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Introducere

Adenocarcinomul ductal pancreatic (PDAC) ramane o provocare semnificativa de
sanatate publica la nivel mondial. Debutul sau insidios, adesea cu simptome nespecifice in
stadii avansate, impiedica detectarea precoce si limiteaza optiunile de tratament curativ. In
ciuda progreselor inregistrate in terapiile sistemice, inclusiv terapiile tintite in anumite

subgrupuri moleculare, rata de supravietuire la 5 ani rdmane scazuta.

Paradigma modernd a oncologiei clinice pentru pacientii cu PDAC este de a
imbunatati tratamentul chimioterapic pe baza biomarkerilor selectivi. Aparitia biopsiei
lichide ofera noi orizonturi pentru diagnosticarea precoce si prognosticul tumorilor. In
prezent, aplicarea biopsiei lichide in detectarea tumorilor a primit o atentie sporita,
cunoscand in prezent un progres rapid si avand un potential semnificativ pentru aplicatii

viitoare.

Ipoteza de lucru a prezentei teze este aceea ca analiza cantitativd a ccfDNA si
detectarea mutatiilor specifice tumorale utilizind biopsia lichidda pot determina

prognosticul pacientilor, raspunsul la tratament si recurenta PDAC.

Obiectivele generale cuprind: (a) compararea eficacitatii schemelor de
chimioterapie disponibile In tara noastrd (FOLFIRINOX, gemcitabind in monoterapie si
regimuri bazate pe gemcitabind) si identificarea factorilor prognostici ai supravietuirii
globale (OS) si ai supravietuirii fara progresia bolii (PFS) intr-un cadru real, precum si
stabilirea dinamicii de recrutare a pacientilor cu PDAC si a particularitatilor clinice - in
acest scop s-a actualizat baza de date de tumori pancreatice a Clinicii de Gastroenterologie
si Hepatologie (Institutul Clinic Fundeni, Bucuresti) si s-a efectuat un studiu retrospectiv
ce a inclus pacientii diagnosticati cu PDAC metastatic (mPDAC) intre 2015 s1 2017; (b)
investigarea corelatiilor dintre cantitatea plasmatica de ccfDNA si caracteristicile clinice si
tumorale, precum si valoarea prognostica a concentratiei plasmatice de ADN liber circulant
(ccfDNA) si a raportului neutrofile-leucocite (NLR) la pacientii cu PDAC — analiza
efectuata printr-un studiu prospectiv de cohorta ce a inclus pacientii diagnosticati cu PDAC

in toate stadiile intre octombrie 2018 si decembrie 2021; (c) evidentierea valoarii potentiale



a integrdrii modificdrilor moleculare cu biomarkeri inflamatori si ai biopsiei lichide
(nivelurile NLR si ccfDNA), pentru imbunatatirea stratificarii riscului in PDAC - in acest
scop s-a prezentat un caz clinic si s-a efectuat o revizuire narativa a literaturii, subliniind

tratamentele disponibile si semnificatia lor clinica.

I. PARTEA GENERALA

Capitolul 1. Adenocarcinomul ductal pancreatic: tendinte in

epidemiologie, factori de risc, principii de tratament si rezultate

La nivel global, cancerul pancreatic este al 12-lea cel mai frecvent tip de cancer si
a 7-a cea mai frecventd cauzd de deces legat de cancer [1]. Diagnosticul precoce este
important pentru imbunatatirea prognosticului pacientilor cu PDAC. Debutul PDAC este
insidios, iar majoritatea pacientilor sunt diagnosticati in stadiul de boala avansata, limitand
optiunile de tratament curativ [1,2]. Progresele in caracterizarea moleculard a PDAC au
identificat potentiale tinte terapeutice [3]. O dezvoltare cheie a fost identificarea factorilor

moleculari vizabili care contribuie la progresia PDAC.

Capitolul 2. Biopsia lichida in adenocarcinomul ductal pancreatic

Biopsia lichida este o metoda minim invazivd de colectare a probelor care se
concentreaza pe sange sau secretii corporale pentru detectarea modificarilor moleculare, a
celulelor tumorale si a metabolitilor [4]. Mai multi markeri moleculari pot fi detectati prin
biopsie lichidd, cum ar fi celulele tumorale circulante (CTC), ADN-ul tumoral circulant
(ctADN), veziculele extracelulare derivate din tumord (EV), trombocitele instruite de
tumora (TEP) si ARN-ul liber circulant (cfRNA) [S]. ADN-ul liber circulant (ccfDNA)
reprezintd fragmente de ADN care circula in fluxul sanguin si poate fi obtinut printr-o

simpla recoltare de sange.



Studiul ADN-ului liber circulant in plasma/ser (cfDNA) implica doud strategii
majore: masurarea cantitdtii de cfDNA si detectarea aberatiilor genetice derivate din
tumori, cum ar fi mutatiile punctuale, dezechilibrele alelice, instabilitatea microsatelitilor,
polimorfismele genetice, pierderea heterozigotiei si metilarea. Dintre acestea, numeroase
rapoarte au demonstrat detectarea modificarilor genetice si epigenetice in cfDNA 1n fluxul

sanguin al pacientilor cu cancer [6-9].

Peisajul genetic al genomurilor tumorale pancreatice este caracterizat de prezenta
a patru gene frecvent mutate, reprezentate de: KRAS (90%), CDKN2A (p16, 90%), TP53
(70%) si SMAD4 (55%). Aceste patru gene (KRAS, TP53, CDKN2A si SMAD4) sunt

considerate gene driver pentru PDAC.

Per ansamblu, biopsia lichida are potentialul de a ne permite sa
diagnosticam intr-un stadiu incipient, sa prezicem prognosticul, sd urmarim starea actuala,
cum ar fi eficacitatea terapeutica sau rezistenta la tratament, si sd oferim strategii de
tratament optime si individuale pentru pacientii cu cancer, adica tratament personalizat.
Dezvoltarea biopsiei lichide ar putea oferi numeroase beneficii pacientilor cu cancer, in
special pacientilor cu PDAC. Recent, tehnicile de biopsie lichidd se muta treptat din

practica de laborator in cea clinica.



II. PARTEA SPECIALA — CONTRIBUTII PERSONALE

Capitol 3. Ipoteza de lucru si obiective generale

Ipoteza de lucru a prezentei teze este aceea ca analiza cantitativd a ccfDNA si
detectarea mutatiilor specifice tumorale utilizind biopsia lichidd pot determina

prognosticul pacientilor, raspunsul la tratament si recurenta PDAC.
Obiectivele generale cuprind:

- compararea eficacititii schemelor de chimioterapie disponibile in tara
noastra (FOLFIRINOX, gemcitabind in monoterapie si regimuri bazate pe
gemcitabind) si identificarea factorilor prognostici ai OS si ai PFS intr-un cadru real,
precum si stabilirea dinamicii de recrutare a pacientilor cu PDAC si a particularitatilor
clinice - 1n acest scop s-a actualizat baza de date de tumori pancreatice a Clinicii de
Gastroenterologie si Hepatologie (Institutul Clinic Fundeni, Bucuresti) si s-a efectuat
un studiu retrospectiv ce a inclus pacientii diagnosticati cu PDAC metastatic
(mPDAC) intre 2015 51 2017;

- investigarea corelatiilor dintre cantitatea plasmaticd de ccfDNA si
caracteristicile clinice si tumorale, precum si valoarea prognosticd a concentratiei
plasmatice de ccfDNA si a NLR la pacientii cu PDAC — analizd efectuatad printr-un
studiu prospectiv de cohortd ce a inclus pacientii diagnosticati cu PDAC in toate
stadiile intre octombrie 2018 si decembrie 2021;

- evidentierea valoarii potentiale a integrarii modificarilor moleculare cu
biomarkeri inflamatori si ai biopsiei lichide (nivelurile NLR si ccfDNA), pentru
imbunatatirea stratificarii riscului in PDAC - 1n acest scop s-a prezentat un caz clinic
si s-a efectuat o revizuire narativa a literaturii, subliniind tratamentele disponibile si

semnificatia lor clinica.



Capitol 4. Chimioterapia paliativa in adenocarcinomul ductal

pancreatic — rezultate din viata reala

Intr-un studiu retrospectiv de cohorti am analizat comparativ eficacitatea
schemelor de chimioterapie disponibile in tara noastrd (FOLFIRINOX vs regimuri bazate
pe gemcitabind vs gemcitabind In monoterapie). Am analizat datele de la 83 de pacienti
consecutivi diagnosticati cu mPDAC intre 2015 si 2017 in Departamentul de Oncologie al
Institutului Clinic Fundeni (Bucuresti, Romania) si am analizat comparativ PFS si OS
medii pentru fiecare linie de chimioterapie, precum si ratele de OS la 6, 12, 18 si 24 de luni
in fiecare. Ulterior am utilizat un model de regresie Cox pentru a evalua relatia dintre
caracteristicile pacientilor si supravietuire, ludnd in considerare factori precum varsta,
sexul, localizarea tumorii, diabetul zaharat, status de performantd conform Grupului
European de Cooperare Oncologica (ECOG-PS), schemele terapeutice administrate 1n linia
intai (L1) si a doua (L2) de chemoterapie paliativa, antigenul carbohidrat 19-9 (CA 19-9)

si NLR la momentul diagnosticului.

In cadrul acestei lucrari, toate datele au fost analizate utilizand software-ul statistic
SPSS (IBM SPSS Statistics 20.0). Conform metodei Kaplan-Meier, s-a efectuat o analiza
a supravietuirii, iar curbele de supravietuire au fost comparate folosind testul log-rank,
considerand p < 0,05 semnificativ statistic. Valoarea cut-off optima pentru NLR initial a
fost determinatd folosind o analizd a caracteristicii operationale a receptorului (ROC)

dependentd de timp, considerand supravietuirea la 6 luni ca punct de referinta.

Analiza multivariata a supravietuirii a fost efectuata in continuare folosind modelul
de regresie Cox, incluzand in analiza variabilele care s-au dovedit a fi semnificative (p <
0,05) in analiza univariatd si ajustand in functie de varsta si statusul de performanta ECOG.
Obiectivele studiului au fost de a evalua eficacitatea schemelor de chimioterapie utilizate

in tara noastra si de a identifica variabilele care influenteaza OS si PFS in lumea reala.

Rezultatele acestui studiu au demonstrat ca varsta peste 70 de ani, nivelurile
crescute de CA 19-9, NLR > 4,15 si tumorile localizate in corpul pancreatic au influentat

negativ supravietuirea fara progresie sub linia intai de chimioterapie (PFS-L1), in timp ce



ECOG-PS 0/1 a fost asociat cu PFS-L1 prelungit. Sexul masculin, ECOG-PS 0/1 si prima
linie de chimioterapie cu FFX (vs. Gem) au fost asociate cu o OS mai buna, in timp ce
cresterea NLR a fost corelati cu o OS scizuta. In acelasi timp, pacientii cu valori crescute
ale CA 19-9 la momentul diagnosticarii au avut o OS mai mica si, indiferent de regimul
administrat in linia a doua, cei care au primit mai intdi FFX au avut o supravietuire fara
progresia bolii sub linia a doua de chimioterapie (PFS-L2) si OS-L2 semnificativ mai mari

decat cei care au primit alt regim in prima linie.

In acest studiu, aproximativ o treime dintre pacienti au primit chimioterapie de linia
a doua si, indiferent de regimul administrat in linia a doua, cei care au primit mai Intai FFX
au avut PFS-L2 si OS-L2 semnificativ mai mari decat cei care au primit alt regim in prima
linie. Informatiile disponibile cu privire la strategiile de tratament pentru cancerul
pancreatic in Europa de Est sunt foarte limitate. Din cate stim, acesta este primul studiu
care compara eficacitatea optiunilor de chimioterapie paliativa pentru mPDAC disponibile
in Romania la momentul publicarii acestui studiu. Considerdm ca rezultatele cercetarii
noastre pot fi utile 1n asistarea oncologilor in luarea deciziilor cu privire la alegerea
schemelor de chimioterapie, avand in vedere dificultatile pe care le Intimpind in controlul

mPDAC.

Existd unele limitari ale acestei cercetdri, intrucat este un studiu retrospectiv
efectuat intr-un singur centru pe un numir mic de pacienti. In plus, din cauza caracterului
retrospectiv al studiului, nu au putut fi colectate informatii despre efectele psihosociale sau
emotionale ale pacientilor, In ciuda faptului cd un numar tot mai mare de cercetari
sugereazd o legdtura intre stresul psihologic si mortalitatea cancer-specifica. Pentru a
confirma constatdrile noastre, consideram ca este necesard o validare prospectiva

multicentrica, la nivel national.



Capitol S. Valoarea prognostica a concentratiei de ADN liber circulant si
a raportului neutrofile-limfocite la pacientii cu adenocarcinom ductal

pancreatic: un studiu de cohorta prospectiv

Acest studiu observational prospectiv a fost efectuat intr-un centru tertiar de
gastroenterologie din Bucuresti, Romania, intre octombrie 2018 si decembrie 2021. Ne-am
propus sa investigdm corelatiile dintre cantitatea plasmatica de ccfDNA si caracteristicile
clinice si tumorale, precum si valoarea prognostica a concentratiei plasmatice de ccfDNA
si a NLR la pacientii cu PDAC. Astfel, a fost evaluata relatia dintre nivelurile de ccfDNA
si varsta, sex, caracteristicile tumorii, ECOG-PS, stadiul tumorii, statusul metastatic sau

parametrii biologici (CA 19-9, NLR).

Diagnosticul de PDAC a fost stabilit prin EUS-FNA. S-au recoltat 25 ml de sange
periferic din care s-a izolat cu succes ccfDNA plasmatic. Procedura de izolare a ccfADN-

ului plasmatic este prezentata in detaliu in textul tezei de doctorat (Capitolul 5.2).

Analizele statistice au fost efectuate utilizand SPSS (IBM SPSS Statistics for
Windows, versiunea 27.0, Armonk, NY, SUA: IBM Corp.) si software-ul R versiunea 4.0.2.
Toate testele au fost bilaterale (two-sided), considerand p < 0,05 pentru semnificatie
statistica. Datele lipsa au fost excluse automat din analize. Variabilele continue au fost
raportate ca mediane si interval intercuartil (IQR), iar variabilele categorice ca frecventa
(%). Coeficientul de corelatie Pearson si testul Mann-Whitney U au fost aplicate pentru
variabilele categorice si, respectiv, continue, pentru a determina asocierea statistica dintre
concentratiile de ccfDNA si caracteristicile tumorii, ECOG-PS sau parametrii biologici
(CA 19-9, NLR). Cand au fost comparate mai mult de doud grupuri (cum ar fi stadiul

tumorii sau statusul metastatic), s-a utilizat analiza variatiei unidirectionale (ANOVA).

Pentru analiza supravietuirii, am dihotomizat concentratia de ccfDNA la o valoare
limitd de 25,79 ng/mL utilizdnd o statistica de rang selectatd maxim prin Monte-Carlo
conditionat (R Software versiunea 4.0.2, pachetul maxstat) [10,11]. Acest lucru ne-a
permis sa clasificim observatiile in doua grupuri pe baza unei variabile predictor ordinale

(independente). O analiza a caracteristicii operationale a receptorului (ROC) dependenta



de timp a fost efectuatad utilizand supravietuirea la 6 luni ca punct de referintd pentru a
determina valoarea limita (cut-off) optima pentru NLR initial (cut-off 3,31, AUC 0,331, p
=0,009). Estimarea ratelor de supravietuire a fost efectuatd cu metoda Kaplan-Meier, iar
curbele de supravietuire au fost comparate utilizand testul log-rank, considerand p < 0,05

pentru semnificatie statistica.

Analiza multivariata a supravietuirii a fost efectuata in continuare utilizind modelul
de regresie Cox, incluzand in analiza variabilele care s-au dovedit a fi semnificative (p <
0,05) sau aproape semnificative in analiza univariatd si ajustand in functie de varsta si
ECOG-PS. Caracteristicile initiale (varsta, sexul, localizarea tumorii, dimensiunea, stadiul,
statusul metastatic, ECOG-PS, prezenta diabetului zaharat, CA 19-9, NLR), precum si

concentratia ccfDNA, au fost analizate in ceea ce priveste semnificatia lor prognostica.

Combinatia NLR cu concentratia ccfDNA a fost, de asemenea, analizata si au fost
atribuite valori pozitive si negative atunci cand NLR sau concentratia ccfDNA au fost peste
(pozitiv) sau sub (negativ) cut-off-ul de valoare prognostica in OS; am definit trei grupuri:
ambele pozitive (PP), unul pozitiv (PN), ambele negative (NN) [12]. Per total,
supravietuireca a fost definitd ca timpul de la diagnostic pana la deces din cauza
complicatiilor legate de cancerul pancreatic sau pana la sfarsitul urmaririi. Datele privind
supravietuirea au fost cenzurate la ultima evaluare. Data limitd pentru urmarire a fost 15

mai 2023.

5.3. Rezultate

Rezultatele noastre au indicat o corelatie intre nivelurile plasmatice crescute de
ccfDNA si varsta de peste 55 de ani, invazia venoasd si arteriald si numarul crescut de
metastaze. De asemenea, am demonstrat cd asocierea NLR cu nivelurile de ccfDNA
imbunatateste semnificativ capacitatea prognostica si ofera o stratificare precisa a riscului

de supravietuire.

In analizele univariate, dimensiunea tumorii (HR 1,02, CI 95% 1,01-1,04, p =
0,004); statusul metastatic: MO vs. PDAC oligo-metastatic (HR 2,09, C1 95% 1,13-3,84, p
=0,018) si MO vs. PDAC multi-metastatic (HR 2,53, CI 95% 1,49—4,29, p =0,001); stadiul
I/IT vs. IV (HR 2,08, CI 95% 1,16-3,73, p =0,013); NLR > 3,31 (HR 0,58, CI 95% 0,37—



0,91, p=0,017); concentratia de ccfDNA > 25,79 ng/ml (HR 0,46, CI 95% 0,25-0,86, p =
0,015) si combinatia dintre NLR si concentratia de ccfDNA: NN vs. PN (HR 1,62, CI1 95%
1,01-2,62, p = 0,048) si NN vs. PP (HR 3,21, C195% 1,51-6,83, p = 0,002), au fost factori

prognostici independenti pentru OS.

Analizele NLR-ului au demonstrat ca valorile mai mari (>3,31) au fost asociate cu
0 OS mai mica (4 vs. 10 luni; log-rank p = 0,011). In modelul de regresie Cox multivariata,
ce a inclus NLR dihotomizat si concentratia de ccfDNA dihotomizata, factorii prognostici
independenti ai OS au fost: dimensiunea tumorii (HR 1,02, CI 95% 1,00-1,03, p = 0,049),
statusul metastatic: MO vs. PDAC oligo-metastatic (HR 3,78, CI 95% 1,17-12,19, p =
0,026) si MO vs. PDAC multi-metastatic (HR 5,37, CI 95% 1,33-21,62, p = 0,018) si
nivelurile de ccfDNA > 25,79 ng/mL (HR 0,45, CI1 95% 0,21-0,97, p = 0,041). Combinatia
dintre NLR si concentratia de ccfDNA a fost, de asemenea, analizatd si s-a constatat o
imbunatatire a supravietuirii globale (NN vs. PP: 10 vs. 3 luni, p = 0,0003 si NN vs. PN:
10 vs. 6 luni, p = 0,038).

Analiza multivariata, incluzand combinarea nivelurilor ccfDNA cu NLR, a relevat
ca statusul metastatic si combinarea nivelurilor ccfDNA cu NLR au fost factorii prognostici
independenti ai OS. PDAC metastatic (oligo- sau multi-metastatic) a fost asociat cu o OS
mai slaba in comparatie cu boala non-metastatica (MO vs. PDAC oligo-metastatic: HR
3,78, C195% 1,17-12,21, p = 0,026 si MO vs. PDAC multi-metastatic: HR 5,73, CI 95%
1,40-23,37, p = 0,015). Mai mult, cand nivelurile ccfDNA si NLR au fost combinate,
pacientii cu NN au prezentat o OS semnificativ mai lungd decat pacientii cu PN sau PP
(NN vs. PN (HR 1,56, C195% 0,93-2,63, p = 0,092) si NN vs. PP (HR 2,81, C1 95% 1,11—
7,15, p=0,030)).

In concluzie, acest studiu sustine concentratia de ccfDNA si nivelurile NLR ca
instrumente promitdtoare pentru evaluarea prognostica neinvaziva a pacientilor cu PDAC
si demonstreaza ca combinarea NLR cu nivelurile de ccfDNA imbunatateste semnificativ
capacitatea prognostica si oferd o stratificare precisa a riscului de supravietuire. Studiile
ulterioare ar trebui sd valideze aceastd combinatie ca indicator prognostic la pacientii cu

DAC si sa evalueze utilitatea acesteia pentru ghidarea deciziilor terapeutice.



Capitol 6. Supravietuirea pe termen lung in adenocarcinomul ductal
pancreatic rezecat cu co-mutatie KRAS G12D/SMAD4: perspective

dintr-un raport de caz si revizuire a literaturii de specialitate

Valoarea potentiald a integrarii modificarilor moleculare cu biomarkeri inflamatori
si ai biopsiei lichide (nivelurile NLR si ccfDNA) a fost subliniatd printr-un caz clinic rar
de PDAC diagnosticat incidental, prezentand o co-mutatic KRAS G12D/SMADA4, care a
atins o perioada prelungita de boala stabild si supravietuire globala si o revizuire narativa
a literaturii. Prin intermediul acestui caz, am dorit sd demonstram semnificatia prognostica
a concentratiei NLR si a ccfDNA, evidentiind faptul ca valorile scazute ale acestor
biomarkeri la momentul diagnosticului pot avea un impact pozitiv asupra prognosticului

pacientului chiar si in prezenta mutatiilor patogene.

Aparitia concomitenta a mutatiilor KRAS G12D si SMAD4 defineste un subtip
molecular cu risc ridicat, asociat in mod obisnuit cu un prognostic slab, potential metastatic
ridicat si raspuns limitat la chimioterapia standard. Acest articol raporteaza un caz rar de
PDAC diagnosticat incidental, prezentand o co-mutatie KRAS G12D/SMADA4, care a atins
o perioada prelungitd de boald stabila si supravietuire globald si prezintd o revizuire

narativa a literaturii, subliniind tratamentele disponibile si semnificatia lor clinica.

In acest capitol a fost prezentat cazul unei paciente in varstd de 71 de ani, supusi
unei colonografii de screening prin tomografie computerizata (colo-CT) in tunie 2019, care
a evidentiat o formatiune tumorald localizatd la nivelul corpului pancreatic cu diametrul de
aproximativ 25 mm, ce mansona confluentul portal si il stenoza, insa fara invazie arteriala
si fard adenopatii. Testele de laborator au ardtat cd nivelurile de CA19-9, CEA, AFP si
bilirubina totald s-au Incadrat in intervalele normale. Pacienta a fost supusad unei EUS-FNA
a masei pancreatice, care a confirmat diagnosticul de adenocarcinom ductal pancreatic

(PDAC) bine diferentiat.

ADN-ul celular liber circulant (ccfDNA) si ADN-ul genomic (ADNg) au fost

izolate folosind aceleasi protocoale pe care le-am detaliat in cercetarile noastre anterioare
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[13,14]. Concentratia de ccfDNA a fost cuantificata folosind un fluorometru Qubit 3.0 (Life
Technologies) si masurata in ng/uL, ccfDNA fiind eluat in 25 pL de apa ultrapurd, iar
raportul neutrofile-limfocite (NLR) a fost calculat ca un raport simplu intre numarul de
neutrofile si limfocite din sangele periferic. In consecintd, concentratia de ccfDNA a fost
de 6,3 ng/ml, iar NLR a fost de 4,49. Ulterior, secventierea de noua generatie (NGS) tintita
bazata pe ampliconi a fost efectuatd folosind platforma Illumina NextSeq 500. Analiza
NGS a evidentiat o mutatie patogena In KRAS (G12D), impreuna cu modificari ale genelor
SMAD4, ARIDIA, TSC2, TP53, EGFR si ERBB2 (HER2), acestea fiind cele mai
frecvente mutatii patogene identificate in probele de FNA sau in ambele probe (de FNA si

de ccfDNA).

Cazul a fost prezentat in sedinta multidisciplinara la care au participat chirurgi,
oncologi, anatomopatologi si radiologi; echipa multidisciplinard a stabilit cd tumora

pancreatica era rezecabila si s-a recomandat interventia chirurgicala.

Astfel, pacienta a fost supusa unei pancreatectomii distale cu splenectomie si
rezectie laterala a venei porte (PDAC pT2N1Mx, LVI+, Pnl+, stadiul IIB - editia a 8-a a

AJCC) [15], ulterior prezentaind numeroase complicatii postoperatorii.

Tratamentul adjuvant cu gemcitabind in monoterapie a fost initiat Tnh noiembrie
2019 din cauza statusului de performantd scazut al pacientulei (ECOG PS 2-3) si a fost
continuat pand in aprilie 2020, cand tomografia computerizata de restadializare a evidentiat

progresia bolii .

Pacienta a fost tratata cu un regim terapeutic pe baza de gemcitabina (gemcitabina
plus capecitabina) din mai 2020 pana in octombrie 2021. Stabilitatea bolii a fost atinsa in
primele sase cicluri de tratament. Cu toate acestea, nivelul CA 19-9 (144 U/L) a crescut in
noiembrie 2021, iar o leziune nodulara hepatica nou apdrutd la tomografia computerizatd a
indicat o boald progresivd. Tratamentul cu irinotecan lipozomal (Onivyde®) plus 5-
fluorouracil (5-FU) a fost initiat in decembrie 2021 si a fost administrat pana in august
2022, cand tumora a progresat si a invadat vena mezenterica superioard, artera mezenterica
superioard si trunchiul celiac, iar nivelurile de CA19-9 au crescut din nou la 114 U/L. In
septembrie 2022, regimul terapeutic cu mFOLFOX6 a fost initiat dupa ce comitetul de

oncologie a revizuit cazul si a optat pentru schimbarea tratamentului.
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Boala a fost stabila pana in aprilie 2023, cand starea pacientului a inceput sa se
deterioreze, iar nivelul CA19-9 a crescut semnificativ (555 U/L). Imagistica a confirmat
progresia dimensionala a leziunii nodulare hepatice si existenta nodulilor intraperitoneali.
Din pacate, starea pacientului s-a agravat In urmatoarele luni, iar Tn noiembrie 2023, dupa

o supravietuire globala de 53 de luni, pacienta a decedat.

Prezenta concomitentd a mutatiilor KRAS G12D si SMAD4 defineste un subtip
molecular cu risc ridicat, frecvent asociat cu un prognostic slab, potential metastatic crescut
si raspuns limitat la chimioterapia standard [16—20]. Mutatia TP53, observata frecvent in
PDAC, contribuie la biologia agresiva, reflectand un grad ridicat de instabilitate genomica
si rezistentd la apoptoza [17,21-23]. Modificarile ARIDIA si TSC2 sugereaza in
continuare dereglarea epigenetica si, respectiv, activarea caii mTOR, ambele fiind legate

de progresia tumorii si rezistenta la tratament [24-27].

In momentul analizei NGS, frecventa mutatiei SMAD4 (VAF) a fost extrem de
scazutd, dar, avand 1n vedere fenotipul agresiv generat de aceste mutatii, aceasta ar putea

fi extrem de semnificativa in timpul monitorizarii pacientilor.

In acest caz, co-aparitia mutatiilor RYR2 si TSC2 ar putea sugera perturbarea ciilor
de homeostazie celulard, inclusiv activarea mTOR si raspunsurile la stres dependente de
calciu. Desi in prezent nu pot fi actionate, aceste descoperiri sustin complexitatea biologica

a tumorii si pot informa viitoarele investigatii mecanistice sau terapeutice.

In cazul prezentat, in timpul primei linii de chimioterapie (regim pe bazi de
gemcitabind), supravietuirea fara progresia bolii a fost de 18 luni, fiind similara cu datele
prezentate in studiul ESPAC4 [28,29]; sub cea de-a doua linie de chimioterapie (onivyde®
+ 5-FU), PFS a fost de 9 luni (spre deosebire de studiul NAPOLI-1, unde PFS mediana a
fost de 6,1 luni [30]. De asemenea, valorile markerilor tumorali ai pacientului au scazut
semnificativ pe parcursul celei de-a doua linii de chimioterapie. Mai mult, desi discutam
despre un pacient cu mai multe complicatii postoperatorii care au dus la o stare generald
alteratd la momentul initierii chimioterapiei, pacientul nu a prezentat reactii adverse majore

in timpul tratamentului chimioterapeutic.
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Diagnosticul incidental al unui PDAC in stadiu incipient (rezecabil) cu mutatii
KRAS G12D si SMADA4, care a prezentat multiple complicatii postoperatorii si o perioada
prelungita de boala stabila sub chimioterapie adjuvanta, atat in prima, cat si in a doua linie
de chimioterapie, exemplifica unicitatea acestui caz. Numeroase studii clinice evalueaza in
prezent siguranta si eficacitatea terapiei cu KRAS G12D in tumorile solide, inclusiv
PDAC. Inscrierea intr-un studiu care investigheaza inhibitorii KRAS G12D trebuie luati

in considerare daca este disponibila.

Captolul 7. Concluzii si contributii personale

7.1. Contributiile personale

Informatiile disponibile cu privire la strategiile de tratament pentru cancerul
pancreatic in Europa de Est sunt foarte limitate. Intr-un studiu retrospectiv de cohorti am
analizat comparativ eficacitatea schemelor de chimioterapie disponibile in tara noastra la
acel moment (FFX, GB si Gem) si am identificat factorii prognostici ai OS si ai PFS intr-

un cadru real.

S-au analizat comparativ PFS si OS medie pentru fiecare linie de chimioterapie,
precum si ratele de OS la 6, 12, 18 si 24 de luni in fiecare grup (subcapitolul 4.3.2,
paragrafele 1 si 2, Figura 4.1, Figura 4.2, Figura 4.3 si Figura 4.4). Ulterior s-a utilizat un
model de regresie Cox pentru a evalua relatia dintre caracteristicile pacientilor si
supravietuire, ludnd in considerare factori precum varsta, sexul, localizarea tumorii,
diabetul zaharat, ECOG-PS, schemele terapeutice L1 si L2, CA 19-9 si NLR la momentul

diagnosticului.

Astfel, am observat o imbunatatire semnificativa a OS la pacientii tratati cu scheme
de tratament cu FFX sau GB comparativ cu pacientii care au primit Gem (12 luni si,
respectiv, 14 luni, fatd de 8 luni). In studiul nostru de cohorta, analiza multivariati a aratat

ca ECOG-PS 0/1 a fost asociat cu PFS-L1 prelungita, in timp ce varsta peste 70 de ani,
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niveluri crescute de CA 19-9, NLR > 4,15 si tumorile localizate in corpul pancreatic au

influentat negativ PFS-L1.

O supravietuire globala mai lunga a fost asociata cu sexul masculin, ECOG-PS 0/1
si prima linie de chimioterapie cu FFX (vs. Gem), in timp ce supravietuirea mai micd a fost
asociata cu un NLR mai mare. O supravietuire mai scazuta a fost prezisa si de niveluri mai
ridicate de CA 19-9 la momentul diagnosticului, desi aceastd predictie nu a fost
semnificativi statistic (HR 0,41, C195% 0,17—1, p = 0,05). in plus, utilizarea FFX ca prima
linie de chimioterapie (vs. Gem) a fost un predictor independent pentru PFS-L2 (HR 6,91,
CI95% 1,5-31,9, p =0,013) si OS-L2 (HR 6,95, CI1 95% 1,12-43,07, p = 0,037).

In cohorta analizatd, pacientii care au primit FFX ca regim de prima linie au avut
cea mai buna supravietuire fard progresie a bolii (9 luni). Pacientii care au fost supusi
chimioterapiei cu FFX sau cu GB au avut o supravietuire globala similard (14 luni,

respectiv 12 luni).

Rezultatele noastre demonstreaza ca varsta peste 70 de ani, nivelurile crescute de
CA 19-9, NLR > 4,15 si tumorile localizate in corpul pancreatic au influentat negativ PFS-
L1, in timp ce ECOG-PS 0/1 a fost asociat cu PFS-L1 prelungit. Niciunul dintre urmétorii
factori nu a fost semnificativ statistic asociat cu PFS-L1: sexul, diabetul zaharat sau
regimul de chimioterapie. Sexul masculin, ECOG-PS 0/1 si prima linie de chimioterapie
cu FFX (vs. Gem) au fost asociate cu o OS mai bund, in timp ce cresterea NLR a fost
corelati cu o OS scizuti. In acelasi timp, pacientii cu valori crescute ale CA 19-9 la
momentul diagnosticirii au avut o OS mai mica. In acest studiu, aproximativ o treime
dintre pacienti au primit chimioterapie de linia a doua si, indiferent de regimul administrat
in linia a doua, cei care au primit mai intdi FFX au avut PFS-L2 si OS-L2 semnificativ mai

mari decat cei care au primit alt regim in prima linie.

Din cate stim, acesta este primul studiu care compara eficacitatea optiunilor de
chimioterapie paliativa pentru mPDAC disponibile in Roméania la momentul publicarii

acestui studiu.
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Acest prim studiu ne-a permis stabilirea dinamicii de recrutare a pacientilor cu
PDAC inclusi in proiectul PANCNGS P4 si a particularitatilor clinice ale acestora. Pornind

de la aceste date am efectuat cel de-al doilea studiu de cohorta.

In cel de-al doilea studiu, ne-am propus si investigam corelatiile dintre cantitatea
plasmatica de ccfDNA si caracteristicile clinice si tumorale (subcapitolul 5.2, Figura 5.4),
precum si valoarea prognostica a concentratiei plasmatice de ccfDNA si a NLR la pacientii
cu PDAC (subcapitolul 5.3.4, Figura 5.5 si Figura 5.6). In acest sens, 82 de pacienti cu
PDAC confirmat histopatologic au fost Inrolati Intr-un studiu observational prospectiv, iar
izolarea ADN-ului plasmatic s-a efectuat utilizind sange periferic recoltat inainte de orice
procedurd invaziva sau administrarea chimioterapiei. Protocolul de extractie (detaliat in
subcapitolul 5.2) a dus la izolarea cu succes a ccfDNA. Fragmentele de ADN izolate au
avut dimensiuni de 150-200 pb si a existat o contaminare mica sau deloc cu fragmente de

ADN mai mari (ADN fragmentat din leucocite lizate) (subcapitolul 5.2).

Concentratia de ccfDNA a fost cuantificata utilizand un fluorometru Qubit 3.0 (Life
Technologies, Kuala Lumpur, Malaezia) si masuratd in ng/uL, eluat in 25 pL de apa
ultrapura. Pentru a calcula concentratia de ccfDNA per 1 ml de plasmd, am inmultit
concentratia masuratd cu volumul de elutie si am impartit rezultatul la volumul plasmei in

toate cazurile (subcapitolul 5.2).

In acest studiu, a fost evaluatid relatia dintre nivelurile de ccfDNA si varsta, sex,
caracteristicile tumorii, ECOG-PS, stadiul tumorii, statusul metastatic sau parametrii
biologici (CA 19-9, NLR). Constatarile noastre au indicat o corelatie intre nivelurile
plasmatice crescute de ccfDNA si varsta de peste 55 de ani, invazia venoasa si arteriald si
numarul crescut de metastaze. De asemenea, am demonstrat ca asocierea NLR cu nivelurile
de ccfDNA Tmbunatateste semnificativ capacitatea prognostica si oferd o stratificare
precisa a riscului de supravietuire. Am demonstrat ca, independent de stadiul tumorii,
cuantificarea nivelurilor de ccfDNA oferd o tehnicd neinvaziva si simpla pentru prezicerea

prognosticului clinic la pacientii cu PDAC.

Din cate stim, acesta este primul studiu efectuat in populatia romaneasca care
evalueaza rolul prognostic al concentratiei de ccfDNA la pacientii cu PDAC. Mai mult,

acesta este unul dintre primele studii care demonstreaza valoarea predictiva a inflamatiei
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sistemice in combinatie cu concentratia de ccfDNA. Sunt necesare cercetari viitoare pentru

a explora in continuare aplicabilitatea terapeutica a acestor descoperiri.

Pentru a evidentia valoarea potentialda a integrarii modificarilor moleculare cu
biomarkeri inflamatori si ai biopsiei lichide (nivelurile NLR si ccfDNA), am ales sa
raportdm un caz rar de PDAC diagnosticat incidental, prezentdnd o co-mutatie KRAS
G12D/SMADA4, care a atins o perioada prelungitd de boala stabila si supravietuire globala
si sd prezentdm o revizuire narativa a literaturii, subliniind tratamentele disponibile si

semnificatia lor clinica.

Prin intermediul acestui caz, am dorit s demonstram semnificatia prognostica a
concentratiei NLR si a ccfDNA, subliniind faptul ca valorile scazute ale acestor biomarkeri
la momentul diagnosticului pot avea un impact pozitiv asupra prognosticului pacientului

chiar si in prezenta mutatiilor patogene, care sunt adesea asociate cu un prognostic slab.

7.2. Concluzii

PDAC rdamane o malignitate devastatoare, cu optiuni limitate pentru o terapie
eficientd. Imbunatitirea rezultatelor pacientilor va depinde de progresele multidisciplinare
in imagistica, tehnici chirurgicale, radioterapie si terapii sistemice. Desi progresul clinic
este lent, intelegerea noastra despre biologia moleculard a PDAC si a micromediului
tumoral continud sd se extinda si, in cele din urma, va oferi informatii pentru abordari

terapeutice rationale care vor duce la beneficii clinice.

Biopsia lichida este o metodd minim invaziva, eficientd si care economiseste timp,
ceea ce a atras treptat atentia cercetatorilor ca o alternativd valoroasa pentru biopsia
tisulara. Biopsia lichida joaca un rol important in medicina personalizata, fiind o strategie
neinvazivd de detectare a tumorilor bazata pe caracteristici individuale. Tehnici avansate
precum ddPCR, NGS si proteomica sunt utilizate in analiza biomarkerilor pentru biopsia
lichida. Mai mult, o varietate de tehnologii noi sunt dezvoltate pentru a exploata

complexitatea informatiilor obtinute din probele de sange.
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In primul studiu, prin compararea schemelor de chimioterapie disponibile in
Romania am demonstrat ca utilizarea FFX in prima linie de chimioterapie a fost o optiune
eficientd pentru pacientii cu scor ECOG-PS 0 sau 1, pacientii care au primit FFX ca regim
de prima linie avand cea mai lunga PFS (9 luni). Pacientii care au fost supusi chimioterapiei
cu FFX sau cu GB au avut o OS similard (14 luni, respectiv 12 luni). in plus, nivelurile
crescute de CA 19-9, NLR > 4,15 au fost factori de prognostic negativi la pacientii cu

mPDAC.

In cel de-al doilea studiu am analizat relatia dintre cantitatea plasmatica de ccfDNA
si caracteristicile clinice si tumorale, precum si valoarea prognosticd a concentratiei
plasmatice de ccfDNA si a NLR la pacientii cu PDAC. Studiul nostru sustine concentratia
de ccfDNA si nivelurile NLR ca instrumente promititoare pentru evaluarea prognostica
neinvaziva a pacientilor cu PDAC si demonstreaza cd asocierea NLR cu nivelurile de
ccfDNA mbunatateste semnificativ capacitatea prognostica si ofera o stratificare precisa a
riscului de supravietuire. Studiile ulterioare ar trebui sd valideze aceastd combinatie ca
indicator prognostic la pacientii cu PDAC si sa evalueze utilitatea acesteia pentru ghidarea

deciziilor terapeutice.

Prin cazul clinic prezentat, am dorit sd evidentiem faptul ca valorile initiale ale
concentratiei de ccfDNA si ale NLR pot influenta pozitiv supravietuirea pacientilor chiar

si In contextul unui profil mutational asociat cu un prognostic nefavorabil.

Studiul nostru sustine markerii de biopsie lichidd bazati pe ccfDNA ca instrumente

clinice promitatoare pentru prognosticul neinvaziv si monitorizarea pacientilor cu PDAC.

Consideram ca rezultatele cercetarii noastre pot fi utile in asistarea oncologilor in
luarea deciziilor cu privire la alegerea schemelor de chimioterapie, avand in vedere
dificultétile pe care le Intdmpind in controlul PDAC. Identificarea biomarkerilor predictivi,
rafinarea strategiilor de selectie a pacientilor si explorarea unor noi regimuri combinate vor

fi cruciale pentru cresterea eficacitdtii abordarilor tintite in PDAC.
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