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INTRODUCERE 

 

Carcinomul renal reprezintă a șaptea cauză de cancer la bărbați și a noua la femei și 

constituie o problemă majoră de sănătate publică prin incidența aflată în creștere și prin 

heterogenitatea biologică și clinică [1,2]. Cele mai frecvente subtipuri histopatologice sunt 

carcinomul cu celule clare (ccRCC), carcinomul papilar (pRCC, tip 1 și tip 2) și carcinomul 

cromofob (chRCC), fiecare cu particularități morfologice, moleculare și prognostice distincte 

[3,4]. În practica clinică, diagnosticul corect și stratificarea prognostică sunt adesea îngreunate de 

variabilitatea histologică și de prezentarea clinică nespecifică, ceea ce impune integrarea 

metodelor imunohistochimice și moleculare în evaluarea acestor tumori. 

Imunohistochimia (IHC) rămâne un instrument indispensabil pentru diagnosticarea și 

clasificarea RCC, completând analiza histopatologică convențională. Panelul clasic include 

markeri de diferențiere epitelială și de linie precum PAX8, CAIX, CD10, CD117, Vimentin, 

AMACR, RCC și CK7, care permit diferențierea între subtipuri și confirmarea originii renale [5,6]. 

În paralel, markerii cu valoare prognostică și predictivă, precum VEGF și c-MET, au câștigat un 

rol central. În ccRCC, supraexpresia VEGF este direct legată de inactivarea genei VHL și de 

activarea căilor hipoxie-induse, corelându-se cu angiogeneza tumorală intensă și cu potențialul de 

răspuns la terapii anti-VEGF [7,8]. În pRCC, supraexpresia c-MET are o valoare dublă: pe de o 

parte, facilitează diagnosticul diferențial, iar pe de altă parte, constituie o țintă terapeutică validată, 

cu aplicații clinice în inhibitorii MET [9,10]. 

În ultimii ani, microARN-urile (miARN) au devenit biomarkeri de interes major în RCC, 

având roluri atât oncogenice, cât și supresoare tumorale. În prezenta lucrare au fost investigate trei 

specii cu relevanță deosebită: miR-21-5p, recunoscut ca oncomiR clasic, asociat cu proliferarea și 

invazivitatea ccRCC [11]; miR-30c, implicat în reglarea tranziției epitelio-mezenchimale și cu 

potențial rol în sensibilitatea la terapii țintite [12] și miR-182-5p, asociat cu progresia tumorală și 

cu formele agresive de RCC [13]. Studiul expresiei acestor miARN-uri în diferite compartimente 

biologice-țesut tumoral, ser și exozomi circulanți-oferă o perspectivă complexă asupra 

mecanismelor epigenetice implicate în carcinogeneză. 

Analiza intercompartimentală a demonstrat că aceste microARN-uri nu se exprimă izolat, 

ci reflectă un echilibru dinamic între tumora primară și mediul circulant. Corelațiile dintre expresia 
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tisulară, serică și cea exozomală pot contribui la definirea unor biomarkeri neinvazivi, capabili să 

reflecte fidel biologia tumorală și să ofere informații valoroase pentru diagnosticul precoce, 

monitorizarea evoluției și evaluarea prognosticului. 

Astfel, integrarea imunohistochimiei cu analiza expresiei microARN-urilor și cu evaluarea 

corelațiilor intercompartimentale susține o abordare multidimensională în caracterizarea 

carcinomului renal, cu implicații directe pentru medicina personalizată. 
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STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII 

1. Considerații generale privind carcinomul renal 

Carcinomul renal constituie cea mai frecventă tumoră malignă a parenchimului renal și un 

model de heterogenitate oncologică, atât din punct de vedere histopatologic, molecular și clinic. 

În ultimele două decenii, progresele în înțelegerea mecanismelor de carcinogeneză au modificat 

profund abordarea acestei patologii, orientând practica medicală către o caracterizare integrată și 

multidimensională. 

Clasificarea histopatologică, conform OMS 2022, include trei entități majore – carcinomul 

cu celule clare, carcinomul papilar și carcinomul cromofob – cărora li se adaugă subtipuri rare 

precum carcinomul medular, carcinomul de ducte colectoare și tumorile cu translocații MiT [4]. 

Această diversitate reflectă nu doar aspecte morfologice distincte, ci și fundamente genetice și 

moleculare particulare, cu impact prognostic și terapeutic major. 

La nivel epidemiologic, incidența RCC este în creștere constantă, cu variații geografice 

relevante. Discrepanța dintre incidența mai redusă și mortalitatea relativ ridicată raportată în 

România, comparativ cu media europeană, sugerează limitări în depistarea precoce și în accesul la 

terapii inovative, constituind un argument pentru intensificarea eforturilor de screening și 

personalizare a tratamentului [14]. 

Factorii etiologici implicați sunt multipli și complecși. Pe lângă factorii de risc sporadici- 

fumat, obezitate, hipertensiune arterială, expuneri ocupaționale [15,16,17], există și contexte 

ereditare bine definite, precum sindroamele von Hippel–Lindau, Birt–Hogg–Dubé, HLRCC și 

scleroza tuberoasă [18,19,20]. Aceste sindroame conferă un risc tumoral particular, cu debut 

precoce, caracteristici clinico-patologice distincte și o semnificație aparte pentru consilierea 

genetică și managementul familial. 

Din perspectivă clinico-patologică, RCC este adesea asimptomatic în stadiile incipiente, 

diagnosticul fiind frecvent incidental. Manifestările clasice sunt rare, iar tabloul clinic poate fi 

dominat de sindroame paraneoplazice complexe. Histopatologia fiecărui subtip conferă date 

prognostice importante: carcinomul papilar tip 2 se asociază cu evoluție agresivă, în timp ce 

carcinomul cromofob are, în general, prognostic favorabil. 
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Stadializarea TNM (ediția a 8-a AJCC/UICC) și gradarea nucleară ISUP constituie repere 

esențiale pentru evaluarea prognosticului și ghidarea conduitei terapeutice [4]. Supraviețuirea 

variază semnificativ în funcție de stadiu, oscilând de la peste 90% pentru formele incipiente la sub 

15% pentru cele metastatice, confirmând valoarea predictivă a acestor parametri. 

În pofida progreselor, limitele abordării convenționale rămân evidente: heterogenitatea 

intratumorală, subiectivitatea evaluării morfologice și interpretarea semi-cantitativă a 

imunohistochimiei. Aceste constrângeri impun o schimbare de paradigmă, spre o caracterizare 

multidimensională ce integrează morfologia, imunohistochimia, datele moleculare și 

instrumentele digitale bazate pe inteligență artificială, deschizând perspective pentru diagnosticul 

și tratamentul personalizat al carcinomului renal. 

 

2. Biologia moleculară a carcinomului renal 

Carcinomul renal constituie un exemplu paradigmatic al heterogenității moleculare în 

oncologie, definind o categorie de tumori a căror evoluție clinică și răspuns terapeutic sunt profund 

influențate de peisajul genomic și epigenomic. Progresele înregistrate în ultimele două decenii au 

demonstrat că analiza moleculară nu are doar valoare descriptivă, ci și consecințe directe asupra 

diagnosticării diferențiale, stratificării prognostice și selecției terapeutice. 

o Alterări genetice caracteristice 

În carcinomul cu celule clare, inactivarea genei VHL reprezintă evenimentul inițiator 

fundamental, prezent în majoritatea cazurilor. Pierderea funcționalității proteinei VHL determină 

acumularea factorilor inductibili de hipoxie (HIF), cu transactivarea genelor pro-angiogenice, între 

care VEGF, PDGF și GLUT1 ocupă un rol central. Acest mecanism molecular explică fenotipul 

hipervascular caracteristic și sensibilitatea ccRCC la terapiile anti-angiogenice. În plus, alterări în 

gene precum PBRM1, BAP1 și SETD2 definesc subgrupuri cu semnificație prognostică distinctă, 

sugerând existența unor căi alternative de progresie tumorală [21-27]. 

Carcinomul papilar prezintă particularități notabile între cele două subtipuri. În pRCC tip 

1, mutațiile activatoare ale genei c-MET induc proliferare și invazie prin activarea receptorului 

pentru hepatocyte growth factor, justificând dezvoltarea și aplicarea inhibitorilor de MET. În 

schimb, pRCC tip 2 se asociază frecvent cu mutații ale FH, definind contextul sindromului 

HLRCC, cunoscut pentru agresivitatea clinică și potențialul metastatic precoce [10,28,29]. 
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Carcinomul cromofob, deși relativ mai indolent, este corelat cu alterări ale genei FLCN, 

caracteristice sindromului Birt–Hogg–Dubé, precum și cu pierderi cromozomiale multiple. În 

formele rare, precum carcinomul medular, pierderea expresiei SMARCB1/INI1 are rol diagnostic, 

iar tumorile cu translocații din familia MiT implică fuziuni la nivelul TFE3 sau TFEB, recunoscute 

prin profil imunohistochimic și confirmate prin tehnici moleculare [30-33]. 

o Căi de semnalizare implicate 

Mecanismele de carcinogeneză renală converg asupra unor rețele de semnalizare 

intracelulară care modulează angiogeneza, metabolismul și rezistența la moarte celulară. Calea 

HIF/VEGF domină peisajul molecular al ccRCC și fundamentează utilizarea terapiilor anti-VEGF 

[23]. Dereglarea mTOR conferă avantaje proliferative și metabolice, constituind rațiunea pentru 

inhibitorii specifici utilizați în practica oncologică. În carcinomul papilar, activarea c-MET/HGF 

se corelează cu fenotip invaziv și prognostic defavorabil. În plus, interacțiunile dintre căile 

Wnt/TGF-β, PI3K/AKT și mecanismele epigenetice adaugă un nivel suplimentar de complexitate 

și explică variabilitatea răspunsului terapeutic. 

o Rolul microARN-urilor 

Un domeniu emergent al biologiei moleculare renale îl constituie microARN-urile, 

molecule mici de ARN necodant cu funcție reglatorie post-transcripțională. Profilurile de expresie 

alterată a miARN-urilor disting între subtipuri histologice, reflectă gradul de agresivitate tumorală 

și oferă potențial de biomarkeri circulanți. Dintre acestea, miR-21-5p se comportă ca un 

oncomiARN, asociat cu rezistența la tratament și prognostic nefavorabil, miR-30c-5p are un rol 

supresor, iar reducerea expresiei sale a fost corelată cu progresia tumorală, iar miR-182-5p 

participă la procesele de proliferare și invazie celulară [11,12,13]. Analiza comparativă a expresiei 

acestora în țesut tumoral, ser și exozomi permite identificarea unor corelații inter-compartimentale 

cu valoare diagnostică și prognostică. 

o Implicații clinice și terapeutice 

Integrarea acestor date a schimbat paradigma terapeutică a carcinomului renal, înlocuind 

abordarea exclusiv chirurgicală cu strategii bazate pe terapii țintite (anti-VEGF, inhibitori MET, 

inhibitori mTOR) și imunoterapii de nouă generație. În perspectivă, caracterizarea 

multidimensională care îmbină analiza histopatologică, imunohistochimia, profilul genetic și 

expresia microARN-urilor, alături de algoritmi de inteligență artificială, promite să asigure un 

cadru de diagnostic și tratament personalizat, adaptat la specificul fiecărui pacient. 
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3. Examinarea imunohistochimică în evaluarea carcinomului renal 

Imunohistochimia (IHC) reprezintă un instrument indispensabil în diagnosticul diferențial 

al tumorilor renale, completând examinarea histopatologică clasică. Panelul standard include 

markeri precum PAX8, CAIX, CD10, CK7, CD117, AMACR, RCC și Vimentin utilizați pentru 

diferențierea între principalele subtipuri de carcinom renal. 

În carcinomul cu celule clare (ccRCC), expresia puternic pozitivă a CAIX și CD10, 

asociată cu PAX8, permite confirmarea originii renale și distingerea față de alte tumori metastatice. 

În carcinomul papilar (pRCC), CK7 și AMACR sunt de obicei pozitivi, în timp ce markerii de tip 

cromofob (CK7 difuz, CD117) caracterizează carcinomul cromofob (chRCC) [4]. 

Dincolo de diagnosticul diferențial, IHC furnizează informații de valoare prognostică. 

VEGF este frecvent supraexprimat în ccRCC și se corelează cu angiogeneza accentuată și 

agresivitatea biologică, constituind baza terapiilor anti-angiogenice. În pRCC, supraexpresia c-

MET este relevantă atât prognostic, cât și ca țintă terapeutică, fiind asociată în special cu tipul 1 și 

cu cazurile cu evoluție desfavorabilă. 

Prin urmare, imunohistochimia, prin rolul dublu – diagnostic și prognostic, rămâne un pilon 

central în caracterizarea carcinomului renal, în special atunci când este integrată cu date moleculare 

și clinice. 

 

4. Inteligența artificială în analiza patologică 

Inteligența artificială (IA) reprezintă o direcție emergentă în patologia renală, cu potențial 

major de a completa evaluarea histopatologică și imunohistochimică tradițională. Prin integrarea 

algoritmilor de învățare automată și a tehnologiilor de patologie digitală, IA permite analiza 

cantitativă a imaginilor histologice și imunohistochimice, depășind limitele subiectivității umane. 

Aplicațiile actuale includ segmentarea automată a nucleilor și a structurilor tisulare, cuantificarea 

expresiei markerilor imunohistochimici și identificarea patternurilor subtile de heterogenitate 

tumorală. Platforme precum QuPath și rețelele neuronale convoluționale (CNN) au demonstrat 

utilitate în analiza tumorilor renale, oferind date reproductibile și obiective. 

În carcinomul cu celule clare, IA facilitează evaluarea angiogenezei și a expresiei VEGF, iar în 

carcinomul papilar poate sprijini cuantificarea expresiei c-MET. De asemenea, integrarea analizei 

imagistice cu date moleculare (inclusiv profilul microARN) conturează modele predictive capabile 

să distingă subtipuri tumorale și să anticipeze evoluția clinică [34-37]. 
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Limitările actuale sunt legate de standardizarea algoritmilor, dimensiunea redusă a 

cohortelor și necesitatea validării multicentrice. Totuși, prin capacitatea de a corela date 

morfologice, imunohistochimice și moleculare, IA se conturează ca un instrument indispensabil 

pentru viitoarele abordări multidimensionale în diagnosticul și prognosticul carcinomului renal. 

 

CONTRIBUȚIA PERSONALĂ 

 

5. Fundamentele studiului: motivație, scop, ipoteză și obiective 

Motivația studiului 

În dezvoltarea carcinomul renal componenta genetică are o implicație importantă, 

reflectată atât de sindroamele ereditare (VHL, BHD/FLCN, HLRCC/FH, HPRC/MET, TSC etc.), 

cât și de predispoziția familială, care cresc semnificativ riscul de neoplazie renală și justifică 

detecția precoce și stratificare robustă a riscului în populațiile cu antecedente familiale. În paralel, 

ghidurile clinice actuale recomandă nefrectomia parțială (pentru pastrarea a cît mai mulți nefroni 

funcționali) drept opțiune preferată pentru tumorile renale încadrabile T1 și, selectiv, T2—

beneficiu major ce depinde critic de diagnosticul timpuriu (cu potențial de a evita nefrectomia 

totală la o parte dintre pacienți).  

Scopul studiului 

Scopul cercetării a fost aprofundarea mecanismelor moleculare și fenotipice implicate în 

carcinomul renal cu celule clare, precum și identificarea unor biomarkeri cu valoare diagnostică, 

prognostică și predictivă, integrați într-un model aplicabil în practica clinică. 

În acest context, studiul vizează dezvoltarea și validarea unui cadru integrativ (molecular și 

imunohistochimic) pentru detecția precoce, stratificarea riscului și monitorizarea carcinomului 

renal, cu accent pe: 

• evaluarea miR-21-5p, miR-30c și miR-182-5p în țesut, ser și exozomi (biopsie lichidă); 

• corelarea lor cu panelul IHC standard (PAX8, CAIX, CD10, CK7, CD117, AMACR ± RCC 

marker/Vimentin) și cu markeri de prognostic/predicție (VEGF, c-MET); 

• utilitatea clinică pentru pacienți cu risc familial, în vederea identificării într-un stadiu 

incipient, când rezecția parțială renală poate fi privilegiată față de nefrectomia radicală.  
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Ipoteze de cercetare 

Pornind de la datele obținute din literatura de specialitate recentă, prezenta teză a fost 

construită pe următoarele ipoteze de cercetare: 

1. Dacă expresia diferențiată a microARN-urilor miR-21-5p, miR-30c și miR-182-5p este 

asociată cu mecanismele fundamentale ale carcinogenezei renale (proliferare, invazie, 

metastazare), susținând rolul lor de biomarkeri moleculari diagnostici. 

2. Dacă integrarea analizelor moleculare (miARN) cu panelul imunohistochimic standardizat 

(PAX8, CAIX, CD10, CK7, CD117), completat de markeri predictivi și prognostici 

(VEGF, c-MET), crește acuratețea diagnosticului diferențial și permite o stratificare mai 

fidelă a riscului tumoral. 

3. Dacă valorile microARN-urile circulante, detectate în exozomi și ser, pot constitui „biopsii 

lichide” cu valoare clinică, utile în diagnostic,  monitorizarea postoperatorie și în predicția 

recurenței tumorale. 

4. Dacă corelarea expresiei imunohistochimice (ex. VEGF, c-MET) cu profilul de expresie al 

miARN-urilor poate contura rețele funcționale comune, cu valoare în înțelegerea 

mecanismelor de angiogeneză, invazie și progresie tumorală. 

 

 Obiective principale 

1. Analiza profilului de expresie al miR-21-5p, miR-30c și miR-182-5p în țesut 

tumoral/netumoral, ser și exozomi. 

2. Evaluarea valorii diagnostice a miARN-urilor selectate, individual și în combinație, prin 

analiza performanțelor ROC și a corelațiilor clinicopatologice. 

3. Validarea conceptului de „liquid biopsy” în oncologia renală prin compararea expresiei 

miARN-urilor din compartimentul tumoral cu cel circulant (ser și exozomi). 

4. Investigarea expresiei imunohistochimice a panelului standard (PAX8, CAIX, CD10, CK7, 

CD117, AMACR, RCC, Vimentin) și a markerilor suplimentari VEGF și c-MET, cu 

evidențierea corelațiilor cu parametrii clinicopatologici și moleculari. 

 

 



16 
 

Obiective secundare 

1. Prelucrarea și evaluarea histopatologică a pieselor operatorii/biopsiilor de carcinom renal, 

cu aplicarea panelului imunohistochimic complet. 

2. Izolarea și purificarea microARN-urilor din țesut tumoral/netumoral, ser și exozomi, 

urmată de evaluarea calității și integrității acestora prin metode standardizate. 

3. Revers-transcrierea și cuantificarea expresiei miARN-urilor selectate prin RT-qPCR, cu 

normalizarea și analiza statistică a datelor. 

4. Corelarea rezultatelor moleculare și imunohistochimice cu parametrii clinico-patologici 

(vârstă, sex, dimensiune tumorală, grad ISUP, stadiu TNM, invazie, metastaze). 

5. Testarea asocierilor funcționale între expresia VEGF și miR-21-5p, respectiv între expresia 

c-MET și miR-182-5p, pentru a identifica posibile interacțiuni biologice relevante. 

6. Explorarea utilității monitorizării dinamice a nivelurilor serice și exozomale ale miARN-

urilor în urmărirea postoperatorie și în evaluarea răspunsului la tratament. 

 

6. Metodologia cercetarii 

Selecția cazurilor 

Au fost selectate cazuri de pacienți diagnosticați cu carcinom renal (ccRCC, papillary RCC, 

chromophobe RCC, RCC cu translocații, forme rare), între anii 2019–2024. 

 Pentru Studiul 1: 

➢ lot retrospectiv/prospectiv, selecție din arhiva SCAP (178 de cazuri); 

➢ criterii de includere: diagnostice confirmate, blocuri FFPE disponibile, absența 

tratamentului neoadjuvant. 

 Pentru Studiul 2: 

Studiul s-a desfășurat în perioada iunie 2019 – noiembrie 2021 și a inclus 26 de perechi de 

probe tisulare: țesut renal tumoral și țesut non-tumoral adiacent, prelevat la o distanță de minimum 

5 cm față de leziunea tumorală, pentru a reduce riscul de contaminare tumorală. Probele au fost 

obținute de la pacienți internați în cadrul Secției de Urologie a Spitalului Clinic Județean de 

Urgență „Sfântul Apostol Andrei” Constanța (SCJU), care prezentau suspiciune clinică de tumoră 

renală și au fost supuși intervenției de nefrectomie radicală. De asemenea, au fost recoltate probe 
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de sânge periferic preoperator, cu scopul de a extrage fracția serică pentru analize ulterioare, 

inclusiv izolare de microARN exozomal. 

Prelucrarea pieselor operatorii și stabilirea diagnosticului histopatologic au fost realizate 

în cadrul Serviciului Clinic de Anatomie Patologică (SCAP), conform protocoalelor naționale de 

bună practică în patologie, asigurând acuratețea și reproductibilitatea rezultatelor. Activitatea de 

cercetare a fost aprobată de Comisia Locală de Etică pentru Aprobarea Studiilor Clinice și de 

Cercetare. 

Toți pacienții incluși în studiu au semnat consimțământul informat, exprimând acordul 

pentru utilizarea probelor biologice în scopuri științifice și pentru procesarea datelor cu caracter 

personal în conformitate cu reglementările naționale și europene (GDPR – Regulamentul (UE) 

2016/679). 

Analizele de biologie moleculară (inclusiv extracția de ARN total și cuantificarea expresiei 

genice prin qRT-PCR) și testările imunohistochimice au fost efectuate în cadrul Centrului de 

Cercetare pentru Studiul Morfologic și Genetic în Patologia Malignă – CEDMOG, Universitatea 

„Ovidius” din Constanța. 

 

Metode de cercetare 

o Examinarea histopatologica a pieselor de nefrectomie 

Examinarea histopatologică a pieselor de nefrectomie constituie standardul de diagnostic al 

tumorilor renale, implicând o succesiune riguroasă de etape. După recoltarea intraoperatorie și 

transportul conform normelor de siguranță, piesele sunt supuse prelucrării macroscopice și fixării 

în formol, urmate de recoltarea fragmentelor reprezentative din tumoră, parenchim adiacent, 

capsule, grăsime perirenală, hil și, după caz, glanda suprarenală. Fragmentele sunt procesate 

automat, incluse în parafină și secționate la 3–5 μm, pentru a permite evaluarea microscopică 

standard cu hematoxilină-eozină. Analiza histologică vizează identificarea tipului tumoral, gradul 

de diferențiere, prezența necrozei, invazia capsulei, grăsimii perirenale și a structurilor vasculare 

sau adiacente, precum și aprecierea marginilor de rezecție. În paralel, sunt efectuate prelevări 

dedicate biologiei moleculare, conservate în soluție RNAlater® și stocate criogenic, asigurând 

astfel integritatea materialului pentru analize ulterioare de expresie genică și microARN. 
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o Examinarea imunohistochimică 

Examinarea imunohistochimică a fost utilizată pentru confirmarea diagnosticului și pentru 

caracterizarea moleculară a tumorilor renale. Analiza s-a bazat pe anticorpi monoclonali 

direcționați împotriva markerilor uzuali în carcinomul renal – CK7, PAX8, CD10 și RCC. 

Secțiunile tisulare fixate și incluse în parafină au fost procesate prin deparafinare, rehidratare și 

demascare antigenică, urmate de incubarea cu anticorp primar și secundar, amplificare polimerică 

și dezvoltarea reacției cromogenice cu DAB. Preparatele au fost contracolorate și montate 

permanent, obținându-se evidențierea specifică a expresiei markerilor imunohistochimici relevanți 

pentru subtiparea și evaluarea prognostică a carcinomului renal. 

o Extracția și purificarea speciilor de miARN din ser, exozomi și țesuturi 

Kit-urile miRCURY Exosome, miRNeasy Serum/Plasma și miRNeasy Mini oferă metode 

rapide și eficiente pentru izolarea și purificarea ARN-ului total, inclusiv a fracțiilor de ARN cu 

dimensiuni mici ( <200 nucleotide) din exozomi, ser și țesuturi de origine umană.  

Kitul miRCURY funcționează pe principiul reducerii stratului de hidratare care înconjoară 

particulele aflate în suspensie. Prin amestecarea probei cu bufferul de precipitare, stratul de 

hidratare este redus, permițând precipitarea particulelor subcelulare, inclusiv cele <100 nm, prin 

centrifugare la viteză redusă. În cazul probelor de ser, se elimină celulele reziduale, resturile 

celulare, trombocitele și corpi apoptotici. Pentru o îndepărtare mai eficientă a trombocitelor și a 

microveziculelor mari, probele sunt prefiltrate prin filtre de 0,2 µm. 

Kitul miRNeasy Serum/Plasma este proiectat special pentru izolarea ARN-ului total, inclusiv 

a speciilor de ARN <200 nucleotide, din ser și plasmă. Procedura implică liza pe bază de 

fenol/guanidină și purificarea pe coloane cu membrană de silice. QIAzol, un reactiv monofazic de 

fenol și tiocianat de guanidină, asigură liza completă, denaturarea RNazelor și proteinelor și 

îndepărtarea ADN-ului. Faza apoasă este separată de faza organică după adăugarea cloroformului 

și este supusă precipitației cu etanol. ARN-ul se leagă de membrana de silice în prezența sărurilor 

chaotropice, este spălat și eluat cu apă RNase-free. 

Kitul miRNeasy Mini este destinat extracției ARN-ului total din țesuturi solide și utilizează o 

combinație între liza în mediu guanidină-fenol și purificarea pe coloană de silice. Probele tisulare 

sunt inițial omogenizate în reactivul QIAzol Lysis, care facilitează disocierea completă a 

componentelor celulare, inactivarea RNazelor și separarea fracțiilor macromoleculare. Adăugarea 
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cloroformului și centrifugarea amestecului generează două faze distincte: o fază apoasă superioară, 

care conține ARN-ul, și o fază organică inferioară, în care se localizează ADN-ul și proteinele. 

ARN-ul din faza apoasă este precipitat cu etanol și aplicat pe coloanele RNeasy Mini. În prezența 

sărurilor chaotropice, moleculele de ARN cu lungimi >18 nucleotide se fixează pe membrana de 

silice, în timp ce contaminanții sunt eliminați prin spălări succesive. ARN-ul de înaltă puritate este 

apoi eluat în apă RNase-free, fiind adecvat pentru aplicații ulterioare precum qRT-PCR, microarray 

sau secvențiere de nouă generație (NGS). 

o Determinarea calității, cantității și integrității ARN-ului extras 

Evaluarea purității și cantității ARN-ului a fost realizată prin măsurători de absorbție în spectrul 

UV, utilizând un spectrofotometru NanoDrop One. Metoda se bazează pe principiul legii Beer-

Lambert, conform căreia absorbția luminii este direct proporțională cu concentrația moleculelor 

analizate.  

Lungimile de undă utilizate pentru analiză: 

260 nm – absorbția acizilor nucleici (ARN și ADN) 

280 nm – absorbția proteinelor (în special a triptofanului și tirozinei) 

230 nm – absorbția contaminanților organici (fenol, guanidine) 

240 nm și 320 nm – absorbție de fond, pentru corectarea zgomotului optic 

Rapoartele spectrale relevante: 

OD260/280 – un indicator al contaminării cu proteine; valori între 1.8 și 2.2 sunt considerate 

acceptabile. 

OD260/230 – reflectă prezența compușilor organici; valori peste 1.8 indică un ARN de calitate. 

În cazul probelor cu cantități reduse de ARN, evaluarea concentrației și a integrității 

moleculelor prin spectrofotometrie UV devine limitativă. Pentru o analiză mai precisă a acestor 

mostre, se recomandă utilizarea sistemului TapeStation 2200, a metodei de qRT-PCR cantitativ sau 

a cuantificării fluorometrice. 

Revers-transcrierea și detecția speciilor de miARN prin PCR în timp real 

 

Kitul TaqMan® Advanced miRNA este special conceput pentru cuantificarea speciilor de 

microARN mature dintr-o varietate de probe biologice, inclusiv țesuturi, ser sau plasmă. Procesul 

de cuantificare presupune parcurgerea mai multor etape succesive. 
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În prima etapă, pornind de la ARN-ul total izolat, poli(A) polimeraza adaugă o coadă 

poliadenilică la capătul 3’ al moleculelor de miARN mature. Ulterior, în a doua etapă, un adaptor 

specific este ligat la capătul 5’ al acestor molecule. Această modificare permite inițierea eficientă 

a reacției de transcriere inversă, realizată cu ajutorul unui primer universal de tip RT (reverse 

transcription), rezultând sinteza ADN-ului complementar (ADNc) corespunzător miARN-urilor 

din probă. 

În etapa următoare are loc amplificarea uniformă a ADNc-ului obținut, printr-o reacție 

denumită miR-Amp, care asigură creșterea cantității de produs necesară detecției. 

Pentru detecția specifică și cuantificarea în timp real, se utilizează reacția de PCR 

(Polymerase Chain Reaction) cu sonde de tip TaqMan® MGB. În această etapă, primerii sens și 

antisens se hibridizează la secvențele complementare ale ADNc-ului țintă, iar sonda TaqMan®, 

marcată cu un colorant reporter la capătul 5’ și un supresor non-fluorescent la capătul 3’, se 

atașează la regiunea amplificată, între cei doi primeri. 

Atunci când sonda este intactă, fluorescența colorantului reporter este inhibată prin 

mecanismul de transfer de energie de tip Förster (FRET-Fluorescence Resonance Energy 

Transfer). În timpul elongării, ADN-polimeraza degradează sonda care este hibridizată la secvența 

țintă, separând astfel colorantul reporter de supresorul de fluorescență. Acest proces determină 

eliberarea fluorescenței reporterului, semnal care este proporțional cu cantitatea de ampliconi 

formați. Fluorescența observată crește progresiv în cursul ciclurilor succesive de amplificare, fiind 

direct proporțională cu cantitatea inițială de miARN matur prezent în probă. Deoarece detecția 

fluorescenței are loc numai dacă sonda este perfect complementară cu secvența țintă și aceasta este 

eficient amplificată, reacțiile nespecifice nu sunt înregistrate. 

 

Normalizarea datelor obținute prin reacția de polimerizare în timp real 

În acest studiu, pentru normalizarea nivelurilor de expresie ale speciilor de microARN 

mature din țesuturile de carcinom renal  (RCC) și din probele serice exozomale, au fost utilizate 

strategii de normalizare diferențiate. 

În analiza țesuturilor, expresia microARN-urilor în mostrele tumorale RCC a fost 

comparată cu cea din țesutul renal normal adiacent, recoltat de la aceiași pacienți. În cazul probelor 

serice, normalizarea nivelurilor exozomale de microARN s-a realizat raportat la un grup de control 
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format din indivizi sănătoși, potriviți ca vârstă și sex, fără antecedente oncologice sau 

comorbidități relevante. 

Pentru cuantificarea relativă a expresiei genelor de microARN, s-a utilizat metoda 

comparației valorilor pragului ciclic (Ct – cycle threshold) obținute pentru genele de interes în 

eșantioanele tumorale și serice ale pacienților, comparativ cu cele din țesuturile normale adiacente 

sau serurile calibratoare. Calibratorul a constat într-un eșantion seric provenit de la subiecți 

sănătoși clinic, aliniați din punct de vedere al vârstei și sexului cu pacienții din lotul de studiu. 

Valorile Ct din fiecare eșantion au fost normalizate folosind o genă de referință endogenă 

stabilă: RNU44 pentru probele tisulare și miR-16-5p pentru cele serice. Fiecare probă a fost 

analizată în triplicat, atât pentru microARN-urile de interes, cât și pentru controalele endogene, 

pentru a asigura reproducibilitatea și acuratețea rezultatelor. 

Analiza datelor s-a efectuat conform metodei 2^–ΔΔCt, unde ΔΔCt exprimă diferența 

relativă a expresiei genei țintă între eșantioanele studiate și calibrator. Valoarea ΔCt a fost calculată 

prin scăderea mediei valorilor Ct ale genei de referință din media valorilor Ct ale genei de interes. 

Rezultatele au fost exprimate sub formă de expresie relativă (RQ) sau fold change (FC), 

folosind formula 2^(–ΔΔCt). Astfel: 

un RQ > 1 indică supraexprimarea genei de interes; 

un RQ < 1 indică subexprimarea acesteia; 

un RQ ≈ 1 sugerează o expresie comparabilă între cele două tipuri de eșantioane. 

Această strategie de cuantificare relativă oferă un grad crescut de flexibilitate și reduce 

variabilitatea experimentală, permițând compararea expresiei genelor miARN între diferite 

condiții biologice și tipuri de probe. 

Analiza statistica 

Datele obținute au fost analizate și reprezentările grafice au fost realizate utilizând 

programul statistic MedCalc, versiunea 19.0.3. Variabilele calitative au fost exprimate ca frecvență 

absolută (n) și procent (%), iar variabilele cantitative ca medie ± deviație standard (SD) sau 

mediana și interval intercuartilic (IQR, 25%–75%), în funcție de distribuția datelor. 

Distribuția normală a variabilelor continue a fost verificată prin testul Kolmogorov-

Smirnov. În situațiile în care valoarea p asociată testului a fost <0,05, ipoteza de distribuție normală 

a fost respinsă și s-au utilizat teste non-parametrice. 
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Compararea între două grupuri s-a realizat cu testul t pentru eșantioane independente în 

cazul datelor cu distribuție normală și varianță omogenă, respectiv cu testul Mann–Whitney U 

pentru date cu distribuție non-normală. 

Compararea între mai mult de două grupuri a fost efectuată prin ANOVA unidirecțională, 

urmată de testul LSD pentru comparațiile post-hoc în cazul datelor cu distribuție normală și 

varianțe egale, respectiv prin testul Kruskal–Wallis pentru date non-parametrice. 

Pentru variabilele categorice, s-au utilizat testul χ² (chi-pătrat) sau testul exact Fisher, în 

funcție de dimensiunea eșantioanelor și de frecvențele așteptate. 

Corelațiile între două variabile continue au fost evaluate utilizând coeficientul de corelație 

Spearman (ρ). Pragul de semnificație statistică a fost stabilit la p < 0,05, valoare sub care ipoteza 

nulă a fost respinsă. 

Fezabilitatea diagnostică a microARN-urilor investigate ca potențiali biomarkeri tisulari și 

serici la pacienții cu carcinom renal (RCC) a fost evaluată prin analiza curbelor ROC (Receiver 

Operating Characteristic). Performanța diagnostică a fost caracterizată prin sensibilitate (rata real-

pozitivă) și 1-specificitate (rata fals-pozitivă) pentru diferite praguri. Indicele Youden (J = 

sensibilitate + specificitate – 1) a fost utilizat pentru determinarea pragului optim de discriminare 

și maximizarea arii de sub curba ROC (AUC). 

 

7. Rezultate si discuții 

Studiul nr.1 

Caracteristicile demografice și 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 în 133 cazuri (74,7%). Carcinoamele papilare au reprezentat 14 cazuri (7,9%), iar 

carcinomul cromofob 5 cazuri (2,8%). S-au mai identificat entități rare precum: carcinom de ducte 

colectoare (1 caz, 0,6%), carcinom neuroendocrin renal (1 caz, 0,6%), carcinoame uroteliale 

invazive de grad scăzut (6 cazuri, 3,4%), de grad înalt (9 cazuri, 5,1%), respectiv o metastază 

renală de adenocarcinom cu fenotip tract digestiv (1 caz, 0,6%). În ceea ce privește tumorile 

benigne, au fost înregistrate: 1 tumoră fibroasă solitară, 3 oncocitoame și 5 angiomiolipoame. 
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Analiza distribuției demografice a celor 178 de pacienți incluși în studiu a arătat o serie de 

particularități relevante pentru înțelegerea contextului epidemiologic. 

În ceea ce privește vârsta, s-a constatat că 63 de pacienți (35,4%) au avut vârsta ≤65 ani, 

în timp ce restul de 115 pacienți (64,6%) au depășit această limită. Această repartiție confirmă 

tendința raportată în literatura internațională, conform căreia incidența cancerului renal crește 

progresiv odată cu vârsta, cu un vârf de diagnostic în decada a șasea și a șaptea de viață. 

Din punct de vedere al mediului de proveniență (demografie), majoritatea pacienților – 110 

cazuri (61,8%) – au fost din mediul urban, în timp ce 68 cazuri (38,2%) proveneau din mediul 

rural. Această diferență poate reflecta accesul mai facil al populației urbane la servicii medicale și 

metode de diagnostic imagistic, favorizând depistarea tumorilor renale în faze mai precoce. 

Referitor la sexul pacienților, lotul studiat a inclus 71 de femei (39,9%) și 107 bărbați 

(60,1%), menținând raportul de predominanță masculină descris în majoritatea studiilor 

epidemiologice, unde bărbații sunt afectați de aproximativ două ori mai frecvent decât femeile. 

Un aspect de interes epidemiologic și clinic în patologia tumorală renală îl reprezintă 

distribuția cazurilor în funcție de localizarea la nivelul rinichiului, stâng sau drept. Analiza 

cohortului de pacienți incluși în studiu a evidențiat o repartiție relativ echilibrată între cele două 

părți, fără diferențe semnificative statistic, ceea ce este concordant cu datele raportate în literatura 

de specialitate. Această simetrie relativă sugerează că mecanismele carcinogenetice implicate nu 

prezintă un tropism lateralizat, ci sunt determinate de factori de risc sistemici (hipertensiune, 

obezitate, fumat, predispoziții genetice), la care se adaugă particularități microvasculare și 

anatomice locale. 

Dimensiunea tumorală nu doar că reflectă extinderea bolii, dar are și valoare prognostică 

independentă, pacienții cu leziuni <4 cm prezentând rate de supraviețuire semnificativ mai mari 

față de cei cu tumori voluminoase. În plus, chirurgia conservatoare este mai frecvent posibilă în 

cazul tumorilor mici, crescând șansele de menținere a funcției renale. În cazul lotului studiat 

dimensiune maximă tumorală (cm) a fost distribuita astfel:  ≤ 4 = 50 (30.67%);   ≤ 10 = 32 

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

 

 

 



24 
 

Analiza histopatologica si imunohistochimică a tumorilor renale 

Patologia tumorală renală se caracterizează printr-o mare diversitate histogenetică și 

morfologică, reflectată atât în aspectele macroscopice, cât și în tabloul microscopic și 

imunohistochimic. În evaluarea completă a acestor neoplasme, analiza macroscopică a piesei 

chirurgicale are un rol central, permițând corelarea dimensiunilor, aspectului de secțiune și relației 

cu structurile perirenale cu tabloul histologic și molecular. 

Imunohistochimia (IHC) este indispensabilă în diagnosticul diferențial al tumorilor renale, 

mai ales în situațiile cu aspecte morfologice atipice sau suprapuse. Panelurile de markeri IHC 

facilitează nu doar diagnosticul pozitiv și diferențial, ci și identificarea variantelor rare, cu impact 

direct asupra prognosticului și tratamentului. 

În cadrul lotului de 178 pacienți examinați între 2019–2024, s-a efectuat o analiză 

imunohistochimică extinsă pentru 68 de cazuri, la care s-au adăugat două cazuri suplimentare din 

anul 2025, reprezentând: 

➢ carcinom tubulo-mucinos și cu celule fusiforme (MTSCC), 

➢ carcinom renal dezvoltat pe boală polichistică dobândită (ACKD-RCC). 

Astfel, analiza imunohistochimică s-a realizat pe un total de 70 de cazuri, selecționate pe 

baza particularităților morfologice și a necesității de diagnostic diferențial. 

Lotul studiat a fost constituit predominant din carcinoame renale cu celule clare și 

carcinoame papilare, confirmând ponderea majoritară a acestor două subtipuri histologice în 

patologia tumorală renală. Aplicarea panelului imunohistochimic clasic (PAX8, CK7, CD10, 

CD117, RCC, Vimentin, AMACR) a permis validarea diagnosticului diferențial și definirea 

arhitecturii imunofenotipice a fiecărui caz, oferind totodată informații de stratificare prognostică. 

În completarea acestuia, analiza expresiei VEGF și c-MET a adus date suplimentare cu relevanță 

clinică, subliniind rolul biomarkerilor moleculari în caracterizarea integrată a RCC. 

În carcinomul cu celule clare, supraexpresia VEGF s-a corelat cu gradul crescut de 

angiogeneză tumorală, reflectând activarea căii HIF–VEGF caracteristice acestei entități. Această 

constatare confirmă importanța VEGF ca marker prognostic, dar și ca țintă terapeutică majoră, 

având în vedere sensibilitatea demonstrată a ccRCC la terapiile anti-angiogenice. În schimb, în 

carcinomul papilar, markerul dominant s-a dovedit a fi c-MET, ale cărui niveluri crescute de 

expresie au fost asociate cu un fenotip proliferativ și invaziv, în special în subtipul papilar tip 1.  
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Acest profil sugerează implicarea activării căii MET/HGF în evoluția biologică a pRCC și justifică 

dezvoltarea terapiilor țintite anti-MET pentru cazurile cu evoluție agresivă sau refractare. 

Prin urmare, corelarea imunohistochimiei clasice cu evaluarea expresiei VEGF și c-MET 

consolidează valoarea caracterizării morfomoleculare a carcinomului renal, oferind un cadru mai 

precis de interpretare diagnostică și prognostică. Această integrare permite nu doar delimitarea 

subtipurilor histologice, ci și orientarea către strategii terapeutice personalizate, în concordanță cu 

particularitățile biologice ale fiecărei entități tumorale. 

Deși PAX8 este considerat un marker nuclear sensibil și specific pentru tumorile epiteliale 

renale, trebuie subliniat că există și situații particulare de negativitate imunohistochimică, în 

special în metastazele renale de la neoplasme non-renale. În aceste cazuri, lipsa expresiei PAX8 

poate orienta diagnosticul către o origine extrarenală, în contrast cu tumorile primare renale unde 

markerul este, în general, pozitiv. Totodată, s-au raportat și excepții rare de carcinom renal primar 

PAX8–, mai ales în forme slab diferențiate sau dediferențiate, ceea ce justifică utilizarea unui panel 

imunohistochimic extins pentru confirmarea diagnosticului (în corelatie cu expresia CAIX). 

Integrarea acestor aspecte în practica curentă are o importanță majoră pentru diferențierea dintre 

tumorile renale primare și metastatice, evitând erorile de clasificare și asigurând o conduită 

terapeutică corectă. 

 

Studiul nr.2. 

 

Analiza expresiei genelor miARN 

Analiza expresiei genelor miARN s-a realizat utilizând metoda comparativă ΔΔCt. Pentru 

fiecare eșantion, valorile Ct au fost normalizate în raport cu genele de referință selectate, 

obținându-se valorile ΔCt. Media valorilor ΔCt a fost utilizată pentru compararea diferențelor 

statistice dintre grupurile de eșantioane (NRT vs. RCC), oferind o estimare robustă a variației 

expresiei între condițiile analizate. 

Expresia relativă a fiecărui miARN a fost calculată ca raport de expresie prin aplicarea 

formulei 2(-ΔΔCt), care permite interpretarea modificărilor de expresie în termeni de fold change. 

Pentru o caracterizare mai robustă a distribuției datelor, mediana valorilor RQ a fost utilizată pentru 

a evalua gradul de supraexpresie sau subexpresie a fiecărui miARN, indicând de câte ori nivelul 

de exprimare este crescut sau redus la pacienții cu carcinom renal  în comparație cu grupul martor. 
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o Gena hsa-miR-21-5p 

 

În studiul de față, expresia genei hsa-miR-21 a prezentat o creștere semnificativă statistic în 

țesutul tumoral renal comparativ cu eșantioanele normale adiacente, valoarea medie ΔCt fiind de 

5.25 față de 1.79 (P < 0.001). Această diferență indică un profil de supraexpresie tumorală a 

miR-21, sugerând implicarea sa în mecanismele de progresie și invazie tumorală. La nivel 

circulant, s-a evidențiat o creștere semnificativă a expresiei miR-21 atât în serul pacienților cu 

RCC (5.92; 95% CI: 4,.67–7.69), cât și în exozomii serici (5.29; 95% CI: 4.24–6.67), comparativ 

cu lotul martor (1.61; 95% CI: 1.06–3.58 și, respectiv, 1.92; 95% CI: 1.18–2.85; P < 0,001). 

Prezența concomitentă a acestui miARN în ser și în fracția exozomală subliniază rolul exozomilor 

ca vehicule principale de transport și stabilizare a miARN-urilor circulante, facilitând comunicarea 

intercelulară și promovând fenomenele pro-neoplazice. Expresia relativă a genei miR-21 a arătat 

o supraexpresie de aproximativ 2,79 ori în țesutul tumoral (2.79; 95% CI: 1.76 – 3.65), 4.90 ori în 

ser (4.90; 95% CI: 3.01– 6.48) și 3,44 ori în exozomii serici (3.44; 95% CI: 2.48 – 4.40), 

confirmând potențialul acesteia ca biomarker tisular și circulant în carcinomul renal.  

 

o Gena-miR-30c 

 

Expresia genei miR-30c a fost semnificativ mai redusă în țesutul tumoral renal comparativ cu 

țesutul normal adiacent, valorile medii ΔCt fiind de 3,69 (95% CI: 3,07–4,61) versus 6,17 (95% 

CI: 5,76–7,15; P < 0,001). În ceea ce privește componenta circulantă, miR-30c a prezentat o 

scădere semnificativă atât în ser, cât și în exozomii serici ai pacienților cu RCC, comparativ cu 

lotul martor. Nivelul seric a fost de 3,76 (95% CI: 2,86–4,61) față de 6,23 în 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 în lotul martor (95% CI: 4,37–6,61; P = 0,001). Analiza expresiei relative a 

arătat o subexprimare de aproximativ 2.55 ori în țesutul tumoral (95% CI: 2.01 – 3.09), de 1.54 ori 

în ser (95% CI: 1.39 – 2.23) și de 1.37 ori în exozomii serici (95% CI: 1.09 – 2.23), confirmând 

potențialul miR-30c ca biomarker tisular și circulant în carcinomul renal. 
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o Gena miR-182-5p 

Referitor la expresia genei hsa-miR-182-5p, aceasta a prezentat o creștere statistic 

semnificativă în țesutul tumoral renal comparativ cu eșantioanele normale adiacente, valoarea 

medie ΔCt fiind de 4,26 (IC 95%: 1,09–2,01) față de 1,79 (IC 95%: 0,51–0,85; P < 0,0001). 

Această diferență sugerează un profil de supraexpresie tumorală al miR-182-5p. La nivel circulant, 

creșterea expresiei a fost mai redusă decât în țesut: 1,30 (IC 95%: 1,14–1,71) în ser comparativ cu 

lotul martor 0,91 (IC 95%: 0,55–1,06; P = 0,0012). În exozomi, expresia a prezentat o creștere mai 

evidentă, cu valori de 2,36 (IC 95%: 1,67–3,23) la pacienții cu RCC, comparativ cu lotul martor 

1,51 (IC 95%: 1,21–1,97; P = 0,005). Analiza expresiei relative a evidențiat o supraexprimare a 

miR-182-5p, estimată la 2,55 ori în țesutul tumoral (IC 95%: 2,01–3,09), 1,54 ori în ser (IC 95%: 

1,39–2,23) și 1,37 ori în exozomii serici (IC 95%: 1,09–2,23), confirmând potențialul miR-182-5p 

ca biomarker tisular și circulant în carcinomul renal. 

 

Fezabilitatea diagnostică și prognostică a speciilor de miARN 

Analiza performanței receptorului (ROC) a fost utilizată pentru a evalua fezabilitatea 

diagnostică și prognostică a speciilor de miARN selectate în rol de biomarkeri tisulari si circulanți 

în carcinomul renal. 

Curbele ROC permit vizualizarea sensibilității (rata de adevărat pozitiv) și specificității 

(rata de fals pozitiv) în funcție de diferite valori prag pentru fiecare miARN analizat. Performanța 

diagnostică a fiecărui miARN, respectiv capacitatea de a discrimina între țesutul tumoral și țesutul 

non-tumoral, a fost exprimată prin aria de sub curba ROC (AUC). 

Având în vedere că rezultatele expresiei miARN sunt exprimate ca valori continue (ΔCt), 

pentru fiecare biomarker a fost stabilită o valoare prag optimă (cut-off). Aceasta a fost determinată 

prin identificarea punctului de pe curba ROC unde indicele Youden (sensibilitate + specificitate – 

1) a atins valoarea maximă, indicând cel mai bun compromis între sensibilitate și specificitate. 

Rezultatele obținute indică faptul că nivelurile de expresie ale miARN-urilor selectate pot 

constitui instrumente utile în diferențierea țesuturilor tumorale de cele adiacente normale, precum 

și în discriminarea probelor serice și a exozomilor față de lotul martor la pacienții cu carcinom 

renal (RCC). Performanța diagnostică a acestor biomarkeri a evidențiat valori ale sensibilității 

cuprinse între 57.69% și 92.31% iar specificitatea a variat între 65.38% și 96.15% . 
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 De asemenea, performanța diagnostică a combinațiilor acestor biomarkeri a evidențiat 

valori ale sensibilității cuprinse între 80.77% și 96.15% iar specificitatea a variat între 88.46% și 

100%.  

Se observă că miR-21-5p a prezentat o arie sub curba ROC (AUC) de 0.87 în analiza 

tisulară, asociată cu o sensibilitate de 65.38% și o specificitate de 96.15% (P < 0.001). În 

compartimentul circulant, valorile au fost comparabile: în exozomi, sensibilitatea a fost de 92.31%, 

iar specificitatea de 73.08%, cu o AUC de 0.87, iar în ser, sensibilitatea a fost de 92.31% și 

specificitatea de 65.38%, corespunzând unei AUC de 0.83 (P < 0.001). 

miR-30c a evidențiat o AUC de 0.81 în analiza efectuată la nivel tisular, asociată cu o 

sensibilitate și o specificitate de 80.77% (P < 0.001). În compartimentul circulant, performanțele 

au fost comparabile: în exozomi, AUC-ul a fost de 0.76, cu o sensibilitate de 76.92% și o 

specificitate de 73.08%, iar în ser, valoarea AUC a fost de 0.74, corespunzând unei sensibilități de 

76.92% și unei specificități de 69.23% (P < 0.001). 

La nivel tisular, miR-182 a evidențiat o AUC de 0.86, asociată cu o sensibilitate de 92.31% 

și o specificitate de 69.23% (P < 0.001). În compartimentul circulant, performanțele au fost 

comparabile: în exozomi, valoarea AUC a fost de 0.72, cu o sensibilitate de 57.69% și o 

specificitate de 84.62%, iar în ser, AUC a înregistrat valoarea de 0.76, corespunzând unei 

sensibilități de 73.08% și unei specificități de 76.92% (P < 0.001). 

Pentru a evalua fezabilitatea diagnostică și a combinațiilor de miARN-uri pentru țesut, 

exozomi și ser, au fost generate modele predictive utilizând regresia logistică. Combinațiile celor 

3 miARN-uri studiate (miR-21, miR-30c și miR-182) au demonstrat o performanță superioară 

comparativ cu fiecare analiză individuală .  

La nivel tisular, valoarea AUC este 0.94, având o sensibilitate de 96.15% și o specificitate 

de 92.31% (P < 0.001). În compartimentul circulant, pentru combinația miARN-urilor din exozomi 

AUC-ul a fost de 0.93, asociat cu o sensibilitate de 80.77% și o specificitate de 100% (P < 0.001) 

, iar pentru combinația miARN-urilor în ser, AUC-ul a fost de 0.95, cu o sensibilitate de 92.31% 

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

 

Corelarea expresiei genelor miARN în raport cu variabilele clinicopatologice 

Relevanța clinică a expresiei diferențiale a speciilor de miARN analizate în acest studiu 

(miR-21-5p, miR-30c și miR-182-5p) a fost evaluată în raport cu o serie de parametri 
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clinicopatologici, care includ: sexul, vârsta, localizarea tumorii primare, gradul de diferențiere 

tumorală (ISUP), invazia venoasă, invazia capsulară, invazia perineurală, statusul limfatic (pN), 

prezența metastazelor (pM) si dimensiunea tumorală. 

Analiza statistică nu a evidențiat nicio corelație semnificativă între expresia relativă a 

miARN-urilor studiate (în toate cele trei compartimente biologice: țesut, exozomi și ser) și 

următorii parametri: sex, vârstă, localizarea topografică intra-renală a tumorii (pol superior, mediu 

sau inferior), dimensiunea maximă tumorală sau invazie perineurală. Aceste observații sugerează 

că expresia acestor microARN-uri este relativ independentă de caracteristicile demografice și de 

distribuția intrarenală, dar poate fi influențată de fenotipul tumoral la nivel molecular și de 

agresivitatea biologică. 

Cu toate acestea, s-au identificat corelații semnificative statistic, cu relevanță potențială 

pentru stratificarea prognostică și pentru înțelegerea mecanismelor tumorale: 

• miR-21-5p exprimat în exozomi a prezentat o asociere semnificativă cu localizarea 

tumorală renală (rinichi drept vs. stâng), cu o valoare p = 0.02. Această observație ar putea 

sugera un pattern de secreție exozomală influențat de micro-mediul local sau de 

particularități anatomice și vasculare diferite între cei doi rinichi, ipoteză care necesită însă 

validare suplimentară. 

• miR-182-5p exprimat în țesut tumoral a fost de asemenea semnificativ asociat cu 

localizarea tumorală (p = 0.02) la fel ca și miR-182-5p exprimat în exozomi, cu o valoare 

p = 0.03.  Corelația comună între aceste compartimente biologice subliniază consistența 

expresiei miR-182-5p în funcție de localizarea tumorală și deschide posibilitatea utilizării 

fracțiunii exozomale ca biomarker non-invaziv. 

• O altă corelație semnificativă a fost observată între miR-182-5p din țesut și implicarea 

ganglionară (stadiul pN), valoarea p fiind 0.04. Acest aspect sugerează un posibil rol al 

miR-182-5p în promovarea diseminării limfatice în RCC, susținând literatura care îl 

implică în procesele de migrație și invazie celulară în alte tipuri de cancer. 
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Corelații între compartimentele de expresie ale miARN-urilor și implicațiile lor biologice în 

RCC 

Expresia diferențiată a miARN-urilor în multiple compartimente biologice (tumoral, 

exozomal și plasmatic) oferă oportunități valoroase pentru identificarea de biomarkeri moleculari 

cu aplicabilitate clinică, atât în diagnosticul precoce, cât și în monitorizarea evoluției neoplaziei. 

În cadrul acestui studiu, analiza coeficientului de corelație Spearman a fost aplicată pentru a evalua 

consistența expresiei miR-21, miR-30c și miR-182 între compartimentul tisular și cel circulant (ser 

și exozomi). 

Rezultatele au demonstrat corelații semnificative statistic între expresia miARN-urilor din 

țesutul tumoral și cea din exozomi sau ser, cu cele mai robuste relații observate între țesut și 

exozomi: 

• miR-21 țesut – miR-21 exozomi: ρ = 0.662; p = 0.0002 

• miR-30c țesut – miR-30c exozomi: ρ = 0.578; p = 0.0020 

• miR-182 țesut – miR-182 exozomi: ρ = 0.656; p = 0.0003 

Aceste corelații puternice susțin ipoteza conform căreia exozomii reprezintă vehicule 

biologice fidele care reflectă profilul molecular al țesutului tumoral. Având în vedere că exozomii 

sunt eliberați activ de către celulele tumorale și conțin molecule specifice (ARN, proteine, lipide) 

cu rol în comunicarea intercelulară, consistența dintre expresia din țesut și cea exozomală 

evidențiază potențialul acestora de a fi utilizați drept biomarkeri non-invazivi, cu valoare 

prognostică sau predictivă în carcinomul renal. 

În ceea ce privește compartimentul seric, s-au remarcat de asemenea corelații 

semnificative, în special pentru: 

• miR-30c țesut – miR-30c ser: ρ = 0.688; p = 0.0001 

• miR-182 țesut – miR-182 ser: ρ = 0.623; p = 0.0007 

Aceste date întăresc validitatea profilului circulant de miARN-uri ca o reflectare fidelă a 

expresiei tumorale, dar și ca o sursă ușor accesibilă pentru evaluarea moleculară a pacienților cu 

RCC. Totuși, corelația între miR-21 țesut – ser (ρ = 0.326; p = 0.1042) nu a atins pragul de 

semnificație statistică, ceea ce poate sugera o eliberare diferențială a miR-21 în ser, posibil prin 
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mecanisme extracelulare alternative (ex. agregate proteice, vezicule non-exozomale), sau o 

degradare mai rapidă a acestuia în circulație. 

În ansamblu, aceste corelații susțin ipoteza unei relații funcționale între expresia tumorală 

și semnătura circulantă a miARN-urilor, consolidând argumentul în favoarea utilizării exozomilor 

și serului ca surse complementare de biomarkeri în RCC. Observațiile obținute se aliniază cu studii 

recente care au demonstrat stabilitatea ridicată a miARN-urilor în exozomi, precum și potențialul 

acestora în detectarea precoce și prognosticarea diverselor tipuri de cancer. 

 

8. Discuții și concluzii finale 

Analiza integrată a datelor obținute în cadrul prezentei teze, prin corelarea expresiei 

microARN-urilor cu rezultatele testelor imunohistochimice, a permis conturarea unor perspective 

noi asupra mecanismelor moleculare și fenotipice implicate în carcinomul renal cu celule clare. 

Studiul microARN-urilor selectate (miR-21-5p, miR-30c și miR-182-5p) a demonstrat rolul 

esențial al acestora în proliferare, invazie și metastazare, precum și potențialul lor de biomarkeri 

circulanți, capabili să furnizeze informații diagnostice și prognostice. În paralel, utilizarea 

panelului imunohistochimic standardizat (PAX8, CAIX, CD10, CK7, CD117) completat cu 

markeri de predicție și prognostic (VEGF, c-MET) a consolidat valoarea translatională a 

investigației, oferind un plus de acuratețe în diagnosticul diferențial și în stratificarea riscului 

tumoral. 

Rezultatele arată că integrarea celor două tipuri de analize – moleculară și 

imunohistochimică – nu doar că îmbunătățește înțelegerea etiopatogenezei carcinomului renal, dar 

oferă și instrumente cu valoare clinică directă, cu aplicabilitate în medicina personalizată. Prin 

faptul că PAX8, marker consacrat pentru tumori renale, își poate pierde expresia mai ales în 

metastaze, devine evidentă necesitatea corelării cu alți markeri imunohistochimici și cu datele de 

expresie microARN pentru a asigura un diagnostic corect și complet. Astfel, rezultatele obținute 

conturează un model integrativ, în care biomarkerii moleculari și imunohistochimici acționează 

complementar, deschizând calea spre algoritmi multimarker ce pot sprijini deciziile terapeutice și 

monitorizarea pacienților. 

1. Profilul de expresie diferențiat al miR-21-5p, miR-182-5p și miR-30c susține rolul acestora 

ca biomarkeri moleculari în carcinomul renal. 
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2. miR-21-5p și miR-182-5p sunt consistent supraexprimate în toate compartimentele (tisular, 

seric si exozomi), sugerând un rol oncogen în dezvoltarea și progresia tumorală. 

3. miR-30c este subexprimat, indicând o posibilă funcție supresor tumoral pierdută în RCC. 

4. Exozomii reprezintă o sursă stabilă și informativă de biomarkeri moleculari, cu corelații 

semnificative față de compartimentul tumoral. 

5. Combinația celor trei miARN-uri oferă o performanță diagnostică excelentă, cu valori 

AUC peste 0.90, consolidând ideea unui panel de testare moleculară integrat. 

6. Asocierile identificate cu variabile clinicopatologice subliniază potențialul acestor 

molecule în stratificarea prognostică și personalizarea conduitei terapeutice. 

7. Monitorizarea dinamicii nivelurilor acestor miARN-uri în ser sau exozomi poate furniza 

informații utile privind recurența tumorală postoperatorie sau răspunsul la tratament, 

sugerând aplicabilitatea lor în urmărirea clinică longitudinală a pacienților cu carcinom 

renal. 

8. Testele imunohistochimice rămân o componentă esențială în diagnosticul diferențial al 

tumorilor renale, în special în subclasificarea acestora. Panelul clasic de anticorpi utilizat 

în rutina anatomo-patologică include: PAX8, CAIX, CD10, CK7, CD117, AMACR și RCC 

marker, fiecare având utilitate în distingerea între subtipurile histologice (de exemplu, 

ccRCC vs. papilar vs. cromofob). În mod particular, exprimarea intensă și difuză a CAIX 

este sugestivă pentru ccRCC, în timp ce pozitivarea CK7 este tipică pentru carcinomul 

papilar renal. 

9. Pe lângă acești markeri standard, analiza imunohistochimică a factorilor VEGF (Vascular 

Endothelial Growth Factor) și c-MET (receptorul tirozinkinazei codificat de proto-oncogen 

MET) oferă informații valoroase privind angiogeneza tumorală și potențialul invaziv. 

Studiile recente, inclusiv observațiile din cohorta analizată, au arătat corelații între expresia 

VEGF și gradul nuclear ISUP, precum și între supraexpresia c-MET și stadiile avansate ale 

bolii, sugerând rolul acestora ca factori predictivi de evoluție agresivă. 

10. Corelând expresia markerilor imunohistochimici cu nivelul miARN-urilor analizate, se 

remarcă un posibil paralelism funcțional între supraexpresia VEGF și miR-21-5p, ambele 

asociate cu angiogeneză și progresie tumorală. De asemenea, miR-182-5p, implicat în 

reglarea răspunsului la stres și reparația ADN, ar putea avea legături funcționale cu 
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activarea c-MET, implicat în mobilitatea celulară și metastazare. Aceste observații necesită 

validare suplimentară, dar deschid direcții de cercetare integrativă multi-omică. 

 

Prin urmare, rezultatele acestui studiu contribuie la consolidarea conceptului de "liquid 

biopsy" în oncologia renală și susțin integrarea miARN-urilor și a markerilor 

imunohistochimici (inclusiv VEGF și c-MET) în algoritmii de diagnostic și prognostic. 

Abordarea integrată moleculară-morfologică poate ghida medicina de precizie în carcinomul 

renal, asigurând o mai bună stratificare a pacienților și o monitorizare mai eficientă a bolii. 

 

9. Originalitatea şi contribuţiile inovative ale tezei 

 

Originalitatea tezei 

• Abordare integrativă inovatoare-teza propune corelarea expresiei miARN-urilor în 

multiple compartimente biologice (țesut tumoral, ser și exozomi derivați din plasmă) cu 

datele clinicopatologice și imunohistochimice, într-un model unitar și aplicabil în practica 

clinică. 

• Primă analiză pe o cohortă românească-este pentru prima dată când, în cadrul unei 

populații autohtone, se investighează simultan miR-21-5p, miR-30c și miR-182-5p, alături 

de markerii VEGF și c-MET, integrați într-un model predictiv complex de diagnostic, 

prognostic și monitorizare. 

• Inovație metodologică prin biopsia lichidă -utilizarea tehnologiilor moderne de extracție 

și profilare moleculară a exozomilor reprezintă un element de frontieră în diagnosticul non-

invaziv al cancerului renal și conferă un plus de valoare științifică tezei. 

• Explorarea microambientului tumoral-studiul aduce o perspectivă originală prin 

evaluarea miARN-urilor extrase nu doar din țesutul tumoral, ci și din zone adiacente 

netumorale, aspect esențial pentru înțelegerea persistenței moleculare a bolii și a riscului 

de recurență precoce. 

• Fezabilitatea monitorizării dinamice-lucrarea demonstrează posibilitatea evaluării 

miARN-urilor în probe de sânge recoltate pre- și postoperator, ceea ce oferă o sursă 

neinvazivă, repetabilă și accesibilă pentru urmărirea longitudinală a pacienților. Analiza 
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circulantă a acestor biomarkeri reflectă în timp real evoluția moleculară tumorală, 

deschizând perspective promițătoare pentru implementarea biopsiei lichide renale în 

practica clinică. 

Limitările studiului 

O limitare majoră a studiului este reprezentată de dimensiunea relativ redusă a eșantionului, 

care poate influența robustețea statistică a anumitor corelații. De asemenea, studiul a fost realizat 

pe un subtip histologic dominant (ccRCC), fără extindere asupra altor entități rare sau mixte de 

carcinom renal. Lipsa unei validări externe (cohortă independentă sau studii multicentrice) 

limitează generalizarea rezultatelor. De asemenea, tehnologiile utilizate (qPCR, IHC 

convențională) deși standardizate, nu surprind complexitatea funcțională a rețelelor moleculare 

implicate în tumorigeneză. 

Direcții viitoare de cercetare 

Având în vedere rezultatele obținute în cadrul prezentei teze, perspectivele viitoare de 

cercetare în domeniul patologiei renale se conturează pe mai multe direcții complementare, menite 

să extindă atât aria de aplicabilitate a microARN-urilor, cât și valoarea lor clinică în diagnosticul, 

prognosticul și monitorizarea pacienților cu afecțiuni renale. 

• O primă direcție vizează studiul dinamicii microARN-urilor circulante după nefrectomie. 

Analiza longitudinală a nivelurilor serice de miR-21-5p, miR-30c și miR-182-5p înainte și 

după excizia chirurgicală ar putea furniza date esențiale privind valoarea acestor 

biomarkeri în monitorizarea postoperatorie, identificarea precoce a recurențelor sau a 

metastazelor, precum și în stratificarea pacienților în funcție de riscul evolutiv [261]. Acest 

tip de abordare ar aduce un plus semnificativ practicii clinice, prin caracterul său minim 

invaziv și prin potențialul de a completa informațiile furnizate de imagistica de urmărire. 

• O a doua direcție o constituie extragerea și analiza microARN-urilor din exosomii urinari, 

colectați atât preoperator, cât și postoperator. Urina reprezintă un fluid biologic accesibil și 

neinvaziv, iar exosomii conțin un repertoriu stabil de microARN-uri ce reflectă procesele 

moleculare intratumorale [262]. Studierea modificărilor expresiei miR-21-5p, miR-30c și 

miR-182-5p în exosomii urinari înainte și după intervenția chirurgicală ar putea deschide 

noi perspective în monitorizarea minim invazivă a pacienților, cu potențial de a deveni teste 

complementare în practica curentă. 
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• De asemenea, se conturează ca relevantă și extinderea investigațiilor asupra tumorilor 

benigne renale, precum oncocitomul sau angiomiolipomul, pentru a evalua dacă aceleași 

microARN-uri (miR-21-5p, miR-30c, miR-182-5p) prezintă modificări de expresie în 

aceste entități. Compararea profilului microARN între leziunile benigne și cele maligne ar 

putea contribui la dezvoltarea unor algoritmi diferențiali, extrem de utili în situațiile clinice 

în care diagnosticul este dificil doar pe baza criteriilor imagistice sau histopatologice 

convenționale. 

În plus, validarea acestor rezultate în cohorte extinse și multicentrice, precum și integrarea 

datelor obținute cu informații de transcriptomică globală, proteomică și imunohistochimie, ar 

permite construirea unor modele predictive complexe. Utilizarea inteligenței artificiale și a 

algoritmilor de învățare automată ar putea facilita identificarea unor semnături multimarker 

robuste, cu aplicabilitate clinică directă. 

În ansamblu, direcțiile viitoare de cercetare derivă din ipoteza centrală confirmată de 

prezenta teză: microARN-urile nu doar reflectă procesele fundamentale ale carcinogenezei renale, 

ci pot fi valorificate ca biomarkeri versatili, detectabili în fluide biologice și complementari 

markerilor imunohistochimici, deschizând perspective reale pentru implementarea unei medicine 

personalizate în patologia tumorală renală. 
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