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Introducere

Cancerul pancreatic este una dintre cele mai agresive afectiuni maligne, cu rate de
supravietuire la 5 ani care nu depasesc 10% [1,2]. Prognosticul negativ se datoreaza in
principal diagnosticului tardiv, in stadii depdasite terapeutic, dar si raspunsului slab la
tratamentele oncologice [1,2]. Cancerul pancreatic este o afectiune cu rate de incidenta si
prevalentd reduse. In aceste conditii, implementarea unor strategii de screening nu este
fezabila din punct de vedere al raportului cost-eficienta [3,4]. Cu toate acestea, ultimul ghid
al Societatii Americane de Gastroenterologie si Endoscopie, din anul 2022, recomanda
screening pentru cancerul pancreatic la pacientii cu risc crescut, respectiv cei cu
susceptibilitate geneticd [5]. La acestd subpopulatie se recomanda evaluare anuald prin
ecoendoscopie sau rezonantd magnetica nucleard, varsta de implementare a stategiei de
screening variind Intre 35-50 ani in functie de afectiunea subiacenta [5]. Proportia pacientilor
cu susceptibilitate genetica pentru cancerul pancreatic, raportatd la numarul total de pacienti
diagnosticati cu aceasta neoplazie, este Insa mica, respectiv aproximativ 10% [5].

Cercetdrile ultimilor ani s-au focusat pe identificarea unor potentiali biomarkeri non-
invazivi cu rol in stabilirea precoce a diagnosticului si evaluarea prognosticului acestor
pacienti [6,7]. Obiectivul principal al acestor studii este reprezentat de cresterea procentului
de pacienti diagnosticati intr-un stadiu ce se preteaza tratamentului chirurgical, In prezent
aceasta fiind singura metoda terapeutica cu scop curativ. S-a demonstrat astfel potentialul
diagnostic si prognostic al unor markeri proteomici, al ADN-ului liber circulant sau
microARN-ului [6,7].

Una dintre afectiunile cu risc de evolutie cdtre cancer pancreatic este pancreatita
cronica [8]. De asemenea, similitudinea intre tablourile clinice, modificarile imagistice si
biochimice poate conduce la intarzierea diagnosticului de cancer pancreatic, catalogat initial
gresit drept pancreatitd cronica [8].

Avand 1n vedere toate aceste aspecte, ne-am propus identificarea unor biomarkeri non-
invazivi cu rol in diagnosticul precoce al cancerului pancreatic si, secundar, ameliorarea
prognosticului acestor pacienti. In urma cercetirii efectuate, am elaborat teza de doctorat
intitulatd “Diagnosticul precoce al cancerului pancreatic”. Aceasta este structuratd in
doud parti principale: o parte generalda, ce prezintd date cu privire la stadiul actual al
cunoasterii in acest domeniu si o parte speciald, ce prezinta contributiile personale.

Partea generald este subdivizata Tn doud capitole care prezintd date epidemiologice si



etiopatogenice, respectiv managementul diagnostic al cancerului pancreatic. Aceste date au
fost publicate 1n reviste ISI cu factor de impact, sub forma de articole tip review [7,9].

Capitolul 1 prezinta ratele de incidentd, prevalentd si mortalitate ale cancerului
pancreatic la nivel mondial, clasificarea histopatologica a cancerului pancreatic, principalii
factori de risc pentru aceasta afectiune malignd si mecanismele fiziopatologice ce justificd
implicarea acestora in oncogeneza pancreatica.

Capitolul 2 prezintd date cu privire la diagnosticul clinic si imagistic al cancerului
pancreatic, dar si rolul diagnosticului molecular in evaluarea pacientilor cu aceast tip de
cancer. Se evidentiazd, de asemenea, provocarile cu care se confrunta cercetarea din acest
domeniu, respectiv, incidenta redusa a adenocarcinomului pancreatic si necesitatea de
colabordri mari nationale si internationale pentru obtinerea unui numar suficient de probe
biologice, necesare identificarii de noi biomarkeri [10]. O meta-analiz publicatd in anul
2021 evidentiaza heterogenitatea tumorilor pancreatice si necesitatea dezvoltarii unor
paneluri de biomarkeri pentru a creste sensibilitatea, specificitatea si acuratetea diagnostica
a acestora [10].

Sectiunea dedicata contributiilor personale este structurata in cinci capitole principale.
Primele doua capitole prezintd ipoteza de lucru si obiectivele generale, respectiv
metodologia generald a cercetarii, iar ultimele trei capitole, rezultatele studiilor clinice si
experimentale, desfasurate pe parcursul cercetarii doctorale. La finalul tezei de doctorat sunt
evidentiate concluziile si contributiile personale, iar intr-o sectiune separata sunt prezentate

referintele bibliografice si anexele.

Contributii personale

Capitolul 3. Ipoteza de lucru si obiectivele generale ale cercetarii

Cancerul pancreatic este una dintre cele mai agresive forme de cancer, cu rate foarte
mari de deces. Prognosticul negativ se datoreaza in principal diagnosticului tardiv, in stadii
avansate, depdsite terapeutic, dar si raspunsului slab la tratamente oncologice. Pe de alta
parte, implementarea unor strategii de screening pentru cancerul pancreatic nu este fezabila
din punct de vedere al raportului cost-eficienta.

Metodologiile de cercetare care implicd utilizarea unor probe biologice de la pacienti
deja diagnosticati cu adenocarcinom pancreatic pot conduce la identificarea unor biomarkeri

ce vor indica insa prezenta bolii simptomatice [10]. O strategie alternativa este reprezentata



de utilizarea unor probe biologice de la pacienti cu leziuni premaligne (neoplazie
intraepiteliala pancreaticd, neoplasm mucinos papilar intraductal sau neoplasm chistic
mucinos) sau de la pacienti ce prezintd afectiuni pancreatice, cu potential dovedit de
transformare malignd (pancreatitd cronicd) [10].

Cercetarea modificarilor moleculare care au loc in timpul progresiei secventiale de la
leziunea initiald catre cancer pancreatic poate genera o mai buna intelegere a procesului de
oncogenezd pancreatica [10]. De asemenea, ne poate oferi o baza pentru proiectarea unor
viitoare strategii de cercetare, cu scopul identificarii unor biomarkeri cu rol in diagnosticul
precoce al acestei malignitati [10]. Mai mult, utilizarea grupurilor de risc ca martori si
combinarea markerilor moleculari cu caracteristicile clinice pot conduce la identificarea
unor biomarkeri capabili sd selecteze populatiile cu risc crescut de evolutie catre cancer
pancreatic [10]. Scopul final este reprezentat de extensia subgrupelor de pacienti la care este
fezabild implementarea unor strategii de screening pentru detectarea precoce a cancerului
pancreatic. Cea mai frecvent utilizatd probd biologica pentru identificarea de noi biomarkeri
este sangele, datorita accesibilitatii si costurilor mici pe care le implica [11].

Exista astfel, o nevoie urgenta de identificare a grupurilor din populatia generala care
au risc crescut de cancer pancreatic in vederea implementarii unor strategii de urmarire
atentd a acestora [12]. O serie de studii clinice au raportat, la pacientii cu adenocarcinom
ductal pancreatic, in special la cei cu formatiuni tumorale subcentimetrice, rate mai bune de
supravietuire, comparativ cu pacientii cu boala avansatd [13]. Pe de altd parte, optiunile de
tratament pentru pacientii cu cancer rezecabil continud sd se Tmbunatdteasca, incluzand aici
disponibilitatea terapiei neoadjuvante multimodale, dar si dezvoltarea regimurilor
chimioterapice adjuvante [13]. In aceste conditii, cresterea procentului de pacienti
diagnosticati intr-un stadiu precoce, de la 15-20% 1n prezent, la 50% ar putea conduce la o
ameliorare substantiala a ratelor de supravietuire a acestora [13].

Avand in vedere toate aspectele mentionate mai sus, ne-am propus sa studiem
potentiali biomarkeri non-invazivi, utili in diagnosticul precoce al cancerului pancreatic,
care s-ar putea aplica pe scard larga pentru ameliorarea prognosticului acestora. Avand in
vedere corelatia dintre pancreatita cronicd si riscul de evolutie cétre cancer pancreatic,
precum si numarul limitat de studii existente in prezent, care sd evalueze comparativ cele
doud loturi de pacienti, am decis urmarirea unor biomarkeri cu potential in selectia mai
avansatd a pacientilor cu risc de transformare maligna. Am definit astfel, trei cohorte de
studiu: pacienti cu pancreatitd cronica, pacienti cu cancer pancreatic si subiecti sandtosi

distribuiti pe grupe de varsta si sex similare cu ale pacientilor din primele doud loturi. Un alt
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aspect important urmdrit in studiul nostru a fost raportul cost-eficienta. In aceste conditii,
ne-am concentrat pe utilizarea unor probe de sange, usor de recoltat, fara riscuri
semnificative pentru pacient si implicand totodata, costuri mici.

Scopul principal al studiului constd in identificarea unor potentiali biomarkeri non-
invazivi, cost-eficienti, cu rol in detectare precoce a cancerului pancreatic. Astfel, am
analizat expresia unor paneluri de proteine plasmatice, citokine, chemokine, factori de
crestere, markeri de angiogeneza si alte proteine solubile, dar si expresia micro-ARN-urilor
ce tintesc cele mai relevante cdi de semnalizare si gene asociate specific cu afectiuni
oncologice.

Printre obiectivele secundare, mentionam:

Identificarea unor factori de risc pentru transformare malignd in randul pacientilor cu
pancreatitd cronica.

Evaluarea comparativa a profilului plasmatic de citokine, chemokine, factori de crestere si
alte proteine solubile la trei categorii de pacienti: pacienti diagnosticati cu pancreatitd
cronicd, pacienti diagnosticati cu cancer pancreatic, si un lot martor alcatuit din subiecti
sdnatosi, cu distributie pe grupe de varsta si sex similard cu cea a pacientilor din primele
doua loturi.

Evaluare comparativa a profilului plasmatic al microARN la pacientii cu cancer pancreatic
versus subiectii sanatosi.

Evaluarea cost-eficientei implementarii acestor biomarkeri in strategia de urmadrire pe
termen lung a pacientilor cu pancreatita cronicd, raportat la morbi-mortalitatea pacientilor

cu cancer pancreatic.

Capitolul 4. Metodologia generala a cercetarii
Designul studiului: studiu prospectiv, nerandomizat.
Alegerea subiectilor: au fost inrolati 120 pacienti ai Spitalului Clinic de Urgenta Bucuresti,
60 cu pancreatitd cronica, 60 cu cancer pancreatic, pe o perioada de 2,5 ani (ianuarie 2020 —
mai 2023). Diagnosticul de certitudine s-a stabilit In urma examenului histopatologic pe
probe tisulare obtinute prin biopsie cu ac fin ghidatd ecoendoscopic (EUS-FNB). Toti
pacientii inclusi in studiu au semnat un consimtdmant informat prin care si-au exprimat
acordul pentru prelucrarea unor date cu caracter personal, precum si pentru recoltarea unor
probe biologice (sange).

Studiul a primit acordul comisiei de etica a cercetarii a Spitalului Clinic de Urgenta
Bucuresti (nr 3929/12.04.2021). De asemenea, s-a stabilit un acord (contract-cadru) de

4



colaborare 1n activitatea de cercetare, intre Spitalul Clinic de Urgentd Bucuresti si Institutul

de Virusologie Stefan S. Nicolau Bucuresti (nr 560/12.04.2022) ce a permis prelucrarea

probelor biologice in cadrul Institutului de Virusologie Stefan S. Nicolau.

Criteriile de includere:

o Lotul 1: 60 pacienti cu diagnostic histopatologic de cancer pancreatic.

o Lotul 2: 60 pacienti cu diagnostic histopatologic de pancreatitd cronica, cunoscuta a fi
un factor de risc major pentru dezvoltarea cancerului pancreatic.

o Lotul 3: 10 subiecti sanatosi, cu distributie pe grupe de varsta si sex similard cu cea a
pacientilor din primele doua loturi.

Criteriile de excludere:

o Refuzul semnarii consimtamantului informat privind participarea la studiu.

o pacienti care au asociat malignitdti cu alta localizare, pentru a reduce ratele de eroare.

o pacienti la care nu s-au putut identifica o serie de variabile paraclinice urmarite in cadrul
studiului.

o pacienti cu probe de sange neconforme (hemolizate), ce nu au permis prelucrarea corecta
ulterioara.

o pacienti la care nu s-a putut recolta o cantitate suficientd de sange (deshidratati/sub
chimioterapie).

o pacienti la care cantitatea de plasma nu a fost suficientd pentru determinarile biologice
si moleculare incluse In metodologia de cercetare.

Pentru analiza statisticd a datelor epidemiologice, clinice si paraclinice am utilizat
programul R, cu urmadtoarele pachete incarcate: effects, ggplot2, ggpubr, gtsummary,
logisticRR. Am stabilit nivelul de semnificatie a 0.05, astfel cd valorile p < 0.05 au fost
considerate cu semnificatie statisticd. Pentru analiza statisticd a rezultatelor studiului

proteomic am utilizat programul GraphPad-Prism 9.0.

Capitolul 5. Date clinice si biologice la pacientii cu cancer pancreatic versus
pancreatita cronica
Introducere. In ciuda progreselor inregistrate in diagnosticul imagistic, diferentierea
adenocarcinomului ductal pancreatic de pancreatita cronicd rdmane o provocare [14].
Pancreatita cronicd se poate prezenta imagistic ca 0 masa tumorala, fiind in acelasi timp un
factor de risc major pentru cancerul pancreatic [14]. Diferentierea dintre cele doua afectiuni
este esentiald pentru evaluarea prognosticului pacientilor si stabilirea managementului

terapeutic optim. Mai mult, au existat situatii in care examenul histopatologic al piesei de
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rezectie chirurgicala a relevat diagnosticul initial eronat Intre o leziune pancreatica benigna
si una malignd [14]. Avand in vedere prognosticul negativ al pacientilor cu cancer
pancreatic, datorat, in principal, diagnosticului tardiv, in stadii depasite terapeutic, ne-am
propus efectuarea unui studiu al carui scop principal a fost reprezentat de identificarea unor
elemente clinice si paraclinice care sa contribuie la stabilirea diagnosticului diferential dintre
pancreatita cronica si cancerul pancreatic. Evitarea unei confuzii diagnostice Intre cele doua
afectiuni, ar permite evitarea unei intarzieri In diagnosticul cancerului pancreatic. Detectarea
precoce a acestei malignitati este extrem de importantd deoarece poate creste procentul
pacientilor eligibili pentru tratament chirurgical, singura metoda terapeuticd cu potential
curativ, in prezent.

Material si metoda. Am realizat un studiu prospectiv, observational, nerandomizat in
care au fost inrolati 120 pacienti ai Spitalului Clinic de Urgenta Bucuresti, pe o perioada de
2,5 ani.

Criteriile de includere au fost reprezentate de:

Lotul 1: pacienti cu cancer pancreatic in stadiile III-IV.
Lotul 2: pacienti cu pancreatita cronica.

Criteriile de excludere au fost reprezentate de:
= prezenta la momentul Inrolarii a antecedentelor personale patologice de cancer cu alta.

localizare sau cancere sincrone (pentru evitarea unor factori de eroare).
* lipsa consimtdmantului informat.
= pacienti ale caror documente medicale au prezentat vicii de completare.

Analiza statistica. Datele colectate au fost centralizate intr-o bazd de date Microsoft
Excel. Ulterior, pentru analiza statisticd, am folosit programul R cu urmatoarele pachete
incarcate: effects, ggplot2, ggpubr, gtsummary, logisticRR. Nivelul de semnificatie a a fost
de 0.05, astfel ca valorile p mai mici de 0.05 au fost considerate cu semnificatie statistica.
Distributia gausianad a fost verificata prin utilizarea testului Shapiro-Wilk si a graficelor de
quantila-quantila (qq plots).

Rezultate si discutii. Analizatd comparativ, rata de risc relativ de cancer pancreatic
versus pancreatitd cronica s-a dovedit a fi de doud ori mai mare la sexul feminin comparativ
cu sexul masculin (95% CI 0,27-0,83), iar cresterea varstei pacientului cu 1 an a condus la o
crestere a odds ratio de cancer pancreatic cu 12% (95% CI 2,94 — 31,2). Aceste rezultate
corespund cu cele din literatura de specialitate. Wang et al. subliniaza un raport al riscului
de pancreatitd cronicd la barbati versus femei egal cu 4:5 [15]. Studiile pe animale au

demonstrat implicarea estradiolului in patogeneza pancreatitei cronice [16]. Astfel,
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tratamentul cu estradiol se pare cd atenueaza apoptoza celulelor acinare, independent de unii
factori precum modificarile mediate de celulele T sau nivelurile de corticosteron sau
testosteron [16]. In ceea ce priveste indicele de masi corporald (IMC), consumul de alcool
si fumatul, nu s-au identificat diferente semnificative statistic intre cele doud grupuri de
pacienti, cee ace se poate explica prin faptul ca atat fumatul cat si consumul de alcool sunt
factori de risc cunoscuti pentru ambele afectiuni. De asemenea, pacientii cu pancreatitd
cronica dezvola de obicei, in evolutie sindroame de malabsorbtie, ca urmare a insuficientei
pancreatice exocrine si inflamatiei cronice, iar pacientii cu cancer pancreatic asociaza
sindrom consumptiv, rezultatul final fiind sciderea ponderald. In ceea ce privesc
antecedentele personale patologice si cele heredocolaterale, studiul nostru a identificat o
singurd corelatie cu semnificatie statisticd, respectiv intre istoricul de pancreatitd acuta si
riscul de evolutie citre pancreatitd cronica (p<0,001). In a doua etapa a acestui studiu am
analizat o serie de parametri biologici, determinati de obicei, de rutind, la prima vizita la
medic. Am identificat astfel, in randul pacientilor cu cancer pancreatic, valori mai mari ale
aspartat aminotransferazei (p 0,005), alanin aminotransferazei (p 0,006), bilirubinei totale
(p<0,001), bilirubinei directe (p<0,001), fostatazei alcaline (p 0,030), proteinei C reactive (p
0,049) si acidului uric (p 0,001) [8]. In contrast, pacientii cu pancreatiti cronica, comparativ
cu cel cu cancer pancreatic, au avut valori serice mai mari ale amilazei (p 0,020) si lipazei
(p 0,029). O altd categorie de markeri evaluati au fost markerii tumorali antigenul
carbohidrat 19-9 (CEA19-9) si antigenul carcinoembrionar (CEA). Numarul de pacienti, la
care au fost determinati acesti markeri, a fost insd mic, motiv pentru care diferentele nu s-au
dovedit semnificative statistic. Cu toate acestea, pacientii cu cancer pancreatic au avut valori
ale CEA de aproximativ doud ori mai mari comparativ cu cei cu pancreatita cronica, iar ale

CA-19-9 de aproximativ 70 ori mai mari [8].

Capitolul 6. Rolul analizei proteomice in diagnosticul precoce al cancerului
pancreatic

Introducere. Pentru ameliorarea prognosticului pacientilor cu cancer pancreatic,
cercetarile ultimilor ani s-au focusat pe identificarea unor biomarkeri cu rol in diagnosticul
precoce al acestei neoplazii. Progresele inregistrate in domeniul diagnosticului molecular,
incluzand detectarea de proteine, ADN liber circulant sau microARN, s-au dovedit a fi
promitatoare pentru diagnosticul precoce al cancerului pancreatic [7]. Un avantaj important
al acestor tehnici moleculare este caracterul lor non-invaziv [7].

Scopul studiului nostru este reprezentat de identificarea unor potentiali biomarkeri
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non-invazivi cu rol in diagnosticul precoce al cancerului pancreatic. Am realizat astfel o
analiza proteomicd de screening, pe pooluri de plasma, de la pacienti cu cancer pancreatic
versus pacienti cu pancreatitd cronicd, utilizand un kit multianalit. in urma acestei analize
am identificat o singurd proteind plasmaticd cu valori semnificativ crescute la pacientii cu
cancer pancreatic versus pancreatitd cronicd, respectiv leptina. Ulterior, am urmarit validarea
acestor rezultate prin determinarea cantitativa a concentratiilor leptinei in probe individuale
de plasma, utilizand tehnica ELISA. Dovezile privind rolul potential al Carcinoembryonic
Antigen-related Cell Adhesion Molecule 1 (CEACAMI) in detectarea precoce a cancerului
pancreatic, precum si corelatia pozitiva dintre acest biomarker si indicele de masa corporala,
similar leptinei, ne-au determinat sd evaludm simultan cu expresia leptinei, si expresia
CEACAMI1 [17,18]. Mai mult, CEACAMI1 pare a regla expresia leptinei, prin interferenta
cu anumite cai de semnalizare implicate si in oncogeneza.

Material si metoda. Am realizat un studiu prospectiv, experimental, pe o durata de
2,5 ani, in care am definit trei loturi de subiecti: lotul 1 alcatuit din 30 pacienti cu cancer
pancreatic, lotul 2 alcatuit din 30 pacienti cu pancreatita cronica si lotul 3, alcatuit din 10
subiecti sanatosi, distrubuiti pe grupe de varsta si sex similare cu ale pacientilor din primele
doud loturi. Acest studiu a fost aprobat de catre comisia de eticd a Spitalului Clinic de
Urgentd Bucuresti (nr 3929/12.04.2021) si condus dupa principiile Declaratiei de la
Helsinki. Toti subiectii inclusi In studiu au semnat un consimtdmant informat prin care si-au
dat acordul cu privire la prelucrarea unor date cu caracter personal si recoltarea unor probe
de sange. Diagnosticul de certitudine s-a stabilit Tn urma examenului histopatologic. Probele
biologice au fost obtinute prin EUS-FNB.

De la fiecare subiect inclus in studiu am recoltat 6 ml sdnge (cate 2 eprubete cu acid
etilendiaminotetraacetic-EDTA). Am transportat probele de sdnge in maxim doud ore la
Institutul de Virusologie Stefan S. Nicolau, unde le-am centrifugat pentru a izola plasma
(doua tuburi Eppendorf cu cate 1,5 ml plasma de la fiecare pacient). Ulterior, am depozitat
plasma in congelatoare, la -80 grade Celsius.

Analiza proteomica comparativa pe pool-uri de plasma la cele trei loturi de pacienti.
In etapa de screening a analizei proteomice am folosit Proteome Profiler Human XL
Cytokine Array Kit (ARY022B, R&D Systems, Abingdon, UK) bazat pe tehnica dot-blot,
pentru determinarea semicantitativd simultana a 105 analiti (citokine, chemokine, markeri
de angiogeneza, factori de crestere si alte proteine solubile) in pooluri de plasma de la cele
trei categorii de subiecti.

Determinarea cantitativa a concentratiilor plasmatice ale leptinei si CEACAMI
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utilizand tehnica ELISA. Pentru validarea rezultatelor pe probe individuale, am utilizat
kiturile ELISA Invitrogen KAC2281 si ab215540 Human CEACAMI1 Simple Stept.

Rezultate si discutii. Analiza statisticd a identificat o similitudine relativd Intre
expresia proteinelor plasmatice la pacientii cu cancer pancreatic si cei cu pancreatitd cronicd,
comparativ cu subiectii sdnatosi. Astfel, proteinele cu expresie crescuta la ambele categorii
de pacienti, au fost: apolipoproteinele A-I, B-cell activating factor (BAFF), brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), componentele complementului C5/C5a, ligandul CD 40
/TNFSFS5, granulocyte colony stimulating factor (G-CSF), growth differentiation factor 15
(GDF-15), Insulin Like Growth Factor Binding Protein 3 (IGFBP-3), IL-1alfa (IL-1F1),
vitamina D BP, T-cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3 (TIM-3),
urokinase-type plasminogen activator receptor (uUPAR), mieloperoxidaze, MIG, matrix
metaloproteinaza 9 (MMP-9), platelet-derived growth factor AA (PDGF-AA), platelet-
derived growth factor AB/BB (PDGF AB/BB), pentraxina 3/TSG-14, suppression of
tumorigenicity 2 protein ST2 (IL2 R4) si trefoil factor 3 (TFF3). In contrast, adiponectina,
DPP-1V, IL-1ra si leptina au avut expresie crescutd doar la pacientii cu cancer pancreatic
(comparativ cu subiectii sdnatosi) iar angiopoietina-2, kallikrein 3 si lipocalin 2, doar la
pacientii cu pancreatitd cronica.

Analiza comparativd a expresiei proteinelor plasmatice la pacientii cu cancer
pancreatic versus pancreatitd cronica a identificat o singura proteind cu expresie crescuta,
respectiv leptina (x 6,3 FC). Am validat aceste rezultate prin tehnica ELISA, pe probe
individuale de plasma, dovedind concentratii plasmatice mai mari la pacientii cu cancer
pancreatic versus cei cu pancreatitd cronicad (59,41 ng/ml versus 17,96 ng/ml; p=0,0405).
Acesta diferentd s-a mentinut semnificativa statistic, independent de alti factori, precum
IMC-ul, sexul, varsta, fumat, consumul de alcool, istoricul de diabet zaharat, nivelul seric al
trigliceridelor si colesterolului.

Pentru intarirea acestor rezultate, am continuat experimentele cu determinarea
cantitativa, prin metoda ELISA, a CEACAMI. Motivul care ne-a condus la determinarea
CEACAM1 a fost reprezentat de dovezile implicarii acestuia in oncogeneza pancreatica, dar
si In reglarea expresiei leptinei. Am identificat astfel valori plasmatice ale CEACAMI1
semnificativ statistic mai mari la pacientii cu cancer pancreatic comparativ cu cei cu
pancreatitd cronicd (12,75 ng.ml versus 9,89 ng/ml, p=0,0282). Cu toate acestea, rezultatele
privind corelatia dintre expresia plasmatica a celor doi biomarkeri nu au fost semnificative
statistic.

In continuare am urmarit identificarea altor parametri care pot influenta expresia
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leptinei si CEACAMI la cele doua categorii de pacienti, prin analize de regresie lineara
simpla si ulterior, multipld. Am identificat astfel, cresterea nivelului plasmatic al leptinei,
independent de alti parametri precum varsta, sex, IMC, fumat, consumul de alcool, istoricul
de diabet zaharat, nivelul seric al trigliceridelor si colesterolului. in contrast, concentratia
plasmatica a CEACAMI1 s-a dovedit a fi dependentd de parametri multipli, precum
diagnosticul de cancer pancreatic sau pancreatita cronica (p 0,029, 95%CI 24,67 — 460,1),
sex (p 0,001, 95% CI -588,1 - -157,3) IMC (p 0,0077, 95%CI 8,73 — 54,27) si nivelul seric
al trigliceridelor (p 0,0002, 95%CI 1,11 — 3,39). Putem astfel sa explicam lipsa de corelatie
dintre expresia plasmatica a celor doi biomarkeri, in ciuda nivelurilor serice mai mari ale
ambilor, la pacientii cu cancer pancreatic. De asemenea, ridicam ipoteza utilitatii
monitorizarii concentratiilor serice ale leptinei la pacientii cu pancreatita cronicd, in vederea
detectarii precoce a transformarii maligne a leziunilor pancreatice.

Leptina este o adipokind, codificatd de gena LEP, sintetizata la nivelul tesutului
adipos, cu rol in reglarea apetitului, metabolismului lipidelor, homeostaziei glucozei si
greutdtii corporale [19,20]. Leptina actioneaza prin intermediul unui receptor
transmembranar respectiv, Ob-R [20]. Expresia receptorului Ob-R s-a identificat la nivelul
multor tesuturi gastrointestinale si linii celulare tumorale [21,22]. Mai mult, unele tumori
pot exprima atat leptina, cat si receptorul Ob-R, permitand astfel semnalizarea autocrina
[23]. Implicarea leptinei Tn oncogeneza poate fi explicatd prin efecte precum promovarea
proliferarii, migrarii, invaziei celulare si angiogenezei tumorale sau inhibarea apoptozei
celulelor tumorale [22]. Mai mult, leptina poate inhiba activitatea celulelor T reglatoare,
influentand procesul de supraveghere imuni a cancerelor gastrointestinale [24]. In teza de
doctorat sunt prezentate pe larg caile de semnalizare cu care interferd leptina in procesul de
oncogeneza.

Moleculele CEACAM apartin  familiet de imunoglobuline legate de
glicozilfosfatidilinositol si se gasesc la suprafata a numeroase tipuri de celule, inclusiv
celulele epiteliale si endoteliale [25]. Aceste molecule sunt implicate In reglarea ciclului
celular si adeziunii celulare, semnalizarii intercelulare si intracelulare, proceselor
inflamatorii, angiogenezei, progresiei proceselor tumorale si metastazarii [25]. CEACAMI,
poate actiona ca un senzor molecular la suprafata celulei, regland semnalizarea celulara [25].
Acest biomarker este, de asemenea, un ligand al receptorului de insulind, iar activarea sa de
catre tirozin kinaza acestui receptor initiaza o cascada de cai de semnalizare, implicate In
cresterea si proliferarea celulara [26]. Wei et al. au raportat supraexpesia receptorului DcR3

in plasma pacientilor cu cancer pancreatic, dar si la nivelul tesutului tumoral [27]. DcR3 s-a
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asociat cu o intensificare a fosforildrii signal transducers and activators of transcription
(STATI1) si secundar, stimularea expresiei si activitatii factorului 1 de reglare al
interferonului (IRF1) [27]. DcR3/STAT1/IRF1 au creat o bucla de feedback pozitiv, care a
crescut activitatea transcriptionald a CEACAMI in cancerul pancreatic [27]. Pinkert et al.
au demonstrat recent rolul CEACAMS6 1in supresia unor raspunsuri antitumorale precum
moartea celulara mediatd de celulele T sau secretia de citokine [28]. Activitatea
imunosupresoare a CEACAMO6 este mediata de legarea la CEACAMI, de la nivelul celulelor
T activate [28].

Studiul nostru formuleaza concluzia conform careia identificarea unor valori serice
crescute ale leptinei, la pacientii cu pancreatitd cronicd, ar trebui sa conduca la ridicarea
suspiciunii de transformare maligna si extensia managementului diagnostic. Scopul final
este reprezentat de detectarea cancerului pancreatic intr-un stadiu incipient, eligibil pentru

tratament chirurgical in scop curativ.

Capitolul 7. Rolul microARN-ului in diagnosticul precoce al cancerului pancreatic

Introducere. MicroARN-urile sunt molecule mici de ARN, formate din 19-24 de
nucleotide, care joacd un rol vital in expresia genetica posttranscriptionala [29]. Natura
agresiva a neoplasmelor maligne pancreatice si absenta unor biomarkeri cu rol diagnostic au
condus la cercetarea microARN-urilor ca instrument promitator pentru dezvoltarea unor
scoruri de predictie, precum si pentru ameliorarea managementului terapeutic al acestor
pacienti [30,31]. Rolul cardinal al microARN-urilor in procese biologice cheie precum,
supravietuirea, apoptoza si proliferarea celulara, invazia, metastazarea si raspunsul la
medicamente evidentiaza potentialul lor ca tinte diagnostice, prognostice si terapeutice
[29,32]. De asemenea, se cunosc putine date cu privire la comunicarea intercelulard mediata
de microARN in cancerul pancreatic [29,32]. Restabilirea nivelurilor unor microARN-uri
supresoare tumorale si inhibarea microARN-urilor oncogenice la nivelul tesutului sénatos,
ar putea fi benefica in mentinerea mecanismelor endogene de reglare anti-tumorala [29,32].
In ciuda progreselor extraordinare in acest domeniu, utilizarea microARN-urilor ca tinta
terapeutica in cancerul pancreatic, se confruntd cu limitari majore [29,32]. Una dintre cele
mai importante este reprezentatd de necunoasterea potentialelor efectele si nivelurilor de
toxicitate ale acestor molecule, modificate chimic, asupra celulelor sanitoase [29,32]. In
concluzie, cancerul pancreatic raiméane o cauza principald de deces la nivel mondial, iar rolul
microARN-urilor in managementul acestor pacienti reprezintd o sperantd pentru ameliorarea
prognosticului lor.
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Avand in vedere numadrul limitat de studii cu privire la expresia plasmatica a
microARN-urilor la pacientii cu cancer pancreatic, comparativ cu subiectii sanatosi, am ales
aceastd tema ca obiectiv principal pentru urmatorul studiu. Am definit, astfel, doua loturi de
studiu: lotul 1- 23 pacienti cu cancer pancreatic, lotul 2 — 10 subiecti sanatosi distribuiti pe
grupe de varsta si sex similare cu ale pacientilor din primul lot. Utilizdnd tehnica real time
PCR am efectuat initial o etapd de screening in pool-uri de plasma de la cele doud grupuri
de studiu pentru un panel de 176 microARN. In urma acestei etape, am identificat 23
microARN-uri supraexprimate la pacientii cu cancer pancreatic versus lotul control,
rezultate pe care le-am validat, ulterior, prin determindri cantitative in probe individuale de
plasma.

Material si metoda. Am realizat un studiu experimental, in care am inclus 23 de pacienti
cu cancer pancreatic 1n stadiile III sau IV de boala si 10 subiecti sdnatosi distribuiti pe grupe
de varsta si sex similare. De la fiecare pacient am recoltat 6 ml de sdnge in eprubete cu
EDTA, pe care le-am transportat In maxim doua ore la Institutul de Virusologie Stefan S.
Nicolau, Bucuresti. Mentiondm semnarea unui consimtdmant informat de catre fiecare
pacient, anterior includerii in studiu, prin care si-au dat acordul cu privire la utilizarea unor
date cu caracter personal si la recoltarea unor probe de sange, pentru analiza genomica.

In prima etapi, am centrifugat probele si am izolat plasma in tuburi Eppendorf, pe care
le-am depozitat la -80 grade Celsius. In etapa a doua am efectuat un screening pentru 176 de
microARN la pacientii cu cancer pancreatic versus subiectii control, In pool-uri de plasma.
Ulterior, micro-ARN-urile identificate in aceasta etapd ca avand expresie crescutd la
pacientii cu cancer pancreatic, comparativ cu subiectii sandtosi, au fost evaluate in probe
individuale de plasma, utilizand tehnica real time PCR.

Datele au fost introduse intr-o bazd de date Microsoft Excel, iar pentru analiza
statistica am utilizat programul GraphPad Prism 9.

Rezultate si discutii. In urma etapei de screening, am identificat supraexpresia a 23
dintre acestea, la pacientii cu cancer pancreatic versus subiectii sinitosi. In etapa a doua a
studiului am validat supraexpresia miR-34a-5p, miR-100-5p, miR-193-5p, miR-122-5p si
miR-885-5p in probe individuale de plasmd. Prin utilizarea testului Mann-Whitney am
evidentiat o crestere semnificativa statistic pentru toate aceste cinci microARN-uri, in
plasma pacientilor cu cancer pancreatic, comparativ cu subiectii control.

In vederea identificarii altor parametri care puteau influenta expresia acestor
microARN-uri la pacientii cu cancer pancreatic, am continuat analiza statistica cu o regresie
lineara simpld, in care variabila dependentd a fost concentratia plasmatica a microARN, iar
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variabilele independente, stadiul tumoral, fumatul, consumul de alcool, istoricul de
pancreatitd acutd/cronicd, diabetul zaharat, dar si concentratiile plasmatice ale leptinei si
CEACAMI, determinate prin metoda ELISA 1n studiul anterior. Am identificat astfel, un
singur factor care a influentat variatia expresiei miR-34a-5p, miR-100-5p, miR-193-5p,
miR-122-5p si miR-885-5p la pacientii cu cancer pancreatic, respectiv stadiul tumoral.
Subliniem astfel, nu doar supraexpresia acestor cinci microARN-uri la pacientii cu cancer
pancreatic, dar si rolul lor prognostic.

Sunt necesare insa studii viitoare, pe cohorte mai mari de pacienti care sd valideze
aceste rezultate. De asemenea, subliniem necesitatea evaludrii expresiei acestor microARN-

uri la pacienti cu cancer pancreatic In stadiu incipient sau cu leziuni premaligne.

Capitolul 8. Concluzii si contributii personale

In cadrul cercetarii doctorale am identificat o serie de variabile clinice si biologice ce
pot contribui la diagnosticul precoce al cancerului pancreatic, atingand astfel, obiectivele
propuse.

In prima etapa a cercetirii doctorale am efectuat un studiu prospectiv, observational,
in care am urmarit identificarea unor markeri clinici si paraclinici, evaluati de rutind, care sa
contribuie la diagnosticul diferential intre pancreatita cronica si cancerul pancreatic, evitdnd
astfel intarzieri in detectarea transformarii maligne. Am identificat, astfel la pacientii cu
cancer pancreatic, comparativ cu cei cu pancreatitd cronicd, valori serice mai mari ale
transaminazelor, bilirubinei totale, bilirubinei directe, fosfatazei alcaline, proteinei C
reactive si acidului uric. De asemenea, la aceastd subpopulatie de pacienti a dominat sexul
feminin (p=0,001) si varsta peste 60 ani (p<0,001). In contrast, pacientii cu pancreatita
cronicd, comparativ cu cei cu cancer pancreatic, au prezentat valori usor mai crescute ale
amilazei si lipazei serice. Avand in vedere faptul ca toti acesti parametri sunt evaluati de
rutind, la prima vizitd la medic, o analiza atentd ne poate orienta preferential catre una dintre
cele doud afectiuni, ghidand managementul diagnostic ulterior.

In a doua etapi a cercetarii doctorale, pornind de la o analizd extensiva a expresiei
plasmatice a 105 citokine, chemokine, factori de crestere, markeri de angiogeneza si alte
proteine solubile, la pacienti cu cancer pancreatic, pacienti cu pancreatitd cronica si subiecti
sandtosi, am identificat supraexpresia leptinei In cancerul pancreatic. Am validat aceste
rezultate prin determinarea cantitativa, prin metoda ELISA, in probe individuale de plasma,
a concentratiei leptinei. Am identificat astfel, valori plasmatice mai mari ale acestui

biomarker la pacientii cu cancer pancreatic, comparativ cu cei cu pancreatitd cronica,
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diferenta fiind cu semnificatie statistica.

Un alt biomarker care s-a dovedit a fi implicat in oncogeneza pancreatica este
CEACAMI1. Mai mult, atdt CEACAMI cat si leptina inhibd activitatea celulelor T si a
celulelor NK, influentdnd procesul de supraveghere imund. Studiul nostru demonstreaza, de
asemenea, concentratii mai mari ale CEACAMI la pacientii cu cancer pancreatic,
comparativ cu cei cu pancreatita cronicd. Cu toate acestea, expresia plasmatici a CEACAM
1 s-a dovedit a fi dependenta de mai multi parametri respectiv, diagnosticul de cancer
pancreatic versus pancreatitd cronica, sexul, IMC-ul si nivelul seric al trigliceridelor. Putem
explica astfel, lipsa de corelatie dintre variatia expresiei plasmatice a CEACAMI1 si variatia
expresiei leptinei (dependentd doar de diagnostic). Toate aceste rezultate intdresc ipoteza
utilitatii leptinei in diagnosticul diferential dintre cele doud afectiuni. Sugerdm astfel,
eficacitatea monitorizdrii nivelurilor serice ale leptinei la pacientii cu pancreatita cronicd, in
vederea identificarii transformarii maligne.

Caracterul de noutate al studiului nostru derivd din evaluarea comparativa atat a
concentratiilor plasmatice ale leptinei, cat si ale CEACAMI, specific la pacienti cu cancer
pancreatic versus pacienti cu pancreatiti cronici. In prezent, existi date care sustin
implicarea acestor doi biomarkeri in carcinogeneza pancreaticd, dar nu se cunoaste rolul lor
in diferentierea cancerului pancreatic de pancreatita cronica. Limitarea studiului nostru este
reprezentatd de faptul ca toti pacientii cu cancer pancreatic au prezentat stadii III sau IV de
boala. Sunt necesare astfel, studii viitoare care sa evalueze variatia concentratiilor serice ale
leptinei si CEACAMI intre pancreatita cronica si stadiile incipiente ale cancerului
pancreatic. De asemenea, o alta limitare a cercetarii noastre este reprezentata de dimensiunea
relativ micd a cohortei de studiu. O provocare bine cunoscuta cu care se confrunta cercetarea
in acest domeniu este incidenta scazutd a cancerului pancreatic si necesitatea unor colaborari
nationale si internationale, pentru a obtine un numadr suficient de probe biologice necesare
pentru identificarea de noi biomarkeri.

In ultima etapa a cercetarii doctorale am elaborat un studiu experimental in care am
efectuat un screening, in pool-uri de plasma, utilizand tehnica real time PCR, pentru 176
microARN. Dintre acestea, 23 s-au dovedit a fi supraexprimate la pacientii cu cancer
pancreatic, comparativ cu subiectii control. Ulterior am validat supraexpresia miR-34a-5p,
miR-100-5p, miR-193-5p, miR-122-5p si miR-885-5p in probe individuale de plasma. Am
identificat astfel, prin utilizarea testului Mann-Whitney, o crestere semnificativa statistic
pentru toate aceste cinci microARN-uri, Tn plasma pacientilor cu cancer pancreatic,
comparativ cu subiectii control. De asemenea, In urma unei analize de regresie simpld, am
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identificat un singur factor care a influentat variatia expresiei miR-34a-5p, miR-100-5p,
miR-193-5p, miR-122-5p si miR-885-5p la pacientii cu cancer pancreatic, respectiv stadiul
tumoral. Subliniem astfel, nu doar supraexpresia acestor cinci micro-ARN-uri la pacientii cu
cancer pancreatic, dar si rol lor prognostic.

In concluzie, am identificat doi biomarkeri proteomici care pot contribui la detectarea
precoce a cancerului pancreatic in randul pacientilor cu pancreatita cronicd, respectiv leptina
si CEACAMI. De asemenea, am validat cinci microARN-uri cu expresie crescutd la
pacientii cu cancer pancreatic, comparativ cu subiectii control, respectiv miR-34a-5p, miR-
100-5p, miR-193-5p, miR-122-5p si miR-885-5p. Extrapoland aceste rezultate, sunt
necesare studii viitoare care sd vizeze elucidarea mecanismelor prin care acesti biomarkeri
sunt implicati in oncogeneza pancreatica. Dincolo de rolul lor diagnostic, acesti biomarkeri
pot reprezenta potentiale tinte terapeutice pentru dezvoltarea unor tratamente noi in vederea
reducerii riscului de transformare malignd a unor afectiuni pancreatice benigne, sau

tratamentul cancerului pancreatic.
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