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PARTEA GENERALA
INTRODUCERE

Patologia pancreaticd este o patologie larg intalnitd, In continua crestere cu incidente
variabile de la un continent la altul, in functie de etnie, predispozitie geneticd si obiceiuri
alimentare In cadrul patologiei pancreatice intra: anomaliile congenitale, pancreatita acuta si
cronicd, tumorile pancreasului exocrin, tumorile endocrine ale pancreasului si bolile genetice ale
pancreasului, pancreatita ereditara. Dintre toatd patologia pancreaticd ne vom concentra atentia
asupra pancreatitelor acute, cronice si tumorilor de pancreas, patologie cu o prevalentd si o
incidentd mai mare 1in practica clinicd. Aceastd teza are ca obiectiv cercetarea corelatiei intre
polimorfismele genetice §i patologia pancreaticd studiata (pancreatitd acutd, cronicd, cancer

pancreatic) cu ajutorul analizei genetice.

Capitolul 2
2.1 Date de epidemiologie

In ceea ce priveste incidenta pancreatitei acute existd diferente geografice considerabile
intre diferitele state ale lumii, spre exemplu, In Olanda [4] si Regatul Unit [5] este o incidenta
scazutd ( 10 — 24 pacienti/ 100.000 de locuitori/ an), in schimb tarile scandinave [6-8] si Statele
Unite ale Americii [9] au o incidentd crescutd ( 35 — 73 pacienti/ 100.000 de locuitori/ an) [2].
Apar, de asemenea, diferente regionale si in ceea ce priveste factorul precipitant, etiologia
pancreatitei acute. Spre exemplu, In Finlanda [8] si SUA [10] principala cauza a pancreatitei
acute este consumul de alcool, in timp ce studiile din Hong Kong [11], Anglia [5], Italia si
Grecia [12] au aratat ca fiind mai frecvente pancreatitele acute de cauza biliara [2].

Pancreatita cronica are o distributie geografica variabild si neuniforma in functie de aparitia
factorilor de risc majori implicati care sunt alcoolismul si malnutritia, incidenta fiind in crestere.
Incidenta pancreatitei cronice variaza din punct de vedere geografic, de la 1,6 cazuri noi /
100.000 de locuitori / an 1n Elvetia, pana la 23 de cazuri noi / 100.000 de locuitori / an 1n
Finlanda [16]. In 70% din toate cazurile de pancreatita cronica etiologia a fost alcoolica [16].

Tumorile maligne pancreatice sunt reprezentate in aproximativ 90-95% din cazuri de catre
adenocarcinomul pancreatic, care are originea la nivelul celulelor ductale [21]. Adenocarcinomul
pancreatic ductal este recunoscut ca fiind una din cele mai agresive forme de neoplazie si

reprezinta actual a 5-a cauzd de deces prin cancer dupa cancerul gastric, mamar, bronhopulmonar



si de prostata. [22,23]. Datele statistice indicd o supravietuire generald de aproximativ 0,2-2%
[25]. In Europa, cancerul de pancreas este pe locul 10 ca frecventa intre cazurile de cancer,
reprezentand aproximativ 2,6% dintre cazuri la ambele sexe, si a opta cauza de deces dintre
neoplazii cu aproximativ 65.000 decese 1n fiecare an [26]. Ca distributie geografica, cea mai
mare incidentd a fost descrisa in America de Nord si Noua Zeelanda cu peste 30.000 cazuri noi
pe an, o incidentd intermediard a fost descrisd pentru Europa si Japonia si cea mai scazuta
incidenta in Africa si India. In multe tari europene, rata mortalitatii prin cancer pancreatic este in
crestere pentru ambele sexe. Rata mortalitatii este in prezent la nivelul de 8-12/100000/an pentru
sexul masculin si de 4-6/100000/an pentru sexul feminin [27].
2.2 Cauze si asocieri

Factorii etiologici implicati Tn pancreatita acutd sunt multipli, atdt pancreatici cat si
extrapancreatici, avand un rol predispozant sau declansator. La 80-90% dintre pacientii cu
pancreatitd acutd etiologia este dominata de litiaza biliara (pancreatita acuta biliard) si de abuzul
de alcool (pancreatita acuta alcoolicd) variind In functie de zona geografica si structura etnica a
populatiei [1]. Printre factorii semnificativi de risc pentru cancerul pancreatic se numara fumatul
si grupele de sange non-0 [17]. Carne rosie, mai ales atunci cand este preparatd la temperaturi
ridicate, creste riscul pentru cancerul pancreatic [37]. Obezitatea creste de asemenea si gradul de
severitate al pancreatitei acute [17] si este un factor de risc pentru multe tipuri de cancer, inclusiv
pancreatic. Pancreatita acuta indusd de medicamente este in primul rand o reactie idiosincrazica,
multe medicamente fiind citate ca avand un rol in a provoca pancreatita acutd [17]. Nu sunt
cunoscute medicamente care sd provoace pancreatitd cronicd. Desi mai putin frecvent,
hipertrigliceridemie poate provoca pancreatitd cronica [60]. Boala celiaca creste riscul de
pancreatitd de aproximativ 3 ori ( rata de risc 2.85) [62]. Riscurile de pancreatitd acuta si cronica
sunt, de asemenea, crescute in randul pacientilor cu boli inflamatorii intestinale, lupus eritematos
sistemic, desi estimari exacte nu sunt disponibile [17]. Incidenta scazuta a cancerului pancreatic
la pacientii cu pancreatita cronicd (<5%), demonstreaza cd pancreatita cronica este o cauza rara
de cancer pancreatic [17].
2.3 Biologie moleculara si progresie tumorala

Numeroase studii apreciaza ca aproximativ 5-10% din tumorile pancreatice maligne au o
cauza geneticd. Sindroamele ereditare majore asociate cu aceastd neoplazie sunt reprezentate de

cancerul colonic ereditar non-polipozic, cancerul de sdn familial asociat cu mutatii ale genelor



BCRA2, FAMM sau pl6, ataxia-telangiectazie si boala von Hippel-Lindau. Fibroza chistica si
pancreatita cronica ereditard prezintd un risc crescut de cancer pancreatic, fiind cunoscut faptul
ca riscul de dezvoltare al cancerului pancreatic este de aproximativ 50 de ori mai mare la
pacientii cu pancreatitd cronicd ereditara decdt in populatia generald. Cele mai frecvente
modificari (frecventa aproximativa este indicata n paranteze) includ mutatii ale oncogenei K-ras
(90%), p53 (85%), SMAD4/DPC4 (50%), si p16 (85% mutante si 15% silentioase epigenetic)
[73] care sunt insotite de modificari genomice §i transcriptomice care faciliteaza dereglarea
ciclului celular, a supravietuirii celulare si favorizeaza invazia si metastazele [72]. Progresia de
la epiteliul displazic minim (neoplazia intraepiteliald pancreaticd gradele 1A si 1B) la displazia
mai severd (neoplazia intraepiteliald pancreatica gradele 2 si 3) si in final la carcinomul invaziv
este paraleld cu acumularea succesivd a mutatiilor care includ activarea oncogenei KRAS2,
inactivarea CDKN2A gene supresoare tumorale (care codificd inhibitorul de ciclin kinaza
dependenta 4), si, in sfarsit, inactivarea genelor supresoare tumorale TP53 si DPC4 (SMAD4)
[76]. Genele ca SPINK1 si CTRC sunt asociate cu pancreatita cronica si ar trebui mai degraba sa
fie considerate ca importanti factori contribuitori decat cauzali, singura gena asociatd in mod

constant cu pancreatita cronica este CFTR [88].

Capitolul 3
3.1 Diagnosticul clinic prezent si viitor

Pancreatita acutd debuteaza brusc si dramatic In majoritatea cazurilor cu durere (95%
dintre pacienti) in etajul abdominal superior, care iradiaza in spate, In bard sau in semicentura
(50%). Greturile si varsaturile (la inceput alimentare, apoi bilioase, dar niciodatd fecaloide)
insotesc durerea In 80% dintre cazuri, distensia abdominald apare la 75% dintre pacienti,
apararea si sensibilitatea abdominala (50% dintre cazuri), la care se adaugd febra moderata
(38°C), nelinistea, agitatia si confuzia (encefalopatia pancreaticd). Icterul poate fi dat de un
calcul coledocian inclavat (pancreatita biliard), fie Tn urma compresiunii CBP care apare in
procesul de pancreatitd cefalicd. Dozarea amilazelor serice si urinare ramane investigatia
diagnosticd uzuald in conditii de urgentd, dar din cauza lipsei de specificitate i valorii
prognostice relative, valorile sale nu se coreleaza cu severitatea pancreatitei acute. Diagnosticul

de pancreatita acuta este cel mai adesea stabilit prin prezenta a doud dintre urmatoarele trei



criterii: durere abdominala; amilaza serica si / sau lipazd mai mare decat de trei ori limita
superioard a normalului, i/ sau modificari de imagisticd abdominala.

Pancreatita cronica este caracterizatd prin episoade recurente de dureri abdominale
asociate atat insuficientei pancreatice exocrine cat si endocrine si atrofiei progresive a
parenchimului pancreatic [89]. In afard de durere, pancreatita cronici poate conduce la
pseudochisturi, fistule, hemoragie digestivd superioard din cauza varicelor esofagiene rupte
(cauzate de tromboza venei porte sau splenice), stenozd de duct biliar sau duodenal, ascitd si
cancer pancreatic [89]. Triada clasica : calcificari pancreatice, steatoree, si diabet zaharat
sugereaza diagnosticul, dar apar impreuna numai in stadiile foarte avansate de boald [90].

Cancerul pancreatic are un tablou clinic din care pot face parte unul sau mai multe dintre
urmadtoarele semne §i simptome, majoritatea lor fiind nespecifice. Durerea este surda, agravata de
ingestia alimentard, cu evolutie in crize intense. Mecanismele sunt obstructiv, mecanic (prin
distensie) si chimic. Scaderea ponderald se datoreaza atat inapetentei cat si insuficientei
pancreatice exocrine, cu malabsorbtie. Tulburarile de tranzit apar tardiv, datoritd invaziei locale
sau metastazelor peritoneale. Intoleranta digestiva severa poate apdrea prin obstructie tumorala
duodenala. Icterul este de tip mecanic, cu urind hipercromd §i scaune decolorate; apare mai
precoce in localizarile la nivelul capului pancreatic, prin compresiunea tumorala, si mai tardiv in
localizérile corporeo-caudale, unde compresiunea este data mai curand de catre adenopatii si /
sau metastaze. Intoleranta la glucoza sau debutul diabetului zaharat pot constitui primul semn al
unei tumori pancreatice, posibil datorate secretiei de catre tumora a unui polipeptid amiloid
insular pancreatic (PAIP). Modificarile biochimice mai frecvente pot fi grupate in patru
sindroame: sindromul de colestaza, datorat obstructiei, sindromul anemic, ce poate insoti
anorexia si malabsorbtia, sindromul insuficientei pancreatice exocrine, sindromul de scddere a
tolerantei la glucoza, datorat secretiei de PAIP.

3.2 Tehnici imagistice - Ultrasonografia

Ultrasonografia este deseori prima explorare imagistica efectuata in practica din Romania,
mai ales datoritd accesibilitdtii si a costului redus, fiind o metodda non-invaziva, extrem de
eficientd in abordarea de urgentd a pacientului cu o suspiciune clinicd §i biologicd mare de
pancreatitd acutd. Ultrasonografia ca metoda nu poate identifica pancreatita cronica in stadiile
incipiente, avand factori care depind atat de examinator cat si de pacient, greutatea excesiva,

meteorismul abdominal care impiedica vizualizarea pancreasului dar §i varietatea individuala



privind forma, aspectul §i ecogenitatea pancreasului [96]. Diagnosticul, stadializarea si
prognosticul adenocarcinomului pancreatic ductal nu poate fi realizatd cu ajutorul ecografiei
transabdominale (inca larg folositd in Romania) datorita acuratetei sale scazute iar rolul sau este
considerat 1nsd modest pentru diagnosticul precoce al cancerului pancreatic [100], datoritd
sensibilitatii si specificitatii mici comparativ cu CT conventional si EUS.
Ecoendoscopia

Ecoendoscopia reprezinta pand in prezent modalitatea imagisticd cea mai promitatoare
pentru diagnosticarea pancreatitei cronice [106]. Ecoendoscopia reprezintd metoda non-
chirurgicala cu sensibilitatea cea mai mare in detectarea formatiunilor pancreatice benigne sau
maligne [110]. Sensibilitatea ecoendoscopiei in detectarea formatiunilor pancreatice este de 98%,
superioard tomografiei computerizate conventionale care are sensibilitate de 86% daca se
folosesc sisteme de tomografie computerizatd moderne cu 32 sau 64 spire (CT multidetector).
Ecoendoscopia este, de asemenea, superioara examenului CT pentru stabilirea preoperatorie a
rezecabilitdtii tumorii in cancerul pancreatic non-metastatic [111]. Folosirea punctiei fine
aspirative (PFA) ghidata EUS creste specificitatea metodei la 100% avand si o sensibilitate mare,
cuprinsa intre 80% si 95% cu o acuratete de pana la 99% [114]. Ecoendoscopia cu punctie fina
aspirativa este consideratd superioard CT si RM pentru diagnosticul tumorilor neuroendocrine
pancreatice.
Tomografia computerizata

Tomografia computerizatd este consideratd standardul de aur in diagnosticul pancreatitei
acute [94], evaluand modificarile in regiunea pancreaticd, peripancreatica si la distanta, fiind util
in diagnosticul diferential cu alte boli intraabdominale, cum ar fi perforatia asociatda cu un ulcer
gastroduodenal [124]. Tomografia computerizatd nu poate exclude stadiul incipient de
pancreatitd cronicd, dar are o sensibilitate mai mare in detectia calcificarilor pancreatice
comparativ cu ultrasonografia [96]. Tomografia computerizata spirala este consideratd actual
modalitatea de electie folosita pentru diagnosticul si stadializarea initiala a pacientilor cu
suspiciune clinicd si ecograficd de cancer pancreatic [125]. Sensibilitatea CT spiral pentru
diagnosticul cancerului pancreatic este de aproximativ 70-85%, net superioara ecografiei

transabdominale si CT conventionale care au sensibilitate sub 50-75%.



Rezonanta magnetica

Tehnicile de rezonantd magnetica au astfel avantajul de a evalua pancreasul, structurile
vasculare si cdile biliare, respectiv ductul pancreatic, intr-o singura examinare, fiind propuse
pentru evaluarea initialda a pacientilor cu cancer pancreatic [131]. Tehnicile de rezonanta
magneticd permit astfel detectia leziunii §i evaluarea diagnosticului diferential benign-malign,
stadializarea loco-regionala si la distanta, respectiv aprecierea rezecabilitatii.
3.3 Tehnici moleculare — polimorfisme

In lantul injuriei pancreatice, o serie de factori genetici, cum ar fi citokine (IL-1; IL-1
antagonist al receptorilor; IL-6; IL-10; TNF-a; IL-1p), factori legati de angiogenezd (VEGFR-2;
CXCR-2 ; PAR-1; EGF, TGF-B), genele receptorilor de recunoastere a modelului (CD14) si
iNOS pot juca un rol important, In ceea ce priveste severitatea si evolutia procesului inflamator
[132]. Studii recente au aratat cd polimorfismul iNOS Ser608Leu a fost asociat semnificativ cu
riscul de a dezvolta pancreatitd acutd si a aratat o frecventd mai mare a genotipului TT la
pacientii cu pancreatitd acutd, comparativ cu pacientii sandtosi [132]. iINOS Ser608Leu
(rs2297518) poate fi de asemenea folosit ca marker pentru a evalua riscul de pancreatitd acuta
[132]. Factorii asociati cu angiogeneza cum ar fi VEGF, VEGFR-2, RET, EGF, TGF-p joacd un
rol important in rezultatele cancerului pancreatic [149]. Studii de polimorfisme ale genei VEGF
(+405 G/C, dar nu -460 T/C si 936 C/T), au demonstrat o asociere cu susceptibilitatea la
adenocarcinomul pancreatic [150]. Recent, s-a demonstrat cd polimorfismul VEGFR2-906 C>T
are un impact semnificativ in cancerul pancreatic ca predictor al supravietuirii $i recurentei
tumorii [148,151]. Astfel, polimorfismele VEGFR2 pot reprezenta un marker de prognostic
important pentru cancerul pancreatic [151]. Toate studiile efectuate in ultimii ani au aratat ca
evaluarea citokinelor, a factorilor asociati cu angiogeneza, a diverselor polimorfisme poate
furniza un important instrument genetic si molecular, care poate fi utilizat pentru a identifica
diverse subgrupuri din populatia cu risc ridicat pentru tulburdri pancreatice, poate stabili

prognosticul pacientilor si alege un curs optim de tratament.



PARTEA SPECIALA — CONTRIBU Il PERSONALE
Capitolul 4
4.1 Obiective

Tema de cercetare este de mare actualitate pentru cd exploreazd si Tmbundtédteste
descoperirile recente in domeniul patologiei pancreatice (pancreatita acutd, cronica si neoplasm
pancreatic) bazandu-se in special pe evaluarea polimorfismelor. Studiul actual a avut ca
obiective extinderea cunostiintelor legate de polimorfismele genetice implicate in patologia
pancreatica. Am avut in vedere faptul cd la momentul actual literatura de specialitate cuprinde
studii limitate despre polimorfismele genetice care sunt implicate in patologia pancreatica, iar
rezultatele lor constituie subiect de controversd. Markerii biologici au avantajul de a fi
cuantificabili de-a lungul cascadei carcinogenezei oferind astfel posibilitatea masurdrii lor
standardizate si, totodata, pot fi aplicati pentru diagnosticul precoce al tumorilor pancreatice sau
identificarea pacientilor cu risc inalt, permitind monitorizarea lor indeaproape. In identificarea
markerilor de prognostic ai supravietuirii pacientilor cu patologie pancreatica vom incerca sa
raspundem la intrebarile: este markerul de prognostic mai usor accesibil, printr-o proba de sange,
de exemplu, fara a fi necesar specimen de tesut?
4.2 Material si metode

In studiu au fost inclusi pacienti internati in Clinica de Gastroenterologie, Clinica
Chirurgie I si Clinica Chirurgie II din cadrul Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Craiova.
Numadrul total de pacienti cu patologie pancreaticd inclusi in studiu a fost de 168. Patologia
pancreatica a fost reprezentatd de pancreatita acutd (n=110), pancreatitd cronicd (n=25),
neoplasm de pancreas (n=33). Lotul control a fost alcatuit din pacienti care nu prezinta patologie
pancreaticad (n=232). Pacientilor din loturile de studiu si martor li s-a recoltat sange pe
anticoagulant (EDTA) necesar studierii polimorfismelor. Inaintea prelevarii de materiale
biologice in vederea studiului toti pacientii au semnat consimtdmantul informat dupa explicarea
detaliilor si lamurirea eventualelor neclaritati aparute. Identificarea polimorfismelor genelor
VEGFR?2 si iNOS a fost efectuata in Laboratorul de Genomicad Umana, din cadrul Centrului de
Cercetare in Gastroenterologie si Hepatologie al Universitatii de Medicind si Farmacie din

Craiova. Protocolul de identificare a polimorfismelor genetice a inclus urmatoarele etape:



izolarea ADN-ului genomic din sange, evaluarea spectofotometrica, identificarea variantelor
alelice prin tehnica Real Time PCR cu sonde TagMan, interpretarea rezultatelor.
4.3 Rezultate

Pentru prelucrarea datelor s-au folosit programul Microsoft Excel (Microsoft Corp.,
Redmond, WA, USA), impreuna cu suita XLSTAT pentru MS Excel (Addinsoft SARL, Paris,
Franta) si programul IBM SPSS Statistics 20.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA).
Informatiile obtinute au fost stocate in fisiere Microsoft Excel, fiind apoi prelucrate statistic, in
vederea analizdrii relatiilor dintre datele clinice §i paraclinice ale pacientilor. Prelucrarea
secundard a datelor - analiza descriptiva a lotului in functie de diferiti parametri, calcularea
parametrilor statistici fundamentali, media si deviatia standard, a raportului lor, numit coeficient
de variatie, reprezentarea lor graficd - a fost efectuatd cu programul Excel, cu ajutorul
comenzilor Pivot Tables, Functions-Statistical, Chart si a modulului Data Analysis. Pentru
realizarea testelor statistice complexe (testul Chi patrat, testul Student, testul ANOVA) s-au
folosit comenzi din modulul XLSTAT sau au fost efectuate cu ajutorul programului SPSS.
Desi impartirea pe decade de varstd a pacientilor arata diferente intre lotul de studiu si lotul
martor, varsta medie a celor doud loturi nu difera semnificativ (p test Student=0,419>0,05), per
ansamblu pacientii cu varste mai mici, cu pancreatitd acutd, fiind contrabalansati de pacientii cu
neoplasm, cu varste mai Inaintate, ajungdndu-se la o medie apropiatd de cea a pacientilor din
lotul martor. Pacientii din lotul de studiu, cu patologie pancreaticd, sunt in proportie mai mare
fumatori decat cei din lotul martor, diferenta observata este semnificativa din punct de vedere
statistic. Existd corespondentd extrem de puternicd (acord foarte important) intre evaluarea
pancreatitei acute prin scorul Ranson, Balthazar si prin clasificarea Atlanta.
4.4 Rezultate polimorfisme

In lotul de studiu varianta GG al VEGFR2 este intalniti la mai mult de 25% dintre
pacienti, in timp ce in lotul martor se regaseste la doar 16%. In concluzie, putem afirma ci poate
exista o asociere Intre prezenta genotipului GG al VEGFR2 si patologia pancreaticd. Am analizat
prevalenta genotipurile iNOS 1in lotul de studiu si lotul martor si am constatat cd nu exista
diferente semnificative Intre cele doud loturi. Desi existd anumite diferente procentuale in ceea
ce priveste repartitia cazurilor cu diagnostice diferite (neoplasm, pancreatitd acuta si pancreatita
cronicd) 1n functie de genotipul iNOS identificat, aceste diferente nu sunt semnificative din punct

de vedere statistic. Nu am remarcat diferente de repartitie pentru cazurile cu diagnostice diferite
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(neoplasm, pancreatitd acuta si pancreatita cronica) in functie de genotipul VEGFR2 identificat,
care a fost nesemnificativ statistic.
4.5 Discutii

Conform ultimelor date din literatura de specialitate, patologia pancreaticd este o patologie
larg Intalnita si destul de frecventa in ultima perioada, iar adenocarcinomul pancreatic reprezinta
cancerul digestiv cu cel mai sever prognostic, supravietuirea la 5 ani fiind sub 5%. Astfel, un
diagnostic precoce reprezintd singura sansa pentru prelungirea vietii acestor pacienti. Conform
datelor rezultate In urma studiului nostru am observat cd genotipurile VEGFR-2 se intalnesc in
proportii semnificativ diferite in cele doud loturi, iar in lotul cu patologie pancreaticd varianta
GG este intalnitd la mai mult de 25% dintre pacienti, tocmai de aceea putem afirma cd poate
exista o asociere intre prezenta genotipului GG al VEGFR-2 si patologia pancreatica studiatd in
lotul nostru. In ceea ce priveste prevalenta genotipurilor iNOS, conform datelor rezultate in urma
studiului nostru am observat ca nu exista diferente semnificative intre cele doua loturi.
4.6 Concluzii

Am constatat ca pentru polimorfismul VEGFR2 (KDR) — 604A>G, prezenta genotipului

GG este asociatd cu un risc de aproximativ doud ori mai mare de a dezvolta o patologie
inflamatorie sau tumorald cu localizare pancreatici. in model dominant, purtitorii alelei G
(genotipurile AG+GQG) au un risc de aproximativ 1.4 ori mai mare de a dezvolta pancreatita
acutd sau cronica sau cancer de pancreas. Rezultatele obtinute pentru polimorfismul iNOS2 —
2087A>G nu au fost corelate statistic cu riscul pacientilor de a dezvolta patologie inflamatorie
sau tumorald cu localizare pancreatica. Desi lotul de studiu nu a fost foarte numeros, el a
respectat echilibrul statistic Hardy-Weinberg. [/n mare parte, rezultatele si concluziile studiului

efectuat sunt in concordanta cu literatura de specialitate.
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