificata la pacienti cu tumori rectale.
Valoarea crescuta a OR este datorata faptului ca in lotul control am identificat un singur pacient
cu varianta heterozigota G/T. Tn pofida unei populatii relativ mici analizate, am obtinut p<0.05
prin urmare putem afirma ca prezenta variantelor polimorfismului rs6983267 (G/G, G/T) este
asociatd cu patologia neoplazica colorectala in lotul nostru de studiu — respectiv 0 populatie

romand omogena.

rs4779584

Polimorfismul rs4779584 se gaseste proximal de locusul genei GREM1 pe
cromozomul 15q13.3. Aceasta gena codifica un membru al familiei antagoniste de proteine
morfogenice osoase (BMP), componenta esentiald in cascada de activare a factorului de
transformare-p (TGF-p), iar calea TGF-B/BMP a fot demonstratd ca are un rol important in

carcinogeneza neoplasmelor colorectale (26, 27).

Figurile 6 si 7. Distributia profilelor genetice pentru polimorfismul rs4779584
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Datele obtinute de noi aratda o prezenta mai mare a alelei de risc T n cadrul lotului
martor decét in lotul de studiu (53.13% vs 43.75%), iar pentru prezenta profilului homozigot
cu risc crescut T/T am obtinut OR=0.3600 95% CI 0.064 la 2.011, p=0.244, fara semnificatie



statistica. Aceste rezultate sugereaza 0 situatie similaa celei citate anterior (285), in care e
inversata alela majora cu cea minora a rs4779584. De asemenea, aceasta varianta a fost
identificatd doar la pacientii de sex masculin din lotul de studiu iar acestia au prezentat
neoplasm de colon (11.76%). Situatia variantei de risc heterozigote T/C nu a putut fi analizata
deoarece a fost prezenta in cantitati egale in ambele loturi cu mentiunea ca pacientii din lotul
de studiu cu acest profil heterozigot au prezentat mai mult tumori de colon decét de rect (41.7%
vs 25%) (figurile 6 si 7). Un numar tot mai mare de studii sugereaza ca prezenta variantelor
polimorfismul rs4779584 cresc susceptibilitatea cancerului colorectal insa rezultatele noastre
nu pot confirma acest lucru datorita raportului asemanator intre loturi precum si dimensiunii

lotului.

rs2273535

Polimorfismul rs2273535 se gaseste situat pe cromozomul 20 Tn pozitia 56386485,
intrdnd Tn componenta genei AURKA; prezinta profilul ancestral (major) de tip A, iar alela
varianta fiind reprezentata de T, in genotipurile homozigote si heterozigote, T/T si A/T.

Tn studiul nostru, un numar mai mare de pacienti cu cancer colorectal au prezentat cel
putin 0 alele T (53.12%) comparativ cu lotul martor (34.37%) chiar daca frecventa alelei T a
fost mai mare n lotul martor datorita unui numar mai mare de profile homozigote T/T. Datorita
identificarii variantei homozigote T/T in aceeasi cantitate in ambele loturi, nu am putut stabili
impactul acesteia asupra riscului cancerului colorectal (figurile 8 si 9). Pentru varianta
heterozigota A/T am putut calcula OR=2.20 95% CI1 0.793 1a 6.096, p=0.129, care, desi prezinta
0 asociere cu cancerul colorectal si un risc mai mare decét cel raportat in literatura, nu atinge

pragul de semnificatie statistica in studiul de fata.

Figurile 8 si 9. Distribusia profilelor genetice pentru rs2273535
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rs1801131

Acest polimorfism cunoscut si sub denumirea de A1298C sau E429A, reprezinta 0
mutatie la nivelul genei MTHFR unde alela ancestrald A este inlocuita de varianta C generand
doua profile de risc aditional, unul homozigot C/C si altul heterozigot A/C, realizdnd o
substitutie a glutaminei429 la alanina. Gena MTHFR este direct implicata in metabolismul 5-
fu, iar alterari ale functiei acesteia pot duce la acumulari de chimioterapic, crescandu-i

toxicitatea (28).
Figurile 9 si 10 Distribusia profilelor genetice pentru rs1801131

rs1801131
354

304
Raet
254 =

51801131

B AR

NG
e

Numér pacienfi
3
Localizarea tumari

Lot pacieni Lot martori

Tn urma analizei distributiei alelelor in ambele loturi (figurile 9 si 10) am observat ca
n ciuda unui pacient care a prezentat o copie a alelei C , distributia in ambele loturi a fost egala
pentru fiecare profil, precum si distributia intre sexe existand un singur pacient de sex masculin
in lotul de studiu care sa prezinte varianta cu risc. Nu am putut efectua o analiza completa
datorita acestor date si datorita limitarilor acestui studiu Tn ceea ce priveste numarul de pacienti
inclusi. Am obtinut pentru varianta C/C un OR=1.136 CI 0.421-3.067 si p=0.8. Chiar daca nu

avem semnificatie statistica, OR este apropiat de cel descris Tn literatura de specialitate

rs9344
Ultimul polimorfism analizat a fost reprezentat de catre rs9344, situat pe cromozomul
11 in pozitia 69648142; locusul intra in constitutia genei CCND1 (ciclina D1), alela ancestrala
fiind A cu varianta T in profilul homozigot T/T si heterozigot A/T. Datele referitoare la CCND1
si utilitatea sa ca biomarker Tn cancerul colorectal sunt limitate, dar o supraexpresie a proteinei
date de aceasta gena a fost asociatd cu 0 scadere a supravietuirii globale a pacientilor
diagnosticati cu neoplasm colorectal (29).
Tn studiul nostru datorita prezentei asemanitoare a profilelor analizate in ambele loturi

studiate precum si a semnificatiei Statistice inexistente determinate de lipsa unor loturi



populationale mari, nu s-a putut elabora decat o statistica descriptiva ( figura 1). Am obtinut
OR=1.133 cu CI 0.424-3.022 si p=0.802 pentru varianta G/A si OR=1.19 CI=0.373-3.792 cu
p=0.768 pentru varianta A/A.

Limitele studiului

Limitarile acestui studiu au fost reprezentate de:

Populatia de studiu a fost foarte mica comparativ cu ce am intéalnit in literatura de
specialitate deoarece au existat criterii de includere/excludere stricte care au dus
la excluderea unui numar mare de pacienti potential candidati.

Urmarirea pe parcursul studiului a fost destul de dificila si s-au pierdut pacienti
inrolati (au fost pacienti care nu au venit la vizitele de control sau care au decedat
Tnainte de controlul stabilit).

Lotul de studiu mic nu a surprins in totalitate distributia raportatda pentru
polimorfismele analizate.

Costurile mari asociate acestei metode de genotipare au permis analiza unui numar
limitat de pacienti pentru polimorfismele cautate

Componenta longitudinalda mica (urmarirea la un an post chimioterapie fata de

urmarirea la cinci ani), pentru aprecierea supravietuirii.

Originalitatea acestei cercetari consta in faptul ca reprezinta primul studiu de acest fel

care sa analizeze simultan prezenta a patru polimorfisme cu risc in patologia cancerului

colorectal si doua implicate in metabolizarea chimioterapicelor specifice tratamentului

oncologic pentru aceasta patologie, la 0 populatie omogena reprezentata de cetateni romani,

realizat intr-un centru universitar din Romania. De asemenea, pentru analiza si urmarirea

ecocardiografica a fost necesara excluderea pacientilor care au prezentat patologii cardiace

preexistente, iar protocolul aplicat a utilizat parametrii noi de identificare a disfunctiei cardiace

subclinice. Rezultatele obtinute sunt primele de acest fel pentru o populatic omogena est-

europeana, respectiv romana.

Rezultatele obtinute confera importanta acestui studiu deoarece acesta intareste ipoteza

asocierii unor anumite profile genetice cu risc si patologia maligna colorectala.



4. Concluzii

Studiul de fatda a urmarit identificarea prezentei unor profiluri genetice asociate cu

risc crescut de a dezvolta CCR, si descrierea asocierii intre acestea si alte variabile clinico-

patologice a sase polimorfisme uninucleotidice la 0 populatie de 64 de pacienti divizati in

doua loturi, lotul caz fiind reprezentat de 32 de pacienti diagnosticati cu neoplasm

colorectal Tn diferite stadii evolutive, care au urmat post-operator tratament chimioterapic

specific, si un lot martor reprezentat de 32 de persoane fara cancer colorectal. Principalele

concluzii ale studiului sunt;

Acesta este primul studiu din Roménia care a evaluat asocierea intre prezenta unor
anumite polimorfisme uninucleotidice si patologia neoplazica colorectala, precum
si identificarea disfunctiei cardiace subclinice indusa de chimioterapie.

S-a reusit constituirea unui lot de studiu omogen, ce respecta criterii stricte de
includere. Tinand cont de obiectivele urmarite, lotul este unul compatibil ca
dimensiuni si omogenitate cu loturile de studiu utilizate n studiile prezentate Tn
literatura de specialitate curenta.

Studiul a reusit punerea la punct si optimizarea unei metode robuste, bazate pe real-
time PCR, pentru determinarea genotipului subiectilor studiati. Au fost analizate
sase polimorfisme uninucelotidice.

Studiul a evidentiat 0 asociere intre prezenta unui profil genetic reprezentat de
polimorfismele rs6983267, rs4779584, rs2273535, rs719725, rs1801131, rs9344
si prezenta neoplasmului colorectal.

Frecventele alelelor ancestrale, respectiv variante (minore), in populatia de studiu
au fost in general similare cu cele raportate in baze de date internationale (HapMap)
pentru populatia caucaziana cu origine in Europa de Vest.

S-a remarcat corelarea prezentei cancerului colorectal cu frecventa crescutd a
genotipurilor heterozigote si homozigote continand alele variante pentru rs6983267.
Pentru rs719725, chiar daca am observat o corelatie, aceasta nu are semnificatie
statistica.

Nu s-a putut stabili o corelatie intre prezenta cancerului colorectal si prezenta
polimorfismelor rs4779584, rs2273535



Studiul efectuat sprijina datele existente in literatura ce arata o incidenta scazuta a
cardiotoxicitatii induse de chimioterapicele utilizate in tratamentul cancerului
colorectal.

Doar trei pacienti au prezentat grade variate de afectare a functiei cardiace in urma
chimioterapiei, dintre acestia unul prezentand efecte adverse majore. S-a remarcat
0 scadere usoard, dar semnificativa statistic, post-terapie a fractiei de ejectie, a
strainului radiar si longitudinal si a ariei de strain.

Nu s-a putut stabili o corelatie intre tratamentul chimioterapic adjuvant, si
genotipurile rs1801131, rs9344.

Factorii agregati care se asociaza evolutiei bolii au fost in general asemanatori cu
cei descrisi Tn literatura.

Nivelul seric al CEA si CA19-9 s-a corelat cu durata de la debutul simptomatologiei
pana la diagnotic, valori crescute fiind observate la o simptomatologie de durata.
Nivelele serice crescute de CA19-9 s-au corelat cu numarul de ganglioni limfatici
invadati.

Studiul nostru a demonstrat ca existd 0 asociere semnificativd intre prezenta
sindromului inflamator si neoplasmul colorectal in conformitate cu datele din
literatura de specialitate.

Durata spitalizarii unui pacient diagnosticat cu neoplasm colorectal este mult
crescutd in comparatie cu cea din alte centre medicale europene.

Durata spitalizarii a fost influentata de factori precum durata simptomatologiei,
stadializarea tumorala, durata si tipul interventiei chirurgicale precum si infectia
post-operatorie cu Clostridium difficile.

Exista o0 asociere semnificativ statistic Tntre intervalul de la debutul
simptomatologiei la momentul diagnosticului si supravietuirea la un an.

Nu s-a constatat o asociere semnificativ statistic Tntre prezenta sindromului anemic
si patologia colorectala.

Intre durata interventiei chirurgicale si supravietuirea la un an nu s-a gasit o asociere
semnificativa statistic, interventiile care au avut un timp mai scurt au avut cele mai
multe decese.

Sunt necesare studii ulterioare, pe loturi extinse, precum si analiza cost/beneficiu

pentru a recomanda introducerea genotiparii unor SNP in populatia cu risc crescut



de cancer colorectal in vederea personalizarii terapiei de screening si diagnostic prin

metode conventionale.
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