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INTRODUCERE

Cancerul pancreatic reprezintd o problemd majord de sanatate din cauza
agresivitatii sale si dificultatii stabilirii diagnosticului precoce. Adenocarcinomul
pancreatic (ADCP) este cea mai frecventa forma de cancer pancreatic, fiind subiectul
cercetdrii noastre.

Diagnosticul de ADCP este realizat predominant prin intermediul explorarilor
imagistice si endoscopice (ecoendoscopia), intrucat tabloul clinic si investigatiile de
laborator sunt prea putin specifice la momentul actual. Tratamentul se face in echipa
multidisciplinard, Tnsd intrucat majoritatea pacientilor se prezintd la spital in forme
avansate, tratamentul fiind predominant paleativ.

Ecoendoscopia a devenit esentiald in diagnosticul si tratamentul afectiunilor
pancreatice. Aceasta oferd informatii suplimentare cu ajutorul modulelor integrate:
elastografie, utilizarea modulului Doppler color, folosirea substantei de contrast si mai
ales oportunitatea efectudrii biopsiei sau punctiei fin aspirative. Posibilitatea de a preleva
tesut tumoral prin manevra minim invaziva (punctie fin aspirativa sau punctie biopsie cu
ac fin) este importanta atat pentru diagnosticul si prognosticul ADCP, céat si in domeniul
cercetarii, oferind posibilitatea testarii moleculare a probelor tisulare.

Din ce in ce mai multi pacienti cu aceastd patologie se adreseaza clinicii noastre,
incidenta fiind in crestere atit la nivel national, cét si la nivel global. Prin intermediul
acestui studiu am dorit sa fac un prim pas in intdmpinarea acestei probleme, cautand
markeri de diagnostic precoce si de prognostic in ADCP folosind ecoendoscopia si
modulele sale integrate. Intrucat CA 19-9 nu este un biomarker viabil decat in cazuri
selectionate, cautarea noastra s-a axat pe expresia miARN in ADCP si identificarea altor
parametri de diagnostic si prognostic in ADCP.

In concordanti, ADCP rimane una dintre cele mai intilnite teme in randul
congreselor de specialitate. Acest aspect este evidentiat si in cazul literaturii de
specialitate, existand din ce in ce mai multe studii pe aceasta tema. Cercetarea in acest
domeniu prezinta crestere exponentiald, fiind facilitatd de inovatiile tehnologice.
Cercetarea nationala pe acest domeniu nu este inca ampla, existand studii rare referitoare
la identificarea biomarkerilor noi in ADCP.

Rezultatele cercetarii au constituit punctul de plecare pentru 2 articole originale ISI
publicate in reviste internationale: Cells (ISSN: 2073-4409, IF: 6.600) si Endoscopy
(ISSN: 1438-8812, IF:10.093).



. PARTEA GENERALA

Cancerul pancreatic reprezinta una dintre cele mai mortale forme de cancer, atat
prin prezentarea tardiva la medic cu forme ce nu mai prezinta indicatie de tratament
curativ, dar si prin lipsa metodelor de diagnostic precoce. In ciuda evolutiei in
pancreatologie prin aparitia imunoterapiei si imbundtatirile din chirurgia pancreatica,
supravietuirea la 5 ani este sub 10% (1).

in Capitolul 1 sunt descrise date epidemiologice, etiopatogeneza si factorii de risc,
respectiv modalitati de diagnostic ale adenocarcinomului pancreatic. Riscul de cancer
pancreatic este crescut direct proportional cu varsta, rareori diagnosticat naintea varstei
de 55 de ani. Incidenta maxima este Intre 65 si 69 pentru barbati, respectiv 75 si 79 pentru
femei. Cancerul pancreatic este mai frecvent intalnit in tarile dezvoltate, cel mai probabil
Supravietuirea la 5 ani pentru boald metastaticd este de 2.9%, 12.4% pentru boala
regionala si 37.4% pentru boala localizata (2). 80% din pacientii nou diagnosticati au
forma metastatica, iar dintre cei operabili 80% vor prezenta metastaze locale sau la
distanta (1; 3).

Medicina preventiva se adreseaza regasirii factorilor de risc implicati n
etiopatogeneza ADCP. Fumatul, consumul de alcool, obezitatea, dieta bogata in carne
rosie, expunerea la substante toxice sunt factori de risc ce pot fi modificati, importanti
prin posibilitatea inlaturarii lor. Varsta inaintata, sexul masculin, etnia afroamericana,
antecedente personale patologice de infectii cronice sau de pancreatitd cronica, prezenta
diabetului zaharat, grupul sanguin B, antecedentele heredocolaterale de ADCP sunt
factori de risc ce nu pot fi modificati, insa pot atentiona medicul referitor la riscul asociat
de cancer pancreatic. Riscul de ADCP este cel mai mare in randul pacientilor cu grup
sanguin B, pacientii cu grup sanguin A si AB prezentand risc intermediar (4).

Cele mai multe cazuri de ADCP sunt sporadice, doar 10-15% avand o cauza
genetica (3; 5). Exista doua categorii de risc ereditar in ADCP: sindroame ce prezinta
mutatie bine definitd si cancer familial pancreatic. Din prima categorie fac parte:
sindromul cancerelor de san si ovarian ereditare (mutatie BRCA1, BRCA2, PALB2),
sindromul Lynch Il (mutatie MLH1,MSH2, MSH6, PMS2), sindromul Peutz-Jeghers
(mutatie STK11), sindromul familial de melanom multiplu atipic (mutatic CDKN2A),
pancreatita ereditara (mutatie SPINK1, CFTR). Ataxie-teleangiectazie, sindromul Li-

Fraumeni, polipoza adenomatoasa familiala, cancerul colonic ereditar non-polipozic,
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anemia Fanconi sunt rareori incriminate in etiologia ADCP (3; 5; 6; 7). Cancerul familial
pancreatic se bazeaza pe formarea de grupuri (,,cluster”) intrafamiliale, fara a se identifica
un sindrom de susceptibilitate genetica, mai frecvent in randul pacientilor mai tineri
(varsta medie de 68 de ani) (8).

Patogenic ADCP se dezvolta din elementele exocrine glandulare (celule ductale si
acinare). Macroscopic se prezinta ca 0 leziune dura, imprecis delimitata. 60-70% sunt
localizate cefalic, 5-10% corporeal, 10-15% caudal. In cazul formelor avansate
Metastazele pot aparea la nivel (ordonate in ordinea frecventei): ganglionar, hepatic,
peritoneal, pulmonar, pleural, osos (3). Microscopic adenocarcinoamele pancreatice pot
fi clasificate in functie de gradul de diferentiere in: bine diferentiate (grad 1), moderat
diferentiate (grad 2) si slab diferentiate (grad 3). Una dintre semndturile microscopice ale
adenocarcinomului pancreatic este data de prezenta stromei desmoplastice (5). ADCP
poate deriva din leziuni premaligne secundar modificarilor genetice: neoplasm mucinos
chistic, neoplasm intraductal tubulopapilar, neoplasm intraductal oncocitic, neoplasm
intraductal papilar mucinos (cel mai frecvent incriminat) (6; 9). Tumorigeneza
pancreatica se datoreazd unui amalgam de evenimente, suprapunand efectele mutatiilor
genetice intracelulare multiple cu existenta interactiunilor celulare anormale si anomaliile
morfologice ale tesutului pancreatic. Rolul celulelor stelate pancreatice a capatat din ce
in ce mai mult interes in ADCP, intrucat acestea sunt activate inca din stadiul de PanIN
(10). In fazele initiale celulele tumorale se sustrag recunoasterii, proces numit
imunoeditarea tumorala, prin pierderea antigenelor de suprafata drept consecinta a
instabilitatii genetice a tumorii si diviziunii celulare continue. Neoangiogeneza apare
secundar proliferarii angioblastilor sub influenta VEGF si FGF, ducand la aparitia
celulelor endoteliale imature. Mutatiile somatice cel mai des intdlnite in ADCP includ
urmatoarele gene: KRAS, CDKN2A, TP53, SMAD3, MLH1, MSH2, MSH6 (5; 10; 11).

Noi biomarkeri precum micro-ARN circulant (serici sau din plasma, din lichid
pancreatic, din saliva, din materiile fecale) sau tisulari, ADN circulant, ARN non-codant
au fost descoperiti incercand a determina noi metode de diagnostic precoce. MicroARN
sunt fragmente scurte de ARN, necodante care regleaza expresia altor gene, fiind
implicate in reglarea post-transcriptionala a expresiei genice sau prin inhibitia procesului
de translatie (12). miARN pot fi oncomir prin supraexpresia protooncogenelor si/sau

supresoare prin supresia protooncogenelor (13).



Diagnosticul clinic in ADCP nu ofera multe informatii fiind nespecific, insa in
formele precoce predomina urmatoarele simptome: dureri abdominale, meteorism,
flatulenta, diaree, varsaturi, stare de rau general (3; 14). Icterul, hepatomegalia, palparea
unei formatiuni in cadranul superior drept, casexia, ascita, ssmnul Courvoisier sunt cele
mai frecvente semne in ADCP (15; 6). Grupul European Cooperativ Oncologic (ECOG)
a standardizat gradul de capacitate functionald, fiind un factor de prognostic major,
valorile crescute fiind asociate supravietuirii scazute (5).

Diabetul zaharat si glicemia bazala modificata sunt intalnite la 85% din pacienti la
diagnostic, iar 55-85% din cazuri au acest diagnostic in primii 2 ani de la diagnostic. CA
19-9 este singurul biomarker util in cazuri selectionate precum imediat dupa tratamentul
neoadjuvant, preoperator, imediat postoperator inainte de tratamentul adjuvant si pentru
supravegherea postoperatorie. Cu toate acestea CA 19-9 prezintd specificitate redusa,
putand fi crescut nespecific si in patologii non-maligne (16; 17). Rare studii demonstreaza
importanta raportului neutrofile/limfocite (RNL) in prognosticul ADCP, valori peste 5
fiind asociate cu supravietuirea scazuta (18).

Imagistica este standardul de aur in diagnosticul adenocarcinomului pancreatic,
reprezentat de tomografie computerizata multidetector cu protocol pancreatic sau
imagistica prin rezonantd magnetica, insd completarea informatiilor cu investigatiile
endoscopice (EUS) a devenit esentiala in pancreatologie (19). CT ajuta la stadializarea
conform criteriilor de rezecabilitate a cancerului pancreatic (6; 20). IRM cu contrast cu
protocol pancreatic poate fi util in stadializarea ADCP, indeosebi pentru a caracteriza
leziunile hepatice ce nu pot fi descrise corespunzator CT, in caz de suspiciune de tumori
pancreatice ce nu pot fi vizualizate CT sau in caz de alergie la substanta de contrast,
intrucat utilizeaza agenti de contrast non-iodati (19). Colangiopancreatografia asociata
IRM-ului (MRCP) poate fi utilizata ca metoda de diagnostic pentru pacientii icterici ce
nu pot efectua ERCP: obstructie gastricd prin efectul de masd al tumorii sau cu esec al
ERCP-ului (6). PET-CT poate fi asociat cu CT cu protocol pancreatic doar in randul
pacientilor cu risc inalt pentru detectia metastazelor, observand activitatea functionala
diferita a ADCP fata de masele benigne (ce nu capteaza trasor cu exceptia leziunilor
inflamatorii in pancreatita cronica) (6; 16).

Ecoendoscopia este complementara CT, avand sensibilitate si specificitate crescuta
indeosebi pentru tumorile sub 3cm (3; 21). EUS este esentiala in managementul

pacientilor cu patologie pancreatica si a deschis noi porti in studiul molecular al ADCP.



Tehnici asociate EUS ce prezinta un avantaj major In ADCP sunt: punctie fin aspirativa
(FNA) sau biopsie cu ac fin (FNB) prin miscari ,,du-te—vino” permitand detasarea si
aspirarea celulelor, evaluare Doppler color, EUS cu contrast vascular, elastografie (22;
23). Colangiopancreatografia retrograda este utilizata rareori diagnostic, prezentand scop
terapeutic la acest moment prin montarea de stenturi (18). Indicatia de laparoscopie
exploratorie ramane In cazul in care explordrile imagistice ridicd suspiciunea bolii
metastatice oculte, in cazul tumorilor borderline inainte de tratament neoadjuvant sau in
cazul 1n care exista indicatori clinici sau paraclinici care nu sunt in concordanta cu stadiul
imagistic (noduli limfatici de mari dimensiuni, scddere ponderald excesiva, dureri
abdominale importante, CA 19-9 peste 100 U/mL) (19). Examenul bioptic poate fi obtinut
prin punctie ecoghidatd sau CT, prin ecoendoscopie (punctie fin aspirativa sau punctie
biopsie cu ac fin fiind metodele prederate) sau chirurgical. Societatea de Citopatologie
Papanicolau a pus bazele unui sistem standardizat de evaluare a citologiei pancreatice,
structurat in 6 categorii: ,,nondiagnostic”, ,,negativ”, ,atipic”, ,neoplastic”, ,,suspect
pentru malignitate” si ,,pozitiv pentru malignitate” (24).

Diagnosticul diferential al ADCP se face cu pancreatita cronica, pancreatita
autoimuna, tumorile neuroendocrine pancreatice, limfomul primitiv pancreatic, neoplazia
intraepiteliala pancreatica, determindrile Secundare din tumori primare extrapancreatice
(6).

in Capitolul 2 sunt prezentate modalitatile actuale de tratament in adenocarcinomul
pancreatic. Tratamentul ADCP depinde de stadiul bolii (Figura 1). Chirurgia este singurul
tratament cu scop curativ insa rezervat pacientilor cu tumora rezecabila sau borderline
rezecabila (luatd in calcul dupa tratamentul neoadjuvant). Desi au existat progrese in
medicina, nu a fost descoperit un tratament medicamentos eficient in ADCP. S-au
identificat mutatii ce pot fi tintite medicamentos, insa studii suplimentare sunt inca

necesare pentru certificarea datelor.



Chimioterapie (FOLFIRINOX /
Gemcitabina + Nab-paclitaxel)

REZECABIL
Tratament chirurgical
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Figura 1. Tratamentul in ADCP (25), m Status de performanta 2 si/sau bilirubina
totala peste 1.5x N; A Status de performanta 3-4 sau pacient cu comorbiditati
X Imunoterapia se recomanda la pacientii cu ADCP local avansat sau metastatic
si mutatii MMR si MSI (Pembrolizumab, mutatii NTRK (Larotrektinib sau Entrectinib),
mutatii BRCAI sau BRCA2 (Olaparib ca linia a doua) (26)

Noi directii in managementul adenocarcinomului pancreatic sunt prezentate in
Capitolul 3. Noile directii in tratamentul ADCP fac referire la medicina personalizata,
aducand in prim plan tratamentele tintite impotriva genelor, moleculelor, cailor de
semnalizare afectate sau chiar miARN. Terapia tintitd luand in calcul profilul miARN
oferd avantajul ca un singur tip de microARN poate tinti simultan mai multe gene.
Determinarea biomarkerilor genomici a capatat amploare prin intermediul
spectrofotometriei si secventierii genomului. miARN pot fi folositi atat in preconizarea
riscului de transformare maligna a leziunilor pancreatice premaligne, rol diagnostic, cat
si prognostic. miIARN pot preconiza agresivitatea cancerului pancreatic sau chiar
pierderea sensibilitatii la tratament chimioterapeutic sau radioterapeutic. Biomarkerii
proteomici sunt reprezentati de proteine derivate din tumora, decelabile din linii celulare,
tesut tumoral, suc pancreatic si sange (6). Biopsia lichida este in curs de evaluare fiind
considerata o metoda de detectie precoce a ADCP ce consta in determinarea celulelor
tumorale circulante, acizilor nucleici circulanti liberi, microveziculelor ce contin
exozomi. In ciuda tuturor avantajelor, biopsia lichidi prezinti anumite limitari:

sensibilitatea scazutd comparativ cu biopsiile clasice prin raritatea celulelor tumorale
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circulante si acizilor nucleici circulanti in sangele pacientilor, posibilitatea altei surse

extra-pancreatice, lipsa consensului referitor la metodologia prelevarii (27).
Il.  PARTEA SPECIALA

Ipoteza de lucru si obiectivele generale sunt descrise in Capitolul 4. Scopul
cercetarii de fatd este de a evalua mijloacele de diagnostic, markeri sau scoruri ce sunt
utilizate in ADCP si de a dezvolta noi markeri de diagnostic si prognostic. Aportul
personal a fost structurat in doua studii separate, insa interconectate.

In primul studiu am caracterizat lotul studiat continand 43 de pacienti diagnosticati
cu ADCP utilizdnd EUS-FNA (din cohorta initiald de 57 de pacienti) prin evaluarea
detaliatd a parametrilor epidemiologici, clinici, biologici, imagistici, ecoendoscopici si
histologici (probele bioptice fiind obtinute prin EUS-FNA). Ecoendoscopia ne-a oferit
posibilitatea analizei probelor bioptice, fiind o procedura minim invaziva, esentiala in
managementul pacientilor cu ADCP. Am corelat acesti parametrii cu criteriile de
agresivitate ale ADCP: dimensiunea tumorii, existenta metastazelor, invazia vasculara si
supravietuirea.

In al doilea studiu am urmarit determinarea expresiei miARN in ADCP din probele
obtinute prin punctie fin aspirativa ecoendoscopic ghidata de la 41 de pacienti, evaluate
prin RT-gPCR. Am urmarit identificarea semnaturii miARN 1in tesutul tumoral recoltat
de la pacientii cu adenocarcinom pancreatic, comparand profilului miARN din ADCP cu
profilul miARN din patologii non-maligne. Pentru aceasta am folosit 2 loturi: lotul
comparativ constituit din probe de tesut de pancreatita cronica, prelevate prin punctie fin
aspirativa ecoendoscopic ghidata si lotul control constituit din probe de tesut pancreatic
normal peritumoral provenite din biobanca Institutului National de Patologie Victor
Babes. Lotul de studiu constituit initial din 43 de pacienti in randul carora s-a realizat
analiza profilului miARN, a fost modificat prin excluderea ulterioara a 2 pacienti. Acest
lucru s-a realizat cu ajutorul softului de prelucrare statistici SPSS, programul pentru
detectia valorilor mult diferite fatd de media grupului studiat (outlier detection).
Excluderea din lotul de studiu s-a realizat in baza PCA Analysis (Principal Component
Analysis) care Incadreaza pacientii in functie de expresia miARN total. Ipoteza primara
constd in corelarea expresiei miARN tisulare (prelevate ecoendoscopic din randul
pacientilor cu ADCP) cu caracteristici clinice, biologice si imagistice ale pacientilor,

caracterul agresiv al tumorii, raspunsul la tratament specific si factorii prognostici.



Obiectivele generale ale studiului sunt reprezentate de:

1. Stabilirea corelatiilor intre parametrii epidemiologici, clinici, biologici,
endoscopici respectiv histologici (probele bioptice fiind obtinute prin EUS-
FNA) si caracterul agresiv al adenocarcinomului pancreatic;

2. Identificarea profilului miARN specific tesutului tumoral malign pancreatic,
prin comparatie cu tesutul normal peritumoral, respectiv cu tesut din pancreatita
cronica;

3. Identificarea corelatiilor intre expresia modificatd a unui panel de miARN
tumoral prelevat ecoendoscopic (din randul pacientilor cu adenocarcinom
pancreatic) si caracteristicile clinice, biologice, imagistice si endoscopice ale
pacientilor, caracterul agresiv al tumorii, raspunsul la tratament specific si
supravietuirea;

4. Obiectivarea cu ajutorul bioinformaticii (DIANA TarBase) a cailor de
semnalizare si a genelor tintd ale miARN ce prezintd expresie modificata in

lotul de studiu.

Metodologia cercetarii este prezentata in Capitolul 5. S-a efectuat un studiu
prospectiv, observational, multicentric ce a inclus 57 de pacienti cu tumora pancreatica
solida (diagnosticata imagistic) in perioada martie 2019 — septembrie 2021. Urmarirea
pacientilor s-a desfasurat pe parcursul a 2 ani si 6 luni (pand la finalizarea studiului),
constand in vizite telefonice periodice la o luna, 3 luni, 6 luni, 1 an, 2 ani, respectiv 2 ani
si jumadtate, colectand urmatoarele date: anamneza si scor ECOG.

Intrucat discutim despre un studiu multicentric, contributia mai multor centre
medicale a fost facilitata de buna colaborare intre expertii in domeniu. Spitalele partenere
in studiu sunt reprezentate de: Spitalul Clinic de Urgenta “Prof Dr Agrippa lonescu”,
Spitalul Universitar de Urgenta Militar Central “Dr Carol Davila” si Spitalul Clinic de
Urgenta Bucuresti, in colaborare cu Institutul National de Patologie Victor Babes. Studiul
a fost demarat dupa ce au fost obtinute acordurile comisiilor de Etica din cadrul spitalelor
partenere in studiu si acordurile sefilor de sectie ale Clinicilor de Gastroenterologie.
Aspectul multidisciplinar al acestei cercetdri constd si In colaborarile dintre diferite
specialitati gastroenterologie, anatomopatologie si biologie moleculara. Echipele de
gastroenterologie au fost responsabile de evaluarea si diagnosticarea pacientilor: clinic,
anamnestic, biologic, imagistic si ecoendoscopic cu prelevarea probei bioptice.

Examinarea endoscopica a fost realizata in cadrul Laboratorului de Endoscopie Digestiva
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a spitalelor partenere, urmatd de evaluarea histopatologica din cadrul Laboratorului de
Anatomie Patologicd dedicat. Evaluarea expresiei miARN din proba bioptica a fost
realizatd in cadrul Laboratorului de Histopatologie si Imunohistochimie a Institutului
National de Patologie Victor Babes. Prezentul studiu a fost inregistrat in baza de date
clinicaltrials.gov cu numarul de registrare NCT04765410.

Populatia de studiu a constat in pacienti diagnosticati imagistic cu o masa tumorala
solida pancreatica, net identificata sau suspicionatd (computer tomograf si/sau rezonanta
magnetica nucleard) care se prezinta pentru realizarea unei punctii fin aspirative ghidata
ecoendoscopic (EUS FNA). Criteriile de includere in studiu au fost urmatoarele: prezenta
unei formatiuni solide pancreatice, cu diagnostic anatomopatologic necunoscut; varsta
peste 18 ani; existenta unui consimtamant informat semnat. Criteriile de non-includere au
fost urmatoarele: prezenta unei formatiuni solide pancreatice cu diametru mai mic de
10mm sau cu histologie cunoscuta sau a unei mase chistice pancreatice, fara componenta
solidd; tulburari de coagulare prezente (INR > 1.5, APTT > 42 secunde, trombocitopenie
<60 000/mmc) sau imposibilitatea de a opri antiagregantele sau anticoagulantele conform
ghidurilor Societdtii Europene de Endoscopie Digestiva (ESGE); sarcind in evolutie;
varsta sub 18 ani; refuzul sau imposibilitatea obtinerii consimtdmantului informat;
prezenta de structuri vasculare sau canal Wirsung dilatat, interpus pe traiectul acului de
punctie, intre locul de intrare al acului si leziunea solida pancreaticd, neputand fi ocolitd
in cursul punctiei si crescand riscurile procedurii de punctie (decizia medicului
endoscopist); prezenta unei alte malignitati la acelasi pacient ce poate interfera cu
biomarkerii determinati. Participarea la alte studii clinice nu reprezinta un criteriu de non-
includere.

Protocolul de studiu a urmarit inrolarea si evaluarea celor 57 de pacienti in studiu
si efectuarea anamnezei si examenului obiectiv. Dupa explicarea diagnosticului, riscurilor
si beneficiilor protocolului de cercetare, pacientul a semnat consimtamantului informat
pentru participare la studiu. Ulterior s-au prelevat probe biologice (parametrii relevanti
pentru boala de baza) si s-a efectuat EUS-FNA cand s-au recoltat probe bioptice: minim
2 pasaje (unul a fost directionat studiului). Acesta a fost prezervat prin imersare imediata
dupa biopsiere in solutii de stabilizare a ARN (RNAlater), mentinut la frigider 24-48h.
Probele bioptice prelevate EUS-FNA (care nu au fost directionate studiului) au fost

analizate histopatologic pentru confirmarea diagnosticului (Figura 2). Probele de tesut
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imersate in solutie s-au scos din tampon si s-au pastrat la -80°C pana la izolarea ARN. Au

urmat anumiti pasi specifici pentru a putea obtine expresia unui panel de 84 de miARN.
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Figura 2. Pasii procedurali urmati de pacientii din studiu.: dupd anamneza si examenul

obiectiv s-au prelevat probe biologice, ulterior pacientii au efectuat investigatii
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imagistice si endoscopice (EUS-FNA — minim 2 pasaje, unul fiind plasat intr-o eprubetd
speciala ce contine RNA-later ce va fi trimisa catre Institutul Victor Babes pentru
profilul miARN). Proba obtinuta endoscopic (nu cea imersata in RNA-later) a fost
trimisa catre laboratorul de anatomie patologica si analizata, putand astfel confirma
sau infirma diagnosticul de cancer pancreatic. Daca diagnosticul a fost de ADCP,
pacientul a ramas in cohorta de studiu (imaginile sunt preluate din arhiva proprie din
cadrul Spitalului Clinic de Urgenta Bucuresti si Spitalului Clinic de Urgenta “Prof Dr

Agrippa lonescu”)

Izolarea microARN s-a realizat prin miRNeasy mini kit (Qiagen) iar identificarea
expresiei miRNA cu ajutorul miRCURY LNA RT Kit, miRCURY LNA SYBR Green
PCR Kit si miRCURY LNA miRNA Focus panel (YASH — 102Y) (Qiagen, GmbH).
Procedeul de izolare se bazeaza pe liza probei cu fenol si tiocianat de guanidina,
purificarea probei prin fixarea in membrana de siliciu a extractelor de ARN total si stocare
la -80°C. Un punct de control obligatoriu in cadrul experimentelor de biologie moleculara
este verificarea calitatii ARN total precum si determinarea concentratiei, realizate prin
spectrofotometrie in ultraviolet utilizdnd spectrofotometrul NanoDrop 2000
(ThermoScientific). Studiul expresiei micro-ARN l-am realizat utilizind metoda PCR
array prin obtinerea ADN complementar si a amestecului de reactie, apoi amplificarea
prin real-time PCR si in final analiza rezultatelor. Rezultatele obtinute, exprimate in valori
ale Ct (treshold cycle) au fost exportate intr-un document Excel, urmate de analiza
propriu-zisa. Daca valoarea Ct a controlului Blank este < 35, amplificarea este
nespecificd, iar rezultatele nu sunt corecte (se repetd reactia). Pentru fiecare placa se vor
verifica replicatele pentru cele 3 IPC (interplates calibrator) iar daca diferenta dintre ele
este < 0,5, rezultatele pot fi analizate. S-au calculat valorile fold change si fold regulation
pentru a preciza puterea subexpresiei sau supraexpresiei.

Analiza statisticd a fost realizata utilizdnd software Statistical Package for the
Social Sciences SPSS (versiunea 28.0, SPSS Inc., Chicago, IL) si Microsoft Office
Professional Plus 2016 Excel. Pentru reprezentarile grafice s-au folosit SPSS, Excel si
GraficPad Prism 8.4.3. Folosind testul Shapiro-Wilk (<0.05) am observat ca distributia
datelor din al doilea studiu nu este normala, astfel au fost folosite teste non parametrice.
Pentru analiza variabilelor categoriale am folosit testul Chi-Patrat, intrucat in unele cazuri
numarul de pacienti pe categorie a fost relativ redus. Coeficientul de corelare

Pearson/Spearman a fost utilizat pentru a estima corelatiile intre variabilele continue.
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Testele t-test independente sau Mann-Whitney test au fost folosite pentru analiza datelor
continue, exprimate drept medie + deviatia standard sau eroare medie standard. Testul
Kruskal-Wallis a fost folosit pentru compararea grupurilor si pentru compararea
diversilor parametri din cadrul lotului de studiu dacd existd minim 3 categorii.
Semnificatia statistica a fost datd de valori p <0.05 si fold regulation este semnificativa
daca este sub -2 sau peste 2. Pentru a evidentia diferentierea grafica a nivelului de
exprimare a miARN 1n cele 3 loturi am utilizat harta calorica (heatmap), folosind
GraficPad Prism 8.4.3.

Rezultatele corelatiilor epidemiologice, clinice, biologice, imagistice si
endoscopice la pacientii cu ADCP au fost elaborate in Capitolul 6. Din cei 57 de pacienti
inrolati in studiu: 45 au fost confirmati histopatologic cu ADCP, 5 pacienti au fost
diagnosticati cu pancreatita cronica (constituind lotul comparativ in al doilea studiu); 1
pacient a fost diagnosticat cu limfom pancreatic primar, 6 pacienti nu au fost confirmati
histopatologic cu ADCP. Din cei 45 de pacienti confirmati cu ADCP histopatologic, 2
pacienti au fost exclusi intrucat proba biopticd nu a fost suficientd pentru a efectua
prelucrarea miARN. Astfel au ramas 43 de pacienti ce au constituit lotul de studiu. In
randul acestora s-a facut analiza parametrilor epidemiologici, clinici, biologici,
imagistici, endoscopici si prognostici si S-au identificat posibile corelatii intre acesti
parametri cu caracteristicile agresive ale tumorii pancreatice.

Analizand cohorta de studiu s-a observat minima preponderenta a pacientilor de sex
feminin. Analizand supravietuirea in functie de sex in cohorta noastrd, am observat ca
pacientii de sex feminin prezintd supravietuire mai mare decat pacientii de sex masculin
(p=0.026), insa rezultatele pot fi influentate si de preponderenta altor factori de risc in
randul pacientilor de sex masculin (fumat, alcool).

Incidenta maxima a pacientilor cu ADCP se situeazd in decadele 7-8 de viata,
similar datelor din studiul nostru (20). Exista o corelatie negativa intre varsta inaintata si
supravietuirea scazuta in cercetarea noastra (p=0.012).

65.1% din pacienti provin din mediul urban, in timp ce doar 34.95% din pacienti
provin din mediul rural, cel mai probabil datorita accesibilitatii crescute a metodelor de
diagnostic si tratament pentru pacientii din zonele urbane.

Pacientii din lotul de studiu prezinta factori de risc modificabili intalniti la analiza

noastra: fumatul, consumul de alcool si expunerea la substante nocive; respectiv ce nu
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pot fi modificati: varsta inaintatd, prezenta altor comorbiditati precum diabetul zaharat,
antecedentele heredocolaterale de ADCP.

Durerea ramane principalul simptom intalnit la 88% din pacienti, desi nespecific in
ADCP, urmata de scaderea ponderala si icterul sclerotegumentar ce au fost de asemenea
identificate in proportie crescuta la 74%, respectiv 40% din pacienti. Valoarea medie a
IMC-ului fost de 22.02+4.21, majoritatea pacientilor fiind normoponderali.

Exista diferente semnificative statistic ale supravietuirii intre stadiile ECOG: cu cat
stadiul ECOG creste, cu atat supravietuirea scade (p=0.001).

In lotul studiat doar 17.1% din pacienti au prezentat valori glicemice normale, in
timp ce 32% au prezentat glicemie bazala modificata, fapt coroborat cu datele din
literatura de specialitate. In cohorta noastra 82.9% din pacienti prezinti glicemie bazala
modificata sau diabet zaharat, asemanator datelor obtinute de Modi si colaboratorii sai
care au aratat ca 40% din pacientii cu ADCP au glicemia bazald modificata si 85% din
pacientii cu ADCP la diagnostic au diabet sau glicemia bazald modificatd. Noi cercetari
definesc diabetul aparut in patologia pancreatica drept diabet tip 3¢ (in trecut denumit
diabet pancreatogen), aparut secundar insuficientei pancreatice endocrine. (3). CA 19-9
ramane cel mai folosit biomarker la momentul de fatd, insa cu utilitate in cazuri
selectionate. Un element interesant analizat in cohorta noastra este reprezentat de valorile
normale CA 19-9 in randul a 3 pacienti. Nu am identificat diferente semnificative statistic
intre hemoglobind, RNL, albuminemie si supravietuire.

60-70% din adenocarcinoamele pancreatice au localizare cefalica conform datelor
din literatura, fapt confirmat si in studiul nostru ce demonstreaza localizarea cefalica a
ADCP 1in 60.5% din cazuri (2). Pacientii cu tumori cefalopancreatice se prezinta mai
devreme la spital din cauza aparitia precoce a simptomelor secundar contactului tumorii
cu CBP. Astfel se justifica si asocierea valorilor mai mari ale markerilor de colestaza (BR
totala si directd, GGT) si hepatocitoliza (ALT, AST) cu localizarea cefalica pancreatica,
legitura semnificativa din punct de vedere statistic in studiul nostru. Un element
surprinzator este reprezentat de asocierea localizarii cefalice tumorale cu valorile crescute
ale CA 19-9 (p=0.032) intrucat la diagnostic tumorile corporeo-caudale au dimensiuni
mai mari, astfel fiind mai frecvent asociate cu valori mai mari ale CA 19-9.

90.69% din pacientii din studiu s-au prezentat cu forme inoperabile, insa nici un

pacient nu este in forma rezecabila de boala si doar 4 pacienti sunt borderline rezecabili
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(9.31%). Conform stadializarii TNM doua treimi din lotul studiat sunt in stadiul IV de
boala.

Supravietuirea scazuta a fost asociata cu varsta inaintata (Figura 3), statusul ECOG
ridicat (Figura 4a), prezenta metastazelor (Figura 4b) si dimensiunea mare a tumorii

(Figura 5), asocieri ce au fost demonstrate semnificative statistic (p<0.05).
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Expresia miARN tisularda in ADCP a fost analizata in Capitolul 7. miARN
reprezintd 1-4% din genomul uman, controland expresia a peste 60% din genele ce
codifica proteine umane. Expresia fiziologica a miARN intervine in buna desfagurare a
proceselor celulare: cresterea, diferentierea celulara si apoptoza. miARN sunt parametrii
noi obtinuti din produsele patologice ale pacientului (sange, tesut, saliva, materii fecale,
suc pancreatic) ce pot fi nu doar biomarkeri in diagnosticul ADCP, dar si markeri ai
agresivitdtii ADCP exprimati prin prezenta metastazelor, invaziei vasculare, dimensiunea
crescutd tumoralda (12). Evidentierea expresiei miARN a fost analizatd din probele
bioptice prelevate prin ecoendoscopie. Plecand de la cohorta din studiul anterior de 43 de
pacienti, au fost exclusi 2 pacienti consecutiv analizei prin softului de prelucrare statistica
SPSS ,,outlier detection”, in baza PCA Analysis. Pentru analiza comparativa au fost create
2 loturi comparative: lotul 1 constituit din probe de tesut de la pacienti cu pancreatita
cronica prelevate prin ecoendoscopie cu punctie fin aspirativa, numit lotul comparativ,
respectiv lotul 2 constituit din probe de tesut pancreatic normal peritumoral (din biobanca

Institutului de Patologie “Victor Babes”) pe care il vom numi lotul control. Pacientii din
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lotul 1 au facut parte din cohorta initiala de 57 de pacienti, insd consecutiv evaludrii
histologice si ulterior reevaluarii imagistice a fost pus diagnosticul de pancreatita cronica.
in cele 3 loturi au fost analizate 84 miARN implicate in aparitia si evolutia
cancerului. Dintre aceste 84 miARN studiate, 3 miARN (miR-149-3p, miR-202-3p, miR-
206) nu au fost detectate in tesuturile studiate (Ct > 35) conform protocolului de lucru.
La analiza comparativa intre cele 3 gupuri prin testul Kruskall Wallis am observat ca 75
de miARN sunt exprimate diferit intre loturi (Tabel 1 si Figura 6).
Tabel 1. Expresia diferita a profilului miARN in adenocarcinom pancreatic comparativ

CU tesutul pancreatic normal peritumoral, respectiv comparativ cu pancreatita cronica

Lot de studiu (ADCP) vs lot | Lot de studiu (ADCP) vs lot
control  (tesut pancreatic | comparativ (pancreatita

normal peritumoral), analiza | cronica), analiza pair-wise

pair-wise
miARN Test Kruskal | p-value FR m p-value FR m
Wallis
let_7a_5p 0.004 0.717 0.004 -15.34
let_7b_5p <0.001 0.033 -3.16184 0.004 -14.20
let_7c_5p 0.003 0.311 -1.89073 0.004 -9.59
let_7d_5p 0.007 1 0.005 -10.78
miR_200a_3p <0.001 0.001 -8.9012 0.228 -3.16
let_7g_5p 0.021 0.501 0.032 -8.47
let_7i_5p 0.044 1 0.037 -2.75
miR_1 0.005 0.02 -8.68729 0.118 -2.46
miR_100_5p 0.002 0.012 -4.10719 0.051 -1.44
let_7f 5p 0.009 0.57 0.011 -9.08
miR_101_3p 0.005 0.172 -1.34124 0.013 -8.86
miR_103a_3p 0.004 1 0.003 -8.08
miR_106a_5p 0.004 1 0.012 -15.45
miR_106b_5p 0.011 1 0.011 -9.72
miR_107 0.012 1 0.01 -8.03
miR_125b_5p <0.001 <0.001 -39.7994 0.03 -7.74
miR_126_3p 0.001 0.034 -3.22119 0.005 -26.97
miR_130a_3p 0.005 0.153 -2.16855 0.014 -21.96
miR_132_3p <0.001 0.002 -18.433 0.006 -13.39
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miR_10b_5p
miR_133a_3p
miR_141_3p
miR_143 3p
miR_145 5p
miR_146a_5p
miR_26a_5p
miR_150 5p
miR_155_5p
miR_15a_5p
miR_15b 5p
miR_149 3p
miR_16 5p
miR_17 5p
miR_181a 5p
miR_181b_5p
miR_182 5p
miR_27a_3p
miR_186 5p
miR_18a 5p
miR_191 5p
miR_192_5p
miR_148a 3p
miR_194 5p
miR_195_5p
miR_196a 5p
miR_19a_3p
miR_19b 3p
miR_200b_3p
miR_200c_3p
miR_202_3p
miR_10a_5p

miR_205_5p

<0.001
0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.001
<0.001
0.001
0.005
0.085

0.004

0.008
0.005
<0.001
<0.001
0.002
0.001
0.003
0.01
0.002
0.003
<0.001
0.01
<0.001
0.152
0.003
0.001
0.001
<0.001

0.01

0.115

0.001
0.011
<0.001
0.002
0.001
0.205
0.022
0.47

0.11

0.024
0.012
0.108
0.013
0.048
0.885
0.122
0.05
<0.001
0.276

0.001

0.238
0.116
0.004
0.001

0.024

-14.3183
-5.46625
-54.4185
-5.71145
-11.1326
-3.99766
-4.18862
-5.73382
-2.72754

-4.92669
-7.07596
-1.74113
-5.27275

-2.02413

-1.60763
-7.18242
-74.0857
-1.97295

-22.8883

-1.32691
-2.36763
-6.73932
-25.1103

-5.07663

0.019
0.023
0.09

0.025
0.02

0.002
0.004
0.001
0.004

0.065

0.009
0.007
0.003
0.004
0.006
0.014
0.027
0.021
0.005
0.021
0.026
0.02

0.003

0.007
0.003
0.118
0.093

0.227

-6.65
-4.39
-4.99
-4.21
-6.82
-1.75
-15.15
-28.60
-22.55

-6.68

-20.00
-10.30
-14.70
-6.68
-10.99
-5.76
-10.03
-8.72
-19.87
-5.18
-3.98
-5.62
-19.62

-9.76
-14.51
-5.34

-8.44

-2.96



miR_206
miR_20a_5p
miR_20b_5p
miR_21 5p
miR_210_3p
miR_214 3p
miR_215 5p
miR_22 3p
miR_221_3p
miR_222 3p
miR_223 3p
miR_23a_3p
miR_23b_3p
miR_24_3p
miR_25 3p
miR_26b_5p
miR_27b_3p
miR_29a_3p
miR_29b 3p
miR_29c_3p
miR_30b_5p
miR_30c_5p
miR_30d 5p
miR_31 5p
miR_34a_5p
miR_423 5p
miR_7_5p
miR_9 5p
let 7e 5p
miR_92b_3p
miR_93_5p

miR_99a 5p

0.015
0.004
0.004
0.052
0.001
0.006
0.023
0.161
0.064
0.002
0.004
<0.001
0.001
0.007
0.012
0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.05
0.007
0.014
<0.001
<0.001
0.005
0.002
0.011
<0.001

0.776
0.158

0.013
0.107

0.048

0.24

0.168
0.013
0.031

0.002
0.001
0.002
0.001
0.003
0.008
0.004
0.741
0.023
0.192
0.001
0.001
0.173
0.058
0.92

<0.001
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-2.33306

-12.4123
-6.01519

-7.09379

-1.94819
-4.15095
-2.90708

-1.04132
-12.9222
-7.20084
-5.29576
-10.0439
-9.23627
-4.68652
-6.76264

-2.75659
-2.44845
-25.1126
-14.8621
-1.84597

-4.17145

-58.2561

0.023
0.009
0.01

0.011
0.025
0.333

0.017
0.009
0.002
0.005
0.005
0.01

0.077
0.024
0.051
0.018
0.008
0.005
0.002
0.049
0.16

0.042
0.128
0.004
0.014
0.009
0.023
0.011

-10.97
-8.04
-3.58

-8.81
-5.43
-1.91

-12.89
-8.84
-9.52
-5.96
-13.55
-10.73
-6.49
-3.00
-3.95
-3.96
-13.81
-15.83
-13.24

-1.98
-1.27
-2.60
-21.01
-6.04
-8.46
-7.44

-13.68
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Figura 6. Harta calorica (heat map). Tiparul de expresie a 38 de miARN (din cele 84
miARN analizate) cu expresie este modificata in ADCP fata de lotul control si lotul
comparativ, valoare p<0.005 si FR >|2|. Heat map indica supraexpresia (ROSU),
subxpresia (VERDE) si expresia medie (NEGRU). Datele au fost distribuite scalar

considerdand cea mai mare valoare drept 100% si cea mai mica valoare 0%. Randurile

reprezintd probele individuale tisulare, coloanele reprezinta simbolurile miARN.

Analiza pair-wise comparativa a demonstrat subexpresia a 25 de miARN in lotul
de studiu fata de lotul control si lotul comparativ. Cele mai puternic subexprimate miARN
in lotul de studiu au fost: miR-148a, miR-99a, miR-125b, miR-132, miR-195 (ordonate
descrescator corespunzator FR).

La analiza pair-wise comparativa am determinat 13 miARN ce au prezentat
expresie scazuta in lotul de studiu comparativ cu lotul control, dar nu si cu lotul
comparativ. miR-141, miR-200c, miR-7 sunt cele mai puternic subexprimate miARN in

acest caz, conform FR.
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Malnutritia ramane un factor de prognostic nefavorabil in evolutia pacientilor cu
ADCP. In studiul nostru am decelat diferente semnificative statistic intre nivelul miR-
143, miR-29b, miR-34b si miR-99a in randul pacientilor malnutriti. Am observat ca
pacientii cu IMC sub 18.5kg/m? prezinti niveluri mai mici ale miR-143 (p=0.034), miR-
29b (p=0.036), miR-34a (p=0.023), respectiv ale miR-99a (p=0.020) (Figura 7).
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Figura 7. Diferentele semnificative statistic intre expresia miR-29b, miR-34a, miR-99a
si MiR-143 in functie de prezenta malnutritiei (IMC > 18.5kg/m?)

La analiza Mann-Withney am observat ca prezenta durerii (care ar dovedi forma

mai avansata de boald) asociaza niveluri mai mici ale miR-1 (p=0.003), miR-100
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(p=0.046), miR-126 (p=0.023), mMiR-133 (p=0.005), miR-143 (p=0.026), miR-145
(p=0.028) si let-7 (p=0.042).
S-a dovedit existenta unui trend de semnificatie statistica intre valorile scazute ale
miR-100 si dimensiunea crescutd a tumorii (p=0.060 la analiza Kruskall-Wallis).
Invazia vasculara reprezintd un marker de progostic negativ, iar la analiza profilului
miARN am observat ca exista diferente semnificative statistic intre nivelurile miR-10a in
randul pacientilor cu invazie vasculara, respectiv fara invazie vasculara (p=0.028).

Asadar pacientii cu invazie vasculara au niveluri mai mici ale miR-10a (Figura 8).
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Figura 8. Diferentele semnificative ale miR-10a in randul pacientilor cu si fard invazie
vasculara

Tredline negativ de semnificatie statisticd s-a observat in expresia miR-192 in
randul pacientilor cu sau fara metastaze (p=0.065). Pacientii cu metastaze prezinta
niveluri mai mici ale miR-192, acesta putand fi evaluat pe loturi mai mari de pacienti
pentru a observa daca va cadpata rol prognostic.

Cercetand caile de semnalizare implicate in functionarea miARN prin metode
bioinformatice (DIANA TarBase), am identificat implicarea cailor de semnalizare ale
insulinei, IGF/IGF-1R in progresia ADCP. Din cercetarea noastra putem mentiona 6
miARN (miR-1, miR-100, miR-9, miR-145, miR-29¢c si miR-195) implicate in calea
IGF/IGF-1R, subexprimate in lotul de studiu fata de lotul control si lotul comparativ. Mai
mult, exista diferente de expresie a 9 miARN implicate in calea IGF/IGF-1R fata de lotul
control, ce prezinta expresie scazuta in ADCP: let-7b-5p, miR-126-3p, miR-133a-3p,
miR-145-5p, miR-181a-5p, miR-181b-5p, miR-195-5p, miR-29¢-3p si miR-9-5p.
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La analiza lotului de studiu am observat ca existd miARN crescute doar in lotul de
pancreatita cronica comparativ cu lotul control. miR-103a-30, miR-106a,b-5p, miR-16-
5p, miR-17-5p, miR-18a, miR-20a,b-5p, miR-223-3p, miR-93-5p sunt supraexprimate,
prezentand FR de pana la 73.88. Acestea pot prezenta un rol important in caile
inflamatorii. Mai multe studii ce ar certifica rolurile miARN in mecanismele inflamatorii
din pancreatita cronica pot ajuta in determinarea unor tinte terapeutice pentru tratamentul
acestei patologii.

Exista limitari ale studiului nostru. Intrucét cohorta de studiu, lotul control si lotul
comparativ includ un numar mic de pacienti, noi studii urmarind miARN deja regasite in
cercetarea de fatd ca subexprimate ar fi utile, realizate pe loturi mai mari de pacienti
pentru a intdri veridicitatea datelor obtinute. Intrucat informatiile obtinute pentru
diagnosticul de pancreatitd cronicd sunt limitate din cauza prelevarii prin FNA, urmarirea
pacientilor din lotul comparativ de pancreatita cronica a fost esentiald pentru confirmarea
diagnosticului. Studiile din literatura de specialitate demonstreaza ca FNB sau biopsia
chirurgicald ofera rezultate mai bune din punct de vedere al celularitatii in pancreatita
cronica. O alta limitare a studiului consta in lipsa analizelor histopatologice a probelor
directionate examindrii miARN, 1nsd pentru acest impediment am realizat analiza
calitativa a tesutului adus si ulterior am identificat oulieri in studiu cu ajutorul

bioinformaticii si analizei statistice.

Concluziile au fost definitivate in Capitolul 8. Supravietuirea in adenocarcinomul
pancreatic rdmane micd din cauza prezentarii la medic in forme avansate de boala.
Descoperirea unor markeri biologici de predictie este esentiala in tratamentul optim al
bolii.

Identificarea factorilor de risc implicati in etiopatogeneza adenocarcinomului
pancreatic ar ajuta in diagnosticul precoce al bolii si facilita prezentarea precoce a
pacientilor la medic, imbunatétind prognosticul.

Intrucat varsta inaintati rimane un factor de risc important in adenocarcinomul
pancreatic, scazand supravietuirea, evaluarea corespunzatoare a semnelor de alarma din
acest grup populational este esentiald pentru detectia bolii in forme mai putin avansate.

Accesibilitatea scazuta la resursele medicale trebuie adresatd in randul pacientilor
din zonele rurale, intrucat incidenta adenocarcinomului pancreatic este mai mare pentru
pacientii din mediul urban doar datorita facilitatii crescute de a efectua investigatiile

necesare punerii diagnosticului.
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Aparitia diabetului zaharat la un pacient normoponderal adult poate impune
necesitatea investigatiilor suplimentare indeosebi daca pacientul prezinta si alti factori de
risc pentru adenocarcinom pancreatic. Mai mult, recoltarea HbA1C ca marker biologic
poate fi luatd in considerare in alcdtuirea unor formule de diagnostic precoce in
adenocarcinomul pancreatic.

Ecoendoscopia a devenit o examinare de bazd in patologia pancreatica oferind o
gama vasta de informatii cu accesibilitate mai mare decat in trecut. Asadar diagnosticul
pacientilor cu leziuni pancreatice a devenit mai facil prin intermediul elastografiei,
functiei Doppler color, folosirii substantelor de contrast in caracterizarea leziunilor si mai
ales a Dbiopsiei (EUS-FNA sau EUS-FNB). Ecoendoscopia combinatd cu punctiile
aspirative si biopsiile ecoendoscopic ghidate reprezintd proceduri minim invazive cu
riscuri mult reduse fatd de investigatiile anterior folosite (punctii percutane ecoghidate
sau punctii intraoperatorii). Ecoendoscopia prezinta sensibilitate si specificitate mai mari
decat examinarea CT in diagnosticul si caracterizarea in detaliu a tumorilor sub 3cm,
implicata astfel in detectia precoce a ADCP.

miARN fac parte din biomarkerii de mare importantd in pancreatologie, din ce in
ce mai multe studii urmarind expresia lor in tumorigeneza fie ca oncomiR prin

supraexpresie sau ca supresor tumoral prin subexpresie.

Contributiile personale in cercetarea noastra au fost urmatoarele:

1. Rolul ecoendoscopiei in  diagnosticul precoce si  prognosticul
adenocarcinomului pancreatic deriva din posibilitatea prelevarii tesutului tumoral prin
FNA sau FNB si ulterior a analizei moleculare a probelor recoltate. Consecutiv acestei
analize putem determina markeri de diagnostic precoce sau prognostic nefavorabil
implicati in adenocarcinomul pancreatic.

2. Varsta medie a pacientilor din studiu a fost de 66.21 + 10.12 ani, doar 11.62%
din lot avand varsta sub 55 ani. S-a observat prezenta unei corelatii semnificative statistic
intre varsta inaintata si supravietuirea scazuta.

3. Dintre factorii de risc implicati in aparitia ADCP regasim in lotul de studiu
factori ce pot fi modificati: fumatul (16.7%), consumul de alcool (16.27%) si expunerea
la substante nocive (19.2%); respectiv ce nu pot fi modificati: varsta Tnaintatd, prezenta
altor comorbiditati precum diabetul zaharat (44.2%), antecedentele heredocolaterale de

ADCP (9.5%).
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4. 82.9% din pacienti prezintd glicemie bazala modificatd sau diabet zaharat,
punand in evidenta importanta urmaririi mai amanuntite a pacientilor cu diabet zaharat.

5. Durerea in etajul abdominal superior ramane principalul simptom in
adenocarcinomul pancreatic, intalnit la majoritatea pacientilor din lot (88%).

6. O treime din pacienti sunt subponderali (IMC <18.5 kg/m?), demonstrand
impactul adenocarcinomului pancreatic asupra statusului nutritional.

7. 60.5% din lot prezinti localizare cefalopancreatici a tumorii. Intrucat acesti
pacienti prezintd simptome mai repede decat cei cu localizare corporeo-caudald prin
compresia caii biliare principale, se observa asocierea valorilor mai mari ale markerilor
de colestazd (BR totald si directd, GGT) si hepatocitolizd (ALT, AST) cu localizarea
cefalica pancreatica.

8. 90.69% din pacientii din studiu prezintd forme inoperabile, nici un pacient nu
este In forma rezecabila, iar doar 9.31% din lot sunt borderline rezecabili.

9. Supravietuirea este negativ corelatd cu statusul avansat ECOG, dimensiunea
crescutd a tumorii $i existenta metastazelor, asadar detectia precoce a leziunilor rimane
un obiectiv in cercetarea adenocarcinomului pancreatic.

10. Ecoendoscopia a oferit informatii esentiale prin prelevarea de biopsii si analiza
moleculara, punand bazele intregii cercetari. Studiul nostru confirma cercetdrile de
specialitate si aratd ca miARN tisular este exprimat diferit in adenocarcinomul pancreatic
comparativ cu tesutul pancreatic sandtos si cu pancreatita cronica. Asadar din lotul din
primul studiu de 43 de pacienti, cohorta considerata pentru examinarea expresiel miARN
a fost alcatuita din 41 de pacienti, 6 pacienti au alcatuit lotul control (tesut pancreatic
normal peritumoral) si 5 pacienti au constituit lotul comparativ (pancreatita cronica).
Semnatura miARN a adenocarcinomului pancreatic in cadrul cercetarii noastre a urmarit
expresia a 84 de miARN, deceland 75 miARN diferit exprimate intre cele 3 loturi.

11. La analiza comparativa s-a observat subexpresia a 25 de miARN in ADCP fata
de lotul control si lotul comparativ, respectiv 13 miARN subexprimate in ADCP fata de
lotul control.

12. Desi exista studii limitate, predominant pe linii celulare sau modele animale, in
cercetarea noastra am identificat subexpresia miR-1, miR-133, miR-143, miR-195 si
miR-22 tisulare in adenocarcinomul pancreatic, completand datele din literatura.

13. Subexpresia miR-10b, miR-125b, miR-145, miR-24 si miR-27b este regasita in

lotul de studiu, Tnsa exista divergente n literaturd referitor la expresia acestor miARN.
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14. Malnutritia scade supravietuirea si calitatea vietii, fiind un marker de prognostic
al evolutiei nefavorabile. Exista diferente ale expresiei (expresie scazutd) miR-143, miR-
29b, miR-34a si miR-99a in randul pacientilor cu IMC sub 18.5kg/m? in lotul de studiu.

15. Dimensiunea crescuta a tumorii este un factor de prognostic negativ in ADCP,
iar studiul de fatd demonstreaza existenta unui trend de semnificatie statistica intre
dimensiunile mari ale tumorii si subexpresia miR-100.

16. In randul pacientilor cu invazie vasculard am observat valori mai mici ale miR-
10a, fiind luat in considerare ca marker de prognostic negativ.

17. Date suplimentare sunt necesare pe loturi mai mari de pacienti insa cercetarea
noastra aratd o tendinta de diferentiere statisticd a valorilor miR-192 in randul pacientilor
cu metastaze, comparativ cu pacientii ce nu prezinta determinari secundare.

18. La analiza bioinformatici (DIANA TarBase) am determinat rolul caii de
semnalizare a insulinei si IGF-1R in progresia ADCP. 6 miARN implicate in calea
IGF/IGF-1R sunt subexprimate in ADCP spre deosebire de lotul control si lotul

comparativ. Alte 9 miARN au expresie scazutd in ADCP comparativ cu lotul control.

Directiile viitoare de studiu in domeniul biomarkerilor miARN din ADCP au fost
descrise in ultimul subcapitol. Definirea unor biomarkeri pentru patologia benigna
pancreaticad cu risc de transformare maligna ar ajuta In punerea bazelor medicinii
preventive in ADCP. Expresia miARN diferentiat exprimata in leziunile pancreatice
benigne fata de leziunile maligne este importanta in tratamentul preventiv. Subexpresia
miR-214 si miR-148 obtinuta prin metoda ecoendoscopicd apare in adenocarcinomul
pancreatic comparativ cu leziunile benigne pancreatice conform studiilor, derivand astfel
rolul de diagnostic precoce al acesor markeri.

miARN circulante rdman tinta cea mai atractiva prin abundenta, stabilitatea si
usurinta procurdrii probei.

Initial utilizate cu rol de biomarker si rol prognostic, miARN incep a fi studiate
pentru rolul lor terapeutic prin controlul expresiet miARN. Asadar noi studii sunt
necesare pentru a tinti nu doar miARN, cét si moleculele tinta ale acestora, fiind un pas
important In tratamentul personalizat al adenocarcinomului pancreatic. MAP4K4
reprezinta tintd moleculard a miR-141 si poate fi o gend luatd in considerare pentru un
nou tratament personalizat in adenocarcinomul pancreatic.

Tratamentul personalizat in adenocarcinomul pancreatic poate tinti miARN pentru

a creste sensibilitatea la chimioterapie In cazul moleculelor implicate in cresterea
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rezistentei la tratament chimioterapeutic, respectiv la radioterapie (Subexpresia miR-23b
fiind corelata cu radiorezistenta).

Pasi suplimentari sunt in desfasurare pentru a dezvolta markeri mai accesibili pentru
detectia moleculelor implicate in aparitia adenocarcinomului pancreatic. Asadar
examinarea imunohistochimica poate fi luata in considerare pentru detectia ADAMO,
implicata in axa miR-126/ADAMY. Desi nivelul de expresie al E-cadherinei poate fi
identificat imunohistochimic, anticorpii specifici vor avea valori mult prea mici

comparativ cu nivelurile miARN circulante sau tisulare.
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