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INTRODUCERE

Carcinomul renal reprezintd a saptea cauza de cancer la barbati si a noua la femei si
constituie o problemd majord de sdnatate publica prin incidenta aflatd in crestere si prin
heterogenitatea biologicd si clinicd [1,2]. Cele mai frecvente subtipuri histopatologice sunt
carcinomul cu celule clare (ccRCC), carcinomul papilar (pRCC, tip 1 si tip 2) si carcinomul
cromofob (chRCC), fiecare cu particularitati morfologice, moleculare si prognostice distincte
[3,4]. In practica clinicd, diagnosticul corect si stratificarea prognostica sunt adesea ingreunate de
variabilitatea histologica si de prezentarea clinicd nespecificd, ceea ce impune integrarea
metodelor imunohistochimice si moleculare in evaluarea acestor tumori.

Imunohistochimia (IHC) raméne un instrument indispensabil pentru diagnosticarea si
clasificarea RCC, completand analiza histopatologica conventionald. Panelul clasic include
markeri de diferentiere epiteliald si de linie precum PAXS, CAIX, CD10, CD117, Vimentin,
AMACR, RCC s1 CK7, care permit diferentierea intre subtipuri si confirmarea originii renale [5,6].
In paralel, markerii cu valoare prognostica si predictivd, precum VEGF si c-MET, au cistigat un
rol central. In ccRCC, supraexpresia VEGF este direct legatd de inactivarea genei VHL si de
activarea cdilor hipoxie-induse, corelandu-se cu angiogeneza tumorald intensa si cu potentialul de
raspuns la terapii anti-VEGF [7,8]. In pRCC, supraexpresia c-MET are o valoare dubli: pe de o
parte, faciliteaza diagnosticul diferential, iar pe de alta parte, constituie o tinta terapeutica validata,
cu aplicatii clinice in inhibitorii MET [9,10].

In ultimii ani, microARN-urile (miARN) au devenit biomarkeri de interes major in RCC,
avand roluri atat oncogenice, cét si supresoare tumorale. In prezenta lucrare au fost investigate trei
specii cu relevantd deosebita: miR-21-5p, recunoscut ca oncomiR clasic, asociat cu proliferarea si
invazivitatea ccRCC [11]; miR-30c, implicat in reglarea tranzitiei epitelio-mezenchimale si cu
potential rol in sensibilitatea la terapii tintite [12] si miR-182-5p, asociat cu progresia tumorala si
cu formele agresive de RCC [13]. Studiul expresiei acestor miARN-uri in diferite compartimente
biologice-tesut tumoral, ser si exozomi circulanti-oferd o perspectiva complexd asupra
mecanismelor epigenetice implicate In carcinogeneza.

Analiza intercompartimentald a demonstrat ca aceste microARN-uri nu se exprima izolat,

ci reflectd un echilibru dinamic Intre tumora primara si mediul circulant. Corelatiile dintre expresia



tisulara, serica si cea exozomala pot contribui la definirea unor biomarkeri neinvazivi, capabili sa
reflecte fidel biologia tumorald si sd ofere informatii valoroase pentru diagnosticul precoce,
monitorizarea evolutiei si evaluarea prognosticului.

Astfel, integrarea imunohistochimiei cu analiza expresiei microARN-urilor si cu evaluarea
corelatiilor intercompartimentale sustine o abordare multidimensionald in caracterizarea

carcinomului renal, cu implicatii directe pentru medicina personalizata.



STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

1. Consideratii generale privind carcinomul renal

Carcinomul renal constituie cea mai frecventa tumora malignd a parenchimului renal si un
model de heterogenitate oncologica, atat din punct de vedere histopatologic, molecular si clinic.
In ultimele doua decenii, progresele in intelegerea mecanismelor de carcinogenezi au modificat
profund abordarea acestei patologii, orientdnd practica medicala catre o caracterizare integrata si
multidimensionala.

Clasificarea histopatologica, conform OMS 2022, include trei entitati majore — carcinomul
cu celule clare, carcinomul papilar si carcinomul cromofob — carora li se adauga subtipuri rare
precum carcinomul medular, carcinomul de ducte colectoare si tumorile cu translocatii MiT [4].
Aceastd diversitate reflectd nu doar aspecte morfologice distincte, ci si fundamente genetice si
moleculare particulare, cu impact prognostic si terapeutic major.

La nivel epidemiologic, incidenta RCC este in crestere constantd, cu variatii geografice
relevante. Discrepanta dintre incidenta mai redusd si mortalitatea relativ ridicatd raportatd in
Romania, comparativ cu media europeana, sugereaza limitari in depistarea precoce si in accesul la
terapii inovative, constituind un argument pentru intensificarea eforturilor de screening si
personalizare a tratamentului [14].

Factorii etiologici implicati sunt multipli si complecsi. Pe langa factorii de risc sporadici-
fumat, obezitate, hipertensiune arteriald, expuneri ocupationale [15,16,17], exista si contexte
ereditare bine definite, precum sindroamele von Hippel-Lindau, Birt-Hogg—Dubé, HLRCC si
scleroza tuberoasa [18,19,20]. Aceste sindroame conferd un risc tumoral particular, cu debut
precoce, caracteristici clinico-patologice distincte si o semnificatie aparte pentru consilierea
genetica si managementul familial.

Din perspectiva clinico-patologicd, RCC este adesea asimptomatic in stadiile incipiente,
diagnosticul fiind frecvent incidental. Manifestarile clasice sunt rare, iar tabloul clinic poate fi
dominat de sindroame paraneoplazice complexe. Histopatologia fiecarui subtip confera date
prognostice importante: carcinomul papilar tip 2 se asociazd cu evolutie agresiva, in timp ce

carcinomul cromofob are, in general, prognostic favorabil.
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Stadializarea TNM (editia a 8-a AJCC/UICC) si gradarea nucleara ISUP constituie repere
esentiale pentru evaluarea prognosticului si ghidarea conduitei terapeutice [4]. Supravietuirea
variaza semnificativ in functie de stadiu, osciland de la peste 90% pentru formele incipiente la sub
15% pentru cele metastatice, confirmand valoarea predictiva a acestor parametri.

In pofida progreselor, limitele abordarii conventionale riman evidente: heterogenitatea
intratumorald, subiectivitatea evaluarii morfologice si interpretarea semi-cantitativd a
imunohistochimiei. Aceste constrangeri impun o schimbare de paradigma, spre o caracterizare
multidimensionald ce integreazd morfologia, imunohistochimia, datele moleculare si
instrumentele digitale bazate pe inteligenta artificiald, deschizand perspective pentru diagnosticul

si tratamentul personalizat al carcinomului renal.

2. Biologia moleculara a carcinomului renal

Carcinomul renal constituie un exemplu paradigmatic al heterogenitatii moleculare in
oncologie, definind o categorie de tumori a caror evolutie clinica si raspuns terapeutic sunt profund
influentate de peisajul genomic si epigenomic. Progresele Inregistrate n ultimele doua decenii au
demonstrat cd analiza moleculard nu are doar valoare descriptiva, ci si consecinte directe asupra
diagnosticarii diferentiale, stratificarii prognostice si selectiei terapeutice.

o Alterari genetice caracteristice

In carcinomul cu celule clare, inactivarea genei VHL reprezinti evenimentul initiator
fundamental, prezent in majoritatea cazurilor. Pierderea functionalitatii proteinei VHL determina
acumularea factorilor inductibili de hipoxie (HIF), cu transactivarea genelor pro-angiogenice, intre
care VEGF, PDGF si GLUT1 ocupa un rol central. Acest mecanism molecular explicd fenotipul
hipervascular caracteristic si sensibilitatea ccRCC la terapiile anti-angiogenice. In plus, alterari in
gene precum PBRM1, BAP1 si SETD2 definesc subgrupuri cu semnificatie prognostica distincta,
sugerand existenta unor cai alternative de progresie tumorala [21-27].

Carcinomul papilar prezinti particularititi notabile intre cele doua subtipuri. In pRCC tip
1, mutatiile activatoare ale genei c-MET induc proliferare si invazie prin activarea receptorului
pentru hepatocyte growth factor, justificind dezvoltarea si aplicarea inhibitorilor de MET. In
schimb, pRCC tip 2 se asociaza frecvent cu mutatii ale FH, definind contextul sindromului

HLRCC, cunoscut pentru agresivitatea clinica si potentialul metastatic precoce [10,28,29].
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Carcinomul cromofob, desi relativ mai indolent, este corelat cu alterari ale genei FLCN,
caracteristice sindromului Birt-Hogg—Dubé, precum si cu pierderi cromozomiale multiple. In
formele rare, precum carcinomul medular, pierderea expresiei SMARCB1/INI1 are rol diagnostic,
iar tumorile cu translocatii din familia MiT implica fuziuni la nivelul TFE3 sau TFEB, recunoscute
prin profil imunohistochimic si confirmate prin tehnici moleculare [30-33].

o Cai de semnalizare implicate

Mecanismele de carcinogenezd renald converg asupra unor retele de semnalizare
intracelulara care moduleaza angiogeneza, metabolismul si rezistenta la moarte celulara. Calea
HIF/VEGF domina peisajul molecular al ccRCC si fundamenteaza utilizarea terapiilor anti-VEGF
[23]. Dereglarea mTOR confera avantaje proliferative si metabolice, constituind ratiunea pentru
inhibitorii specifici utilizati in practica oncologica. In carcinomul papilar, activarea c-MET/HGF
se coreleazi cu fenotip invaziv si prognostic defavorabil. In plus, interactiunile dintre caile
Wnt/TGF-f, PI3K/AKT si mecanismele epigenetice adauga un nivel suplimentar de complexitate
si explica variabilitatea raspunsului terapeutic.

o Rolul microARN-urilor

Un domeniu emergent al biologiei moleculare renale il constituie microARN-urile,
molecule mici de ARN necodant cu functie reglatorie post-transcriptionala. Profilurile de expresie
alterata a miARN-urilor disting Intre subtipuri histologice, reflectd gradul de agresivitate tumorala
si oferd potential de biomarkeri circulanti. Dintre acestea, miR-21-5p se comportd ca un
oncomiARN, asociat cu rezistenta la tratament si prognostic nefavorabil, miR-30c-5p are un rol
supresor, iar reducerea expresiei sale a fost corelatd cu progresia tumorald, iar miR-182-5p
participd la procesele de proliferare si invazie celulara [11,12,13]. Analiza comparativa a expresiei
acestora 1n tesut tumoral, ser si exozomi permite identificarea unor corelatii inter-compartimentale
cu valoare diagnostica si prognostica.

o Implicatii clinice si terapeutice

Integrarea acestor date a schimbat paradigma terapeutica a carcinomului renal, inlocuind
abordarea exclusiv chirurgicald cu strategii bazate pe terapii tintite (anti-VEGF, inhibitori MET,
inhibitori mTOR) si imunoterapii de noud generatie. In perspectivd, caracterizarea
multidimensionald care imbind analiza histopatologicd, imunohistochimia, profilul genetic si
expresia microARN-urilor, alaturi de algoritmi de inteligentd artificiald, promite sd asigure un

cadru de diagnostic si tratament personalizat, adaptat la specificul fiecarui pacient.
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3. Examinarea imunohistochimica in evaluarea carcinomului renal

Imunohistochimia (IHC) reprezinta un instrument indispensabil in diagnosticul diferential
al tumorilor renale, completand examinarea histopatologica clasica. Panelul standard include
markeri precum PAXS, CAIX, CD10, CK7, CD117, AMACR, RCC si Vimentin utilizati pentru
diferentierea intre principalele subtipuri de carcinom renal.

In carcinomul cu celule clare (ccRCC), expresia puternic pozitiva a CAIX si CDI0,
asociata cu PAXS8, permite confirmarea originii renale si distingerea fatd de alte tumori metastatice.
In carcinomul papilar (pRCC), CK7 si AMACR sunt de obicei pozitivi, in timp ce markerii de tip
cromofob (CK7 difuz, CD117) caracterizeaza carcinomul cromofob (chRCC) [4].

Dincolo de diagnosticul diferential, IHC furnizeaza informatii de valoare prognostica.
VEGF este frecvent supraexprimat in ccRCC si se coreleazd cu angiogeneza accentuatd si
agresivitatea biologici, constituind baza terapiilor anti-angiogenice. In pRCC, supraexpresia c-
MET este relevanta atat prognostic, cat si ca tinta terapeutica, fiind asociata in special cu tipul 1 si
cu cazurile cu evolutie desfavorabila.

Prin urmare, imunohistochimia, prin rolul dublu — diagnostic si prognostic, ramane un pilon
central in caracterizarea carcinomului renal, In special atunci cand este integrata cu date moleculare

si clinice.

4. Inteligenta artificiala in analiza patologica

Inteligenta artificiala (IA) reprezintd o directie emergenta in patologia renala, cu potential
major de a completa evaluarea histopatologicd si imunohistochimicd traditionala. Prin integrarea
algoritmilor de Invatare automata si a tehnologiilor de patologie digitald, IA permite analiza
cantitativa a imaginilor histologice si imunohistochimice, depasind limitele subiectivitatii umane.
Aplicatiile actuale includ segmentarea automata a nucleilor si a structurilor tisulare, cuantificarea
expresiei markerilor imunohistochimici si identificarea patternurilor subtile de heterogenitate
tumorala. Platforme precum QuPath si retelele neuronale convolutionale (CNN) au demonstrat
utilitate in analiza tumorilor renale, oferind date reproductibile si obiective.
In carcinomul cu celule clare, IA faciliteaza evaluarea angiogenezei si a expresiei VEGF, iar in
carcinomul papilar poate sprijini cuantificarea expresiei c-MET. De asemenea, integrarea analizei
imagistice cu date moleculare (inclusiv profilul microARN) contureaza modele predictive capabile

sa distinga subtipuri tumorale si sa anticipeze evolutia clinica [34-37].
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Limitarile actuale sunt legate de standardizarea algoritmilor, dimensiunea redusa a
cohortelor si necesitatea validdrii multicentrice. Totusi, prin capacitatea de a corela date
morfologice, imunohistochimice si moleculare, IA se contureaza ca un instrument indispensabil

pentru viitoarele abordari multidimensionale n diagnosticul si prognosticul carcinomului renal.

CONTRIBUTIA PERSONALA

5. Fundamentele studiului: motivatie, scop, ipoteza si obiective

Motivatia studiului

In dezvoltarea carcinomul renal componenta genetici are o implicatie importanta,
reflectata atat de sindroamele ereditare (VHL, BHD/FLCN, HLRCC/FH, HPRC/MET, TSC etc.),
cat si de predispozitia familiald, care cresc semnificativ riscul de neoplazie renala si justifica
detectia precoce si stratificare robusta a riscului in populatiile cu antecedente familiale. In paralel,
ghidurile clinice actuale recomanda nefrectomia partiald (pentru pastrarea a cit mai multi nefroni
functionali) drept optiune preferatd pentru tumorile renale incadrabile T1 si, selectiv, T2—
beneficiu major ce depinde critic de diagnosticul timpuriu (cu potential de a evita nefrectomia
totala la o parte dintre pacienti).

Scopul studiului

Scopul cercetdrii a fost aprofundarea mecanismelor moleculare si fenotipice implicate in
carcinomul renal cu celule clare, precum si identificarea unor biomarkeri cu valoare diagnostica,
prognostica si predictiva, integrati intr-un model aplicabil in practica clinica.

In acest context, studiul vizeaza dezvoltarea si validarea unui cadru integrativ (molecular si
imunohistochimic) pentru detectia precoce, stratificarea riscului si monitorizarea carcinomului
renal, cu accent pe:

e evaluarea miR-21-5p, miR-30c si miR-182-5p in tesut, ser si exozomi (biopsie lichida);

e corelarea lor cu panelul IHC standard (PAXS, CAIX, CD10, CK7,CD117, AMACR = RCC

marker/Vimentin) si cu markeri de prognostic/predictie (VEGF, c-MET);

o utilitatea clinica pentru pacienti cu risc familial, n vederea identificarii intr-un stadiu

incipient, cand rezectia partiala renala poate fi privilegiata fata de nefrectomia radicala.
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Ipoteze de cercetare

Pornind de la datele obtinute din literatura de specialitate recentd, prezenta teza a fost

construitd pe urmatoarele ipoteze de cercetare:

1.

Daca expresia diferentiatda a microARN-urilor miR-21-5p, miR-30c si miR-182-5p este
asociatd cu mecanismele fundamentale ale carcinogenezei renale (proliferare, invazie,
metastazare), sustinand rolul lor de biomarkeri moleculari diagnostici.

Daca integrarea analizelor moleculare (miARN) cu panelul imunohistochimic standardizat
(PAXS8, CAIX, CD10, CK7, CDI117), completat de markeri predictivi si prognostici
(VEGF, ¢-MET), creste acuratetea diagnosticului diferential si permite o stratificare mai
fidela a riscului tumoral.

Daca valorile microARN-urile circulante, detectate in exozomi si ser, pot constitui ,,biopsii
lichide” cu valoare clinica, utile in diagnostic, monitorizarea postoperatorie si in predictia
recurentei tumorale.

Daca corelarea expresiei imunohistochimice (ex. VEGF, c-MET) cu profilul de expresie al
miARN-urilor poate contura retele functionale comune, cu valoare in intelegerea

mecanismelor de angiogeneza, invazie si progresie tumorala.

Obiective principale

1.

Analiza profilului de expresie al miR-21-5p, miR-30c si miR-182-5p in tesut
tumoral/netumoral, ser si exozomi.

Evaluarea valorii diagnostice a miARN-urilor selectate, individual si in combinatie, prin
analiza performantelor ROC si a corelatiilor clinicopatologice.

29 A
1

Validarea conceptului de ,,liquid biopsy” in oncologia renald prin compararea expresiei
miARN-urilor din compartimentul tumoral cu cel circulant (ser si exozomi).

Investigarea expresiei imunohistochimice a panelului standard (PAXS8, CAIX, CD10, CK7,
CD117, AMACR, RCC, Vimentin) si a markerilor suplimentari VEGF si ¢-MET, cu

evidentierea corelatiilor cu parametrii clinicopatologici si moleculari.

15



Obiective secundare

1.

Prelucrarea si evaluarea histopatologica a pieselor operatorii/biopsiilor de carcinom renal,
cu aplicarea panelului imunohistochimic complet.

Izolarea si purificarea microARN-urilor din tesut tumoral/netumoral, ser si exozomi,
urmata de evaluarea calitatii si integritatii acestora prin metode standardizate.
Revers-transcrierea si cuantificarea expresiei miARN-urilor selectate prin RT-qPCR, cu
normalizarea si analiza statistica a datelor.

Corelarea rezultatelor moleculare si imunohistochimice cu parametrii clinico-patologici
(varsta, sex, dimensiune tumorald, grad ISUP, stadiu TNM, invazie, metastaze).

Testarea asocierilor functionale intre expresia VEGF si miR-21-5p, respectiv intre expresia
c-MET si miR-182-5p, pentru a identifica posibile interactiuni biologice relevante.
Explorarea utilitatii monitorizarii dinamice a nivelurilor serice si exozomale ale miARN-

urilor In urmarirea postoperatorie si in evaluarea raspunsului la tratament.

6. Metodologia cercetarii

Selectia cazurilor

Au fost selectate cazuri de pacienti diagnosticati cu carcinom renal (ccRCC, papillary RCC,

chromophobe RCC, RCC cu translocatii, forme rare), intre anii 2019-2024.

+ Pentru Studiul 1:

» lot retrospectiv/prospectiv, selectie din arhiva SCAP (178 de cazuri);

» criterii de includere: diagnostice confirmate, blocuri FFPE disponibile, absenta
tratamentului neoadjuvant.

+ Pentru Studiul 2:

Studiul s-a desfasurat in perioada iunie 2019 — noiembrie 2021 si a inclus 26 de perechi de

probe tisulare: tesut renal tumoral si tesut non-tumoral adiacent, prelevat la o distantd de minimum

5 cm fatd de leziunea tumorald, pentru a reduce riscul de contaminare tumorald. Probele au fost

obtinute de la pacienti internati in cadrul Sectiei de Urologie a Spitalului Clinic Judetean de

Urgenta ,,Sfantul Apostol Andrei” Constanta (SCJU), care prezentau suspiciune clinica de tumora

renald si au fost supusi interventiei de nefrectomie radicald. De asemenea, au fost recoltate probe
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de sange periferic preoperator, cu scopul de a extrage fractia sericd pentru analize ulterioare,
inclusiv izolare de microARN exozomal.

Prelucrarea pieselor operatorii si stabilirea diagnosticului histopatologic au fost realizate
in cadrul Serviciului Clinic de Anatomie Patologica (SCAP), conform protocoalelor nationale de
buna practica in patologie, asigurand acuratetea si reproductibilitatea rezultatelor. Activitatea de
cercetare a fost aprobatd de Comisia Locala de Eticd pentru Aprobarea Studiilor Clinice si de
Cercetare.

Toti pacientii inclusi 1n studiu au semnat consimtamantul informat, exprimand acordul
pentru utilizarea probelor biologice 1n scopuri stiintifice si pentru procesarea datelor cu caracter
personal In conformitate cu reglementarile nationale si europene (GDPR — Regulamentul (UE)
2016/679).

Analizele de biologie moleculara (inclusiv extractia de ARN total si cuantificarea expresiei
genice prin qRT-PCR) si testarile imunohistochimice au fost efectuate in cadrul Centrului de
Cercetare pentru Studiul Morfologic si Genetic in Patologia Malignd — CEDMOG, Universitatea

,Ovidius” din Constanta.

Metode de cercetare
o Examinarea histopatologica a pieselor de nefrectomie

Examinarea histopatologicd a pieselor de nefrectomie constituie standardul de diagnostic al
tumorilor renale, implicdnd o succesiune riguroasa de etape. Dupa recoltarea intraoperatorie si
transportul conform normelor de siguranta, piesele sunt supuse prelucrarii macroscopice si fixarii
in formol, urmate de recoltarea fragmentelor reprezentative din tumord, parenchim adiacent,
capsule, grasime perirenald, hil si, dupd caz, glanda suprarenald. Fragmentele sunt procesate
automat, incluse in parafina si sectionate la 3—5 pum, pentru a permite evaluarea microscopica
standard cu hematoxilind-eozind. Analiza histologica vizeaza identificarea tipului tumoral, gradul
de diferentiere, prezenta necrozei, invazia capsulei, grasimii perirenale si a structurilor vasculare
sau adiacente, precum si aprecierea marginilor de rezectie. In paralel, sunt efectuate prelevari
dedicate biologiei moleculare, conservate in solutie RNAlater® si stocate criogenic, asigurand

astfel integritatea materialului pentru analize ulterioare de expresie genica si microARN.
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o Examinarea imunohistochimicd

Examinarea imunohistochimica a fost utilizatd pentru confirmarea diagnosticului si pentru
caracterizarea molecularda a tumorilor renale. Analiza s-a bazat pe anticorpi monoclonali
directionati impotriva markerilor uzuali in carcinomul renal — CK7, PAXS8, CD10 si RCC.
Sectiunile tisulare fixate si incluse In parafind au fost procesate prin deparafinare, rehidratare si
demascare antigenicd, urmate de incubarea cu anticorp primar si secundar, amplificare polimerica
si dezvoltarea reactiei cromogenice cu DAB. Preparatele au fost contracolorate si montate
permanent, obtindndu-se evidentierea specifica a expresiei markerilor imunohistochimici relevanti

pentru subtiparea si evaluarea prognostica a carcinomului renal.
o Extractia si purificarea speciilor de miARN din ser, exozomi i tesuturi

Kit-urile miRCURY Exosome, miRNeasy Serum/Plasma si miRNeasy Mini oferd metode
rapide si eficiente pentru izolarea si purificarea ARN-ului total, inclusiv a fractiilor de ARN cu

dimensiuni mici ( <200 nucleotide) din exozomi, ser si tesuturi de origine umana.

Kitul miRCURY functioneaza pe principiul reducerii stratului de hidratare care inconjoara
particulele aflate in suspensie. Prin amestecarea probei cu bufferul de precipitare, stratul de
hidratare este redus, permitand precipitarea particulelor subcelulare, inclusiv cele <100 nm, prin
centrifugare la viteza redusi. In cazul probelor de ser, se elimini celulele reziduale, resturile
celulare, trombocitele si corpi apoptotici. Pentru o indepdrtare mai eficientd a trombocitelor si a
microveziculelor mari, probele sunt prefiltrate prin filtre de 0,2 um.

Kitul miRNeasy Serum/Plasma este proiectat special pentru izolarea ARN-ului total, inclusiv
a speciilor de ARN <200 nucleotide, din ser si plasma. Procedura implica liza pe baza de
fenol/guanidina si purificarea pe coloane cu membrana de silice. QIAzol, un reactiv monofazic de
fenol si tiocianat de guanidina, asigurd liza completd, denaturarea RNazelor si proteinelor si
indepartarea ADN-ului. Faza apoasa este separatd de faza organica dupa adaugarea cloroformului
si este supusa precipitatiei cu etanol. ARN-ul se leagd de membrana de silice in prezenta sarurilor
chaotropice, este spalat si eluat cu apa RNase-free.

Kitul miRNeasy Mini este destinat extractiei ARN-ului total din tesuturi solide si utilizeaza o
combinatie intre liza in mediu guanidina-fenol si purificarea pe coloana de silice. Probele tisulare
sunt initial omogenizate In reactivul QIAzol Lysis, care faciliteazd disocierea completd a

componentelor celulare, inactivarea RNazelor si separarea fractiilor macromoleculare. Addugarea
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cloroformului si centrifugarea amestecului genereaza doud faze distincte: o fazd apoasa superioara,
care contine ARN-ul, si o fazad organica inferioara, in care se localizeazd ADN-ul si proteinele.
ARN-ul din faza apoasi este precipitat cu etanol si aplicat pe coloanele RNeasy Mini. In prezenta
sarurilor chaotropice, moleculele de ARN cu lungimi >18 nucleotide se fixeazad pe membrana de
silice, in timp ce contaminantii sunt eliminati prin spalari succesive. ARN-ul de inalta puritate este
apoi eluat in apa RNase-free, fiind adecvat pentru aplicatii ulterioare precum qRT-PCR, microarray
sau secventiere de noua generatie (NGS).

o Determinarea calititii, cantititii si integrititii ARN-ului extras

Evaluarea puritatii si cantitatii ARN-ului a fost realizata prin masuratori de absorbtie In spectrul
UV, utilizdnd un spectrofotometru NanoDrop One. Metoda se bazeaza pe principiul legii Beer-
Lambert, conform céreia absorbtia luminii este direct proportionald cu concentratia moleculelor
analizate.
Lungimile de unda utilizate pentru analiza:

260 nm — absorbtia acizilor nucleici (ARN si ADN)

280 nm — absorbtia proteinelor (in special a triptofanului si tirozinei)

230 nm — absorbtia contaminantilor organici (fenol, guanidine)

240 nm si 320 nm — absorbtie de fond, pentru corectarea zgomotului optic
Rapoartele spectrale relevante:

0D260/280 — un indicator al contaminarii cu proteine; valori intre 1.8 si 2.2 sunt considerate
acceptabile.

0D260/230 —reflecta prezenta compusilor organici; valori peste 1.8 indicd un ARN de calitate.

In cazul probelor cu cantititi reduse de ARN, evaluarea concentratiei si a integritatii
moleculelor prin spectrofotometrie UV devine limitativa. Pentru o analizd mai precisa a acestor
mostre, se recomanda utilizarea sistemului TapeStation 2200, a metodei de qRT-PCR cantitativ sau

a cuantificdrii fluorometrice.
Revers-transcrierea si detectia speciilor de miARN prin PCR in timp real

Kitul TagMan® Advanced miRNA este special conceput pentru cuantificarea speciilor de
microARN mature dintr-o varietate de probe biologice, inclusiv tesuturi, ser sau plasma. Procesul

de cuantificare presupune parcurgerea mai multor etape succesive.
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In prima etapa, pornind de la ARN-ul total izolat, poli(A) polimeraza adaugi o coada
poliadenilica la capatul 3’ al moleculelor de miARN mature. Ulterior, in a doua etapa, un adaptor
specific este ligat la capatul 5’ al acestor molecule. Aceastd modificare permite initierea eficienta
a reactiei de transcriere inversa, realizatd cu ajutorul unui primer universal de tip RT (reverse
transcription), rezultand sinteza ADN-ului complementar (ADNc) corespunzator miARN-urilor
din proba.

In etapa urmitoare are loc amplificarea uniforma a ADNc-ului obtinut, printr-o reactie
denumitd miR-Amp, care asigura cresterea cantittii de produs necesara detectiei.

Pentru detectia specifica si cuantificarea in timp real, se utilizeazd reactia de PCR
(Polymerase Chain Reaction) cu sonde de tip TagMan® MGB. in aceasta etapd, primerii sens si
antisens se hibridizeaza la secventele complementare ale ADNc-ului tinta, iar sonda TagMan®,
marcatd cu un colorant reporter la capatul 5’ si un supresor non-fluorescent la capatul 3°, se
atageaza la regiunea amplificatd, intre cei doi primeri.

Atunci cand sonda este intactd, fluorescenta colorantului reporter este inhibata prin
mecanismul de transfer de energie de tip Forster (FRET-Fluorescence Resonance Energy
Transfer). In timpul elongdrii, ADN-polimeraza degradeazi sonda care este hibridizati la secventa
tintd, separand astfel colorantul reporter de supresorul de fluorescentd. Acest proces determina
eliberarea fluorescentei reporterului, semnal care este proportional cu cantitatea de ampliconi
formati. Fluorescenta observata creste progresiv in cursul ciclurilor succesive de amplificare, fiind
direct proportionala cu cantitatea initiald de miARN matur prezent in proba. Deoarece detectia
fluorescentei are loc numai dacad sonda este perfect complementard cu secventa tintd si aceasta este

eficient amplificatd, reactiile nespecifice nu sunt inregistrate.

Normalizarea datelor obtinute prin reactia de polimerizare in timp real

In acest studiu, pentru normalizarea nivelurilor de expresie ale speciilor de microARN
mature din tesuturile de carcinom renal (RCC) si din probele serice exozomale, au fost utilizate
strategii de normalizare diferentiate.

In analiza tesuturilor, expresia microARN-urilor in mostrele tumorale RCC a fost
comparati cu cea din tesutul renal normal adiacent, recoltat de la aceiasi pacienti. In cazul probelor

serice, normalizarea nivelurilor exozomale de microARN s-a realizat raportat la un grup de control
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format din indivizi sdndtosi, potriviti ca varstd si sex, fard antecedente oncologice sau
comorbiditati relevante.

Pentru cuantificarea relativa a expresiei genelor de microARN, s-a utilizat metoda
comparatiei valorilor pragului ciclic (Ct — cycle threshold) obtinute pentru genele de interes in
esantioanele tumorale si serice ale pacientilor, comparativ cu cele din tesuturile normale adiacente
sau serurile calibratoare. Calibratorul a constat Intr-un esantion seric provenit de la subiecti
sanatosi clinic, aliniati din punct de vedere al varstei si sexului cu pacientii din lotul de studiu.

Valorile Ct din fiecare esantion au fost normalizate folosind o gend de referintd endogena
stabila: RNU44 pentru probele tisulare si miR-16-5p pentru cele serice. Fiecare proba a fost
analizatd 1n triplicat, atat pentru microARN-urile de interes, cat si pentru controalele endogene,
pentru a asigura reproducibilitatea si acuratetea rezultatelor.

Analiza datelor s-a efectuat conform metodei 2”"—AACt, unde AACt exprima diferenta
relativa a expresiei genei tintd intre esantioanele studiate si calibrator. Valoarea ACt a fost calculata
prin scdderea mediei valorilor Ct ale genei de referinta din media valorilor Ct ale genei de interes.

Rezultatele au fost exprimate sub forma de expresie relativa (RQ) sau fold change (FC),
folosind formula 2*(—AACYt). Astfel:

un RQ > 1 indicd supraexprimarea genei de interes;

un RQ <1 indicd subexprimarea acesteia;

un RQ = 1 sugereaza o expresie comparabila Intre cele doua tipuri de esantioane.

Aceastd strategie de cuantificare relativa oferd un grad crescut de flexibilitate si reduce
variabilitatea experimentald, permitdnd compararea expresiei genelor miARN intre diferite
conditii biologice si tipuri de probe.

Analiza statistica

Datele obtinute au fost analizate si reprezentdrile grafice au fost realizate utilizand
programul statistic MedCalc, versiunea 19.0.3. Variabilele calitative au fost exprimate ca frecventa
absoluta (n) si procent (%), iar variabilele cantitative ca medie + deviatie standard (SD) sau
mediana si interval intercuartilic (IQR, 25%—75%), in functie de distributia datelor.

Distributia normald a variabilelor continue a fost verificatd prin testul Kolmogorov-
Smirnov. In situatiile in care valoarea p asociati testului a fost <0,05, ipoteza de distributie normala

a fost respinsa si s-au utilizat teste non-parametrice.
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Compararea Intre doud grupuri s-a realizat cu testul t pentru esantioane independente in
cazul datelor cu distributie normala si variantd omogena, respectiv cu testul Mann—Whitney U
pentru date cu distributie non-normala.

Compararea intre mai mult de doud grupuri a fost efectuata prin ANOVA unidirectionald,
urmatd de testul LSD pentru comparatiile post-hoc in cazul datelor cu distributie normald si
variante egale, respectiv prin testul Kruskal-Wallis pentru date non-parametrice.

Pentru variabilele categorice, s-au utilizat testul y* (chi-patrat) sau testul exact Fisher, in
functie de dimensiunea esantioanelor si de frecventele asteptate.

Corelatiile intre doud variabile continue au fost evaluate utilizind coeficientul de corelatie
Spearman (p). Pragul de semnificatie statistica a fost stabilit la p < 0,05, valoare sub care ipoteza
nula a fost respinsa.

Fezabilitatea diagnostica a microARN-urilor investigate ca potentiali biomarkeri tisulari si
serici la pacientii cu carcinom renal (RCC) a fost evaluatd prin analiza curbelor ROC (Receiver
Operating Characteristic). Performanta diagnostica a fost caracterizata prin sensibilitate (rata real-
pozitivd) si 1-specificitate (rata fals-pozitivd) pentru diferite praguri. Indicele Youden (J =
sensibilitate + specificitate — 1) a fost utilizat pentru determinarea pragului optim de discriminare

si maximizarea arii de sub curba ROC (AUC).

7. Rezultate si discutii

Studiul nr.1

Caracteristicile demografice si clinico-patologice ale lotului studiat

Din totalul de 178 cazuri, 169 (94,95%) au fost tumori maligne, iar 9 cazuri (5.05%) tumori
benigne. Dintre neoplasmele maligne, carcinomul renal cu celule clare a predominat net, fiind
diagnosticat in 133 cazuri (74,7%). Carcinoamele papilare au reprezentat 14 cazuri (7,9%), iar
carcinomul cromofob 5 cazuri (2,8%). S-au mai identificat entitdti rare precum: carcinom de ducte
colectoare (1 caz, 0,6%), carcinom neuroendocrin renal (1 caz, 0,6%), carcinoame uroteliale
invazive de grad scazut (6 cazuri, 3,4%), de grad nalt (9 cazuri, 5,1%), respectiv o metastaza
renald de adenocarcinom cu fenotip tract digestiv (1 caz, 0,6%). In ceea ce priveste tumorile

benigne, au fost Inregistrate: 1 tumora fibroasa solitard, 3 oncocitoame si 5 angiomiolipoame.
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Analiza distributiei demografice a celor 178 de pacienti inclusi in studiu a aratat o serie de
particularitati relevante pentru intelegerea contextului epidemiologic.

In ceea ce priveste varsta, s-a constatat ci 63 de pacienti (35,4%) au avut varsta <65 ani,
in timp ce restul de 115 pacienti (64,6%) au depasit aceastd limitd. Aceastd repartitie confirma
tendinta raportata in literatura internationald, conform careia incidenta cancerului renal creste
progresiv odata cu varsta, cu un varf de diagnostic In decada a sasea si a saptea de viata.

Din punct de vedere al mediului de provenientd (demografie), majoritatea pacientilor — 110
cazuri (61,8%) — au fost din mediul urban, in timp ce 68 cazuri (38,2%) proveneau din mediul
rural. Aceasta diferentd poate reflecta accesul mai facil al populatiei urbane la servicii medicale si
metode de diagnostic imagistic, favorizand depistarea tumorilor renale in faze mai precoce.

Referitor la sexul pacientilor, lotul studiat a inclus 71 de femei (39,9%) si 107 barbati
(60,1%), mentindnd raportul de predominantd masculind descris in majoritatea studiilor
epidemiologice, unde barbatii sunt afectati de aproximativ doud ori mai frecvent decat femeile.

Un aspect de interes epidemiologic si clinic n patologia tumorald renald il reprezinta
distributia cazurilor in functie de localizarea la nivelul rinichiului, stang sau drept. Analiza
cohortului de pacienti inclusi in studiu a evidentiat o repartitie relativ echilibrata intre cele doua
parti, fara diferente semnificative statistic, ceea ce este concordant cu datele raportate in literatura
de specialitate. Aceastd simetrie relativd sugereaza cd mecanismele carcinogenetice implicate nu
prezintd un tropism lateralizat, ci sunt determinate de factori de risc sistemici (hipertensiune,
obezitate, fumat, predispozitii genetice), la care se adauga particularitdti microvasculare si
anatomice locale.

Dimensiunea tumorald nu doar ca reflectd extinderea bolii, dar are si valoare prognostica
independenta, pacientii cu leziuni <4 cm prezentind rate de supravietuire semnificativ mai mari
fata de cei cu tumori voluminoase. In plus, chirurgia conservatoare este mai frecvent posibila in
cazul tumorilor mici, crescand sansele de mentinere a functiei renale. In cazul lotului studiat
dimensiune maxima tumorald (cm) a fost distribuita astfel: < 4 = 50 (30.67%); < 10 =32

(19.63%); <7 =68 (41.72%); > 10 = 13 (7.98%).

23



Analiza histopatologica si imunohistochimica a tumorilor renale

Patologia tumorald renald se caracterizeaza printr-o mare diversitate histogenetica si
morfologicd, reflectatd atat in aspectele macroscopice, cat si in tabloul microscopic si
imunohistochimic. In evaluarea completd a acestor neoplasme, analiza macroscopicd a piesei
chirurgicale are un rol central, permitand corelarea dimensiunilor, aspectului de sectiune si relatiei
cu structurile perirenale cu tabloul histologic si molecular.

Imunohistochimia (IHC) este indispensabila in diagnosticul diferential al tumorilor renale,
mai ales in situatiile cu aspecte morfologice atipice sau suprapuse. Panelurile de markeri IHC
faciliteaza nu doar diagnosticul pozitiv si diferential, ci si identificarea variantelor rare, cu impact
direct asupra prognosticului si tratamentului.

In cadrul lotului de 178 pacienti examinati intre 2019-2024, s-a efectuat o analiza
imunohistochimica extinsad pentru 68 de cazuri, la care s-au adaugat doua cazuri suplimentare din
anul 2025, reprezentand:

» carcinom tubulo-mucinos si cu celule fusiforme (MTSCC),
» carcinom renal dezvoltat pe boala polichistica dobanditda (ACKD-RCC).

Astfel, analiza imunohistochimica s-a realizat pe un total de 70 de cazuri, selectionate pe
baza particularitatilor morfologice si a necesitatii de diagnostic diferential.

Lotul studiat a fost constituit predominant din carcinoame renale cu celule clare si
carcinoame papilare, confirmand ponderea majoritard a acestor doua subtipuri histologice in
patologia tumorala renalda. Aplicarea panelului imunohistochimic clasic (PAXS8, CK7, CDI0,
CDI117, RCC, Vimentin, AMACR) a permis validarea diagnosticului diferential si definirea
arhitecturii imunofenotipice a fiecarui caz, oferind totodata informatii de stratificare prognostica.
In completarea acestuia, analiza expresiei VEGF si c-MET a adus date suplimentare cu relevanti
clinicd, subliniind rolul biomarkerilor moleculari in caracterizarea integrata a RCC.

In carcinomul cu celule clare, supraexpresia VEGF s-a corelat cu gradul crescut de
angiogenezad tumorala, reflectind activarea cait HIF-VEGF caracteristice acestei entitati. Aceasta
constatare confirma importanta VEGF ca marker prognostic, dar si ca tinta terapeutica majora,
avand in vedere sensibilitatea demonstrati a ccRCC la terapiile anti-angiogenice. In schimb, in
carcinomul papilar, markerul dominant s-a dovedit a fi c-MET, ale carui niveluri crescute de

expresie au fost asociate cu un fenotip proliferativ si invaziv, in special in subtipul papilar tip 1.
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Acest profil sugereaza implicarea activarii cdiit MET/HGF 1n evolutia biologicd a pRCC si justifica
dezvoltarea terapiilor tintite anti-MET pentru cazurile cu evolutie agresiva sau refractare.

Prin urmare, corelarea imunohistochimiei clasice cu evaluarea expresiei VEGF si ¢c-MET
consolideaza valoarea caracterizarii morfomoleculare a carcinomului renal, oferind un cadru mai
precis de interpretare diagnosticd si prognosticd. Aceastd integrare permite nu doar delimitarea
subtipurilor histologice, ci si orientarea catre strategii terapeutice personalizate, in concordanta cu
particularitatile biologice ale fiecarei entitati tumorale.

Desi PAXS este considerat un marker nuclear sensibil si specific pentru tumorile epiteliale
renale, trebuie subliniat ca existd si situatii particulare de negativitate imunohistochimica, in
special in metastazele renale de la neoplasme non-renale. In aceste cazuri, lipsa expresiei PAXS8
poate orienta diagnosticul catre o origine extrarenald, In contrast cu tumorile primare renale unde
markerul este, in general, pozitiv. Totodata, s-au raportat si exceptii rare de carcinom renal primar
PAX8—, mai ales In forme slab diferentiate sau dediferentiate, ceea ce justifica utilizarea unui panel
imunohistochimic extins pentru confirmarea diagnosticului (in corelatie cu expresia CAIX).
Integrarea acestor aspecte in practica curenta are o importanta majora pentru diferentierea dintre
tumorile renale primare si metastatice, evitand erorile de clasificare si asigurand o conduitad

terapeutica corecta.

Studiul nr.2.

Analiza expresiei genelor miARN

Analiza expresiei genelor miARN s-a realizat utilizind metoda comparativa AACt. Pentru
fiecare esantion, valorile Ct au fost normalizate in raport cu genele de referintd selectate,
obtinandu-se valorile ACt. Media valorilor ACt a fost utilizata pentru compararea diferentelor
statistice dintre grupurile de esantioane (NRT vs. RCC), oferind o estimare robustd a variatiei
expresiei intre conditiile analizate.

Expresia relativa a fiecarui miARN a fost calculata ca raport de expresie prin aplicarea
formulei 2022Y" care permite interpretarea modificirilor de expresie in termeni de fold change.
Pentru o caracterizare mai robusta a distributiei datelor, mediana valorilor RQ a fost utilizatd pentru
a evalua gradul de supraexpresie sau subexpresie a fiecarui miARN, indicand de cate ori nivelul

de exprimare este crescut sau redus la pacientii cu carcinom renal in comparatie cu grupul martor.
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o Gena hsa-miR-21-5p

In studiul de fatd, expresia genei hsa-miR-21 a prezentat o crestere semnificativa statistic in
tesutul tumoral renal comparativ cu esantioanele normale adiacente, valoarea medie ACt fiind de
5.25 fata de 1.79 (P < 0.001). Aceasta diferentd indica un profil de supraexpresie tumorala a
miR-21, sugerdnd implicarea sa in mecanismele de progresie si invazie tumorald. La nivel
circulant, s-a evidentiat o crestere semnificativa a expresiei miR-21 atat in serul pacientilor cu
RCC (5.92; 95% CI: 4,.67-7.69), cat si in exozomii serici (5.29; 95% CI: 4.24—6.67), comparativ
cu lotul martor (1.61; 95% CI: 1.06-3.58 si, respectiv, 1.92; 95% CI: 1.18-2.85; P < 0,001).
Prezenta concomitenta a acestui miARN 1in ser si In fractia exozomala subliniaza rolul exozomilor
ca vehicule principale de transport si stabilizare a miARN-urilor circulante, facilitind comunicarea
intercelulard si promovand fenomenele pro-neoplazice. Expresia relativa a genei miR-21 a aratat
o supraexpresie de aproximativ 2,79 ori in tesutul tumoral (2.79; 95% CI: 1.76 — 3.65), 4.90 ori in
ser (4.90; 95% CI: 3.01- 6.48) si 3,44 ori In exozomii serici (3.44; 95% CI: 2.48 — 4.40),

confirmand potentialul acesteia ca biomarker tisular si circulant in carcinomul renal.

o Gena-miR-30¢

Expresia genei miR-30c a fost semnificativ mai redusa in tesutul tumoral renal comparativ cu
tesutul normal adiacent, valorile medii ACt fiind de 3,69 (95% CI: 3,07-4,61) versus 6,17 (95%
CI: 5,76-7,15; P < 0,001). In ceea ce priveste componenta circulantd, miR-30c a prezentat o
scadere semnificativa atat in ser, cat si in exozomii serici ai pacientilor cu RCC, comparativ cu
lotul martor. Nivelul seric a fost de 3,76 (95% CI: 2,86—4,61) fata de 6,23 in lotul martor (95% CI:
5,06-7,48; P = 0,002), iar nivelul din exozomii serici a fost de 3,24 (95% CI: 2,89-3,71)
comparativ cu 5,53 in lotul martor (95% CI: 4,37-6,61; P = 0,001). Analiza expresiei relative a
ardtat o subexprimare de aproximativ 2.55 ori in tesutul tumoral (95% CI: 2.01 —3.09), de 1.54 or1
in ser (95% CI: 1.39 — 2.23) si de 1.37 ori in exozomii serici (95% CI: 1.09 — 2.23), confirméand

potentialul miR-30c ca biomarker tisular si circulant in carcinomul renal.
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o Gena miR-182-5p

Referitor la expresia genei hsa-miR-182-5p, aceasta a prezentat o crestere statistic
semnificativd in tesutul tumoral renal comparativ cu esantioanele normale adiacente, valoarea
medie ACt fiind de 4,26 (IC 95%: 1,09-2,01) fata de 1,79 (IC 95%: 0,51-0,85; P < 0,0001).
Aceasta diferenta sugereaza un profil de supraexpresie tumorald al miR-182-5p. La nivel circulant,
cresterea expresiei a fost mai redusa decat in tesut: 1,30 (IC 95%: 1,14-1,71) in ser comparativ cu
lotul martor 0,91 (IC 95%: 0,55-1,06; P=0,0012). In exozomi, expresia a prezentat o crestere mai
evidentd, cu valori de 2,36 (IC 95%: 1,67-3,23) la pacientii cu RCC, comparativ cu lotul martor
1,51 (IC 95%: 1,21-1,97; P = 0,005). Analiza expresiei relative a evidentiat o supraexprimare a
miR-182-5p, estimata la 2,55 ori in tesutul tumoral (IC 95%: 2,01-3,09), 1,54 ori in ser (IC 95%:
1,39-2,23) s1 1,37 ori In exozomii serici (IC 95%: 1,09-2,23), confirmand potentialul miR-182-5p

ca biomarker tisular si circulant in carcinomul renal.

Fezabilitatea diagnostica si prognostica a speciilor de miARN

Analiza performantei receptorului (ROC) a fost utilizatd pentru a evalua fezabilitatea
diagnostica si prognostica a speciilor de miARN selectate in rol de biomarkeri tisulari si circulanti
in carcinomul renal.

(rata de fals pozitiv) in functie de diferite valori prag pentru fiecare miARN analizat. Performanta
diagnostica a fiecdrui miARN, respectiv capacitatea de a discrimina intre tesutul tumoral si tesutul
non-tumoral, a fost exprimata prin aria de sub curba ROC (AUC).

Avand 1n vedere ca rezultatele expresiei miARN sunt exprimate ca valori continue (ACt),
pentru fiecare biomarker a fost stabilita o valoare prag optima (cut-off). Aceasta a fost determinata
prin identificarea punctului de pe curba ROC unde indicele Youden (sensibilitate + specificitate —
1) a atins valoarea maxima, indicand cel mai bun compromis Intre sensibilitate si specificitate.

Rezultatele obtinute indica faptul ca nivelurile de expresie ale miARN-urilor selectate pot
constitui instrumente utile in diferentierea tesuturilor tumorale de cele adiacente normale, precum
si in discriminarea probelor serice si a exozomilor fatd de lotul martor la pacientii cu carcinom

.....

cuprinse intre 57.69% si1 92.31% iar specificitatea a variat intre 65.38% s1 96.15% .
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De asemenea, performanta diagnostica a combinatiilor acestor biomarkeri a evidentiat

100%.

Se observa cd miR-21-5p a prezentat o arie sub curba ROC (AUC) de 0.87 in analiza
tisulara, asociati cu o sensibilitate de 65.38% si o specificitate de 96.15% (P < 0.001). In
compartimentul circulant, valorile au fost comparabile: in exozomi, sensibilitatea a fost de 92.31%,
iar specificitatea de 73.08%, cu o AUC de 0.87, iar in ser, sensibilitatea a fost de 92.31% si
specificitatea de 65.38%, corespunzand unei AUC de 0.83 (P <0.001).

miR-30c a evidentiat 0 AUC de 0.81 in analiza efectuatd la nivel tisular, asociata cu o
sensibilitate si o specificitate de 80.77% (P < 0.001). In compartimentul circulant, performantele
au fost comparabile: in exozomi, AUC-ul a fost de 0.76, cu o sensibilitate de 76.92% si o
76.92% si unei specificitati de 69.23% (P < 0.001).

La nivel tisular, miR-182 a evidentiat o AUC de 0.86, asociata cu o sensibilitate de 92.31%
si o specificitate de 69.23% (P < 0.001). in compartimentul circulant, performantele au fost
comparabile: in exozomi, valoarea AUC a fost de 0.72, cu o sensibilitate de 57.69% si o
specificitate de 84.62%, iar in ser, AUC a inregistrat valoarea de 0.76, corespunzand unei
sensibilitati de 73.08% si unei specificititi de 76.92% (P < 0.001).

Pentru a evalua fezabilitatea diagnosticd si a combinatiilor de miARN-uri pentru tesut,
exozomi $i ser, au fost generate modele predictive utilizand regresia logisticd. Combinatiile celor
3 miARN-uri studiate (miR-21, miR-30c si miR-182) au demonstrat o performanta superioara
comparativ cu fiecare analiza individuala .

La nivel tisular, valoarea AUC este 0.94, avand o sensibilitate de 96.15% si o specificitate
de 92.31% (P <0.001). In compartimentul circulant, pentru combinatia miARN-urilor din exozomi
AUC-ul a fost de 0.93, asociat cu o sensibilitate de 80.77% si o specificitate de 100% (P < 0.001)
, 1ar pentru combinatia miARN-urilor in ser, AUC-ul a fost de 0.95, cu o sensibilitate de 92.31%

si o specificitate de 88.46% (P <0.001).

Corelarea expresiei genelor miARN in raport cu variabilele clinicopatologice

Relevanta clinica a expresiei diferentiale a speciilor de miARN analizate in acest studiu

(miR-21-5p, miR-30c si miR-182-5p) a fost evaluatd in raport cu o serie de parametri
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clinicopatologici, care includ: sexul, varsta, localizarea tumorii primare, gradul de diferentiere
tumorala (ISUP), invazia venoasa, invazia capsulard, invazia perineurala, statusul limfatic (pN),
prezenta metastazelor (pM) si dimensiunea tumorala.

Analiza statistica nu a evidentiat nicio corelatie semnificativd intre expresia relativa a
miARN-urilor studiate (in toate cele trei compartimente biologice: tesut, exozomi si ser) si
urmatorii parametri: sex, varsta, localizarea topografica intra-renala a tumorii (pol superior, mediu
sau inferior), dimensiunea maxima tumorald sau invazie perineurald. Aceste observatii sugereaza
ca expresia acestor microARN-uri este relativ independentd de caracteristicile demografice si de
distributia intrarenald, dar poate fi influentatd de fenotipul tumoral la nivel molecular si de
agresivitatea biologica.

Cu toate acestea, s-au identificat corelatii semnificative statistic, cu relevantd potentiald

pentru stratificarea prognostica si pentru intelegerea mecanismelor tumorale:

e miR-21-5p exprimat in exozomi a prezentat o asociere semnificativa cu localizarea
tumorald renala (rinichi drept vs. stdng), cu o valoare p = 0.02. Aceasta observatie ar putea
sugera un pattern de secretie exozomald influentat de micro-mediul local sau de
particularitati anatomice si vasculare diferite Intre cei doi rinichi, ipoteza care necesita insa

validare suplimentara.

e miR-182-5p exprimat in tesut tumoral a fost de asemenea semnificativ asociat cu
localizarea tumorala (p = 0.02) la fel ca si miR-182-5p exprimat in exozomi, cu o valoare
p = 0.03. Corelatia comunad intre aceste compartimente biologice subliniazd consistenta
expresiei miR-182-5p in functie de localizarea tumorala si deschide posibilitatea utilizarii

fractiunii exozomale ca biomarker non-invaziv.

e O alta corelatie semnificativd a fost observatd intre miR-182-5p din tesut si implicarea
ganglionara (stadiul pN), valoarea p fiind 0.04. Acest aspect sugereaza un posibil rol al
miR-182-5p in promovarea disemindrii limfatice in RCC, sustinand literatura care il

implica in procesele de migratie si invazie celulara in alte tipuri de cancer.
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Corelatii intre compartimentele de expresie ale miARN-urilor si implicatiile lor biologice in
RCC

Expresia diferentiatd a miARN-urilor in multiple compartimente biologice (tumoral,
exozomal si plasmatic) oferd oportunitati valoroase pentru identificarea de biomarkeri moleculari
cu aplicabilitate clinica, atat in diagnosticul precoce, cat si In monitorizarea evolutiei neoplaziei.
In cadrul acestui studiu, analiza coeficientului de corelatie Spearman a fost aplicati pentru a evalua
consistenta expresiei miR-21, miR-30c si miR-182 intre compartimentul tisular si cel circulant (ser
si exozomi).

Rezultatele au demonstrat corelatii semnificative statistic Intre expresia miARN-urilor din
tesutul tumoral si cea din exozomi sau ser, cu cele mai robuste relatii observate Intre tesut si
€x0zomi:

e miR-21 tesut — miR-21 exozomi: p = 0.662; p = 0.0002
e miR-30c tesut — miR-30c exozomi: p = 0.578; p = 0.0020
e miR-182 tesut — miR-182 exozomi: p = 0.656; p = 0.0003

Aceste corelatii puternice sustin ipoteza conform careia exozomii reprezintd vehicule
biologice fidele care reflecta profilul molecular al tesutului tumoral. Avand in vedere cd exozomii
sunt eliberati activ de catre celulele tumorale si contin molecule specifice (ARN, proteine, lipide)
cu rol in comunicarea intercelulard, consistenta dintre expresia din tesut si cea exozomala
evidentiazd potentialul acestora de a fi utilizati drept biomarkeri non-invazivi, cu valoare
prognostica sau predictiva in carcinomul renal.

In ceea ce priveste compartimentul seric, s-au remarcat de asemenea corelatii
semnificative, In special pentru:

e miR-30c tesut — miR-30c ser: p = 0.688; p=0.0001
e miR-182 tesut — miR-182 ser: p = 0.623; p = 0.0007

Aceste date intaresc validitatea profilului circulant de miARN-uri ca o reflectare fidelad a
expresiei tumorale, dar si ca o sursd usor accesibila pentru evaluarea moleculara a pacientilor cu
RCC. Totusi, corelatia Intre miR-21 tesut — ser (p = 0.326; p = 0.1042) nu a atins pragul de

semnificatie statisticd, ceea ce poate sugera o eliberare diferentiald a miR-21 in ser, posibil prin
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mecanisme extracelulare alternative (ex. agregate proteice, vezicule non-exozomale), sau o
degradare mai rapida a acestuia in circulatie.

In ansamblu, aceste corelatii sustin ipoteza unei relatii functionale intre expresia tumorala
si semndtura circulanta a miARN-urilor, consolidand argumentul in favoarea utilizarii exozomilor
si serului ca surse complementare de biomarkeri 1n RCC. Observatiile obtinute se aliniaza cu studii
recente care au demonstrat stabilitatea ridicatd a miARN-urilor in exozomi, precum si potentialul

acestora in detectarea precoce si prognosticarea diverselor tipuri de cancer.

8. Discutii si concluzii finale

Analiza integratd a datelor obtinute in cadrul prezentei teze, prin corelarea expresiei
microARN-urilor cu rezultatele testelor imunohistochimice, a permis conturarea unor perspective
noi asupra mecanismelor moleculare si fenotipice implicate in carcinomul renal cu celule clare.
Studiul microARN-urilor selectate (miR-21-5p, miR-30c si miR-182-5p) a demonstrat rolul
esential al acestora in proliferare, invazie si metastazare, precum si potentialul lor de biomarkeri
circulanti, capabili si furnizeze informatii diagnostice si prognostice. In paralel, utilizarea
panelului imunohistochimic standardizat (PAXS8, CAIX, CD10, CK7, CDI117) completat cu
markeri de predictie si prognostic (VEGF, c-MET) a consolidat valoarea translationala a
investigatiei, oferind un plus de acuratete in diagnosticul diferential si in stratificarea riscului
tumoral.

Rezultatele aratd cd integrarea celor doud tipuri de analize — moleculard si
imunohistochimica — nu doar ca imbunatateste intelegerea etiopatogenezei carcinomului renal, dar
ofera si instrumente cu valoare clinicd directd, cu aplicabilitate in medicina personalizata. Prin
faptul ca PAX8, marker consacrat pentru tumori renale, isi poate pierde expresia mai ales in
metastaze, devine evidenta necesitatea coreldrii cu alti markeri imunohistochimici si cu datele de
expresie microARN pentru a asigura un diagnostic corect si complet. Astfel, rezultatele obtinute
contureazd un model integrativ, In care biomarkerii moleculari si imunohistochimici actioneaza
complementar, deschizand calea spre algoritmi multimarker ce pot sprijini deciziile terapeutice si
monitorizarea pacientilor.

1. Profilul de expresie diferentiat al miR-21-5p, miR-182-5p si miR-30c sustine rolul acestora

ca biomarkeri moleculari in carcinomul renal.
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10.

miR-21-5p si miR-182-5p sunt consistent supraexprimate in toate compartimentele (tisular,
seric si exozomi), sugerand un rol oncogen in dezvoltarea si progresia tumorala.

miR-30c este subexprimat, indicand o posibila functie supresor tumoral pierdutd in RCC.
Exozomii reprezintd o sursa stabild si informativa de biomarkeri moleculari, cu corelatii

semnificative fata de compartimentul tumoral.

Combinatia celor trei miARN-uri ofera o performanta diagnostica excelentd, cu valori
AUC peste 0.90, consolidand ideea unui panel de testare moleculara integrat.

Asocierile identificate cu variabile clinicopatologice subliniazd potentialul acestor
molecule 1n stratificarea prognostica si personalizarea conduitei terapeutice.
Monitorizarea dinamicii nivelurilor acestor miARN-uri in ser sau exozomi poate furniza
informatii utile privind recurenta tumorald postoperatorie sau rdspunsul la tratament,
sugerand aplicabilitatea lor Tn urmadrirea clinicd longitudinald a pacientilor cu carcinom
renal.

Testele imunohistochimice rdman o componenta esentiald in diagnosticul diferential al
tumorilor renale, in special in subclasificarea acestora. Panelul clasic de anticorpi utilizat
in rutina anatomo-patologica include: PAXS8, CAIX, CD10, CK7,CD117, AMACR si RCC
marker, fiecare avand utilitate in distingerea intre subtipurile histologice (de exemplu,
ccRCC vs. papilar vs. cromofob). In mod particular, exprimarea intensi si difuzi a CAIX
este sugestiva pentru ccRCC, in timp ce pozitivarea CK7 este tipicd pentru carcinomul
papilar renal.

Pe langa acesti markeri standard, analiza imunohistochimica a factorilor VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) si c-MET (receptorul tirozinkinazei codificat de proto-oncogen
MET) ofera informatii valoroase privind angiogeneza tumorald si potentialul invaziv.
Studiile recente, inclusiv observatiile din cohorta analizata, au aratat corelatii Intre expresia
VEGEF si gradul nuclear ISUP, precum si intre supraexpresia c-MET si stadiile avansate ale
bolii, sugerand rolul acestora ca factori predictivi de evolutie agresiva.

Coreland expresia markerilor imunohistochimici cu nivelul miARN-urilor analizate, se
remarcd un posibil paralelism functional intre supraexpresia VEGF si miR-21-5p, ambele
asociate cu angiogeneza si progresie tumorald. De asemenea, miR-182-5p, implicat in

reglarea raspunsului la stres si reparatia ADN, ar putea avea legaturi functionale cu
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activarea c-MET, implicat Tn mobilitatea celulard si metastazare. Aceste observatii necesita

validare suplimentara, dar deschid directii de cercetare integrativa multi-omica.

Prin urmare, rezultatele acestui studiu contribuie la consolidarea conceptului de "liquid
biopsy" 1n oncologia renald si sustin integrarea miARN-urilor si a markerilor
imunohistochimici (inclusiv VEGF si ¢c-MET) in algoritmii de diagnostic si prognostic.
Abordarea integratd moleculara-morfologica poate ghida medicina de precizie in carcinomul

renal, asigurand o mai buna stratificare a pacientilor si o monitorizare mai eficienta a bolii.

9. Originalitatea si contributiile inovative ale tezei

Originalitatea tezei

e Abordare integrativa inovatoare-teza propune corelarea expresiei miARN-urilor in
multiple compartimente biologice (tesut tumoral, ser si exozomi derivati din plasma) cu
datele clinicopatologice si imunohistochimice, Intr-un model unitar si aplicabil in practica
clinica.

e Prima analiza pe o cohorta romaneasca-este pentru prima datd cand, in cadrul unei
populatii autohtone, se investigheaza simultan miR-21-5p, miR-30c si miR-182-5p, alaturi
de markerii VEGF si ¢-MET, integrati intr-un model predictiv complex de diagnostic,

prognostic si monitorizare.

o Inovatie metodologica prin biopsia lichida -utilizarea tehnologiilor moderne de extractie
si profilare molecularad a exozomilor reprezinta un element de frontiera in diagnosticul non-

invaziv al cancerului renal si confera un plus de valoare stiintifica tezei.

e Explorarea microambientului tumoral-studiul aduce o perspectiva originald prin
evaluarea miARN-urilor extrase nu doar din tesutul tumoral, ci si din zone adiacente
netumorale, aspect esential pentru intelegerea persistentei moleculare a bolii si a riscului

de recurenta precoce.

o Fezabilitatea monitorizarii dinamice-lucrarea demonstreaza posibilitatea evaludrii
miARN-urilor In probe de singe recoltate pre- si postoperator, ceea ce oferd o sursa

neinvaziva, repetabila si accesibila pentru urmarirea longitudinala a pacientilor. Analiza
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circulantd a acestor biomarkeri reflectd in timp real evolutia moleculara tumorala,
deschizand perspective promitdtoare pentru implementarea biopsiei lichide renale in

practica clinica.
Limitarile studiului

O limitare majora a studiului este reprezentatd de dimensiunea relativ redusa a esantionului,
care poate influenta robustetea statistica a anumitor corelatii. De asemenea, studiul a fost realizat
pe un subtip histologic dominant (ccRCC), fara extindere asupra altor entitéti rare sau mixte de
carcinom renal. Lipsa unei validari externe (cohortd independentd sau studii multicentrice)
limiteaza generalizarea rezultatelor. De asemenea, tehnologiile utilizate (qPCR, IHC
conventionald) desi standardizate, nu surprind complexitatea functionald a retelelor moleculare

implicate in tumorigeneza.
Directii viitoare de cercetare

Avand in vedere rezultatele obtinute in cadrul prezentei teze, perspectivele viitoare de
cercetare in domeniul patologiei renale se contureazd pe mai multe directii complementare, menite
sa extinda atat aria de aplicabilitate a microARN-urilor, cat si valoarea lor clinica in diagnosticul,

prognosticul si monitorizarea pacientilor cu afectiuni renale.

e O primad directie vizeaza studiul dinamicii microARN-urilor circulante dupa nefrectomie.
Analiza longitudinala a nivelurilor serice de miR-21-5p, miR-30c si miR-182-5p inainte si
dupd excizia chirurgicald ar putea furniza date esentiale privind valoarea acestor
biomarkeri in monitorizarea postoperatorie, identificarea precoce a recurentelor sau a
metastazelor, precum si n stratificarea pacientilor in functie de riscul evolutiv [261]. Acest
tip de abordare ar aduce un plus semnificativ practicii clinice, prin caracterul sdu minim
invaziv si prin potentialul de a completa informatiile furnizate de imagistica de urmarire.

e O adoua directie o constituie extragerea si analiza microARN-urilor din exosomii urinari,
colectati atat preoperator, cat si postoperator. Urina reprezintd un fluid biologic accesibil si
neinvaziv, iar exosomii contin un repertoriu stabil de microARN-uri ce reflectd procesele
moleculare intratumorale [262]. Studierea modificarilor expresiei miR-21-5p, miR-30c si
miR-182-5p in exosomii urinari inainte si dupa interventia chirurgicala ar putea deschide
noi perspective in monitorizarea minim invaziva a pacientilor, cu potential de a deveni teste
complementare in practica curenta.
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e De asemenea, se contureaza ca relevantd si extinderea investigatiilor asupra tumorilor
benigne renale, precum oncocitomul sau angiomiolipomul, pentru a evalua daca aceleasi
microARN-uri (miR-21-5p, miR-30c, miR-182-5p) prezintd modificari de expresie in
aceste entitdti. Compararea profilului microARN intre leziunile benigne si cele maligne ar
putea contribui la dezvoltarea unor algoritmi diferentiali, extrem de utili in situatiile clinice
in care diagnosticul este dificil doar pe baza criteriilor imagistice sau histopatologice

conventionale.

In plus, validarea acestor rezultate in cohorte extinse si multicentrice, precum si integrarea
datelor obtinute cu informatii de transcriptomica globald, proteomica si imunohistochimie, ar
permite construirea unor modele predictive complexe. Utilizarea inteligentei artificiale si a
algoritmilor de invatare automatd ar putea facilita identificarea unor semnaturi multimarker
robuste, cu aplicabilitate clinica directa.

In ansamblu, directiile viitoare de cercetare deriva din ipoteza centrald confirmati de
prezenta teza: microARN-urile nu doar reflectd procesele fundamentale ale carcinogenezei renale,
ci pot fi valorificate ca biomarkeri versatili, detectabili in fluide biologice si complementari
markerilor imunohistochimici, deschizand perspective reale pentru implementarea unei medicine

personalizate in patologia tumorala renala.
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