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INTRODUCERE

Lucrarea de fatd are ca obiectiv principal identificarea si confirmarea unor biomarkeri
proteomici candidat pentru sclerodermie descoperiti in studii de proteomicd fundamentala.
Lucrarea se situeaza pe traiectoria etapelor pe care biomarkerii le au de parcurs pentru a putea fi
implementati in activitatea zilnica clinici. In acest moment marea majoritate a biomarkerilor
descoperiti in variatele patologii au urmat o cale ,traditionalistd” mergindu-se pe cdi de
transductie a semnalului si legaturi logice identificate dintre citokine, receptori si celule. S-a
observat de-alungul timpului insd cd marea majoritate a biomarkerilor descoperiti prin aceasta
abordare nu sunt caracterizati prin valori predictive si valori diagnostice foarte bune, lumea
stiintificd orientdndu-se acum spre alte cdi in vederea identificdrii biomarkerilor. Aceastd noua
abordare este facilitatd si de imensul progres tehnologic din ultimele doud decenii prin aparitia
asa-numitelor sisteme ,,high-throughput” ce pot identifica o cantitate foarte mare de date care
mai departe sunt analizate cu ajutorul unor sisteme bioinformatice moderne ce au la baza
concepte matematice complexe. Aceste metode ,,high-throughput” identifica anumiti biomarkeri
candidat pentru o anumita patologie prin faptul ca determind prezenta unui semnal semnificativ
statistic diferit fatd de semnalul pe care il au martorii sanatosi pentru respectivului biomarker.
Insa acesti biomarkeri candidati identificati trebuie ulterior confirmati in cadrul studii separate
folosind loturi diferite de pacienti folosind tehnici specifice, tintite pentru acestia. In cazul
biomarkerilor proteomici, confirmarea acestora se realizeazd folosind o cohorta diferitda de
pacienti, comparati cu indivizi (martori, control) ce nu prezintd boala respectiva (sdndtosi), la

baza analizei aflandu-se metodele imunologice (Western Blot, tehnici imunoenzimatice, etc).

Sclerodermia este o boala autoimuna a carei fiziopatologii este inca incomplet cunoscuta.
Descoperirea de biomarkeri pentru sclerodermie reprezintd o provocare pentru cercetatori
datoritd caracterului polimorf al bolii. Desi pand acum au fost studiati mai mul{i biomarkeri
folosind abordarea traditionalistd, acestia nu prezinta valori predictive si diagnostice foarte bune.
Putine studii au abordat proteomica fundamentala (studii de spectrometrie de masa) ca potentiala
sursd de biomarkeri proteomici in sclerodermie, iar biomarkerii proteomici candidat descoperiti
de acestea inca nu au fost confirmati. Avand in vedere caracterul autoimun al bolii, in cazul
sclerodermiei cel putin, probabil ca in vederea descoperirii de biomarkeri este de dorit o abordare

care sd imbine abordarea traditionalistd cu cea moderna. Este de asteptat ca valorile diagnostice
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ale biomarkerilor sa creascd prin identificarea (prin studii de proteomica fundamentald),
confirmarea si ulterior asocierea acestora cu sursele lor celulare, cu caile de transductie, cu
efectorii din aval sau cu promoterii din amonte. Astfel cd acesti biomarkeri vor putea fi inclusi
in paneluri (grupe) de biomarkeri a caror sensibilitate, specificitate si valori predictive vor fi mai
mari decat atunci cand biomarkerii panelului sunt analizati separat. O astfel de abordare va putea
sta la baza dezvoltarii ideii de medicind personalizata atat de necesard pentru pacientii cu

sclerodermie.

EPIDEMIOLOGIA SI FACTORII DE RISC iN DEZVOLTAREA
SCLERODERMIEI

In literatura de specialitate existd foarte multe studii care se ocupa de problema
incidentei si prevalentei sclerodermiei. O meta-analiza recenta [1] si-a propus sa evalueze datele
inregistrate pand 1n acel moment. Datele obtinute aratd cd prevalenta sclerodermiei variaza intre
7/1.000.000 cazuri pana la 489/1.000.000 cazuri iar incidenta de la 0.6/1.000.000 cazuri/an la
122/1.000.000 cazuri/an. Incidenta si prevalenta sclerodermiei variaza foarte mult functie de
regiunea geograficd. Aceste diferente pot fi explicate fie printr-un bagaj diferit genetic al
fiecarei regiuni, fie prin expunerea diferentiati fatd de anumite noxe/factori de risc. In plus
existd date din literatura care sugereaza ca in anumite zone existd grupe populationale ce prezinta
o prevalenta si incidentd mai mari pentru sclerodermie. Din pacate pentru tara noastra lipsesc
date concrete de incidenta si prevalenta astfel cd se poate face doar o estimare bazandu-se pe
datele obtinute de alte tari.

Supravietuirea pacientilor cu sclerodermie s-a Tmbunatatit foarte mult odatd cu
descoperirile din domeniul patogeniei pentru cd la ora actuald pacientii sunt diagnosticati mai
devreme iar criza renalid sclerodermica beneficiaza de un tratament eficient [2]. In schimb s-au
schimbat principalele cauze de mortalitate-de la criza renald sclerodermica din trecut (cu o
scadere semnificativd gratie introducerii inhibitorilor enzimei de conversie) la afectarea
pulmonara (hipertensiune pulmonara si fibroza). Aceste aspecte sunt foarte importante si trebuie
subliniate pentru dezvoltarea directiilor de cercetare i1n domeniul sclerodermiei (prin analiza
factorilor care se asociazd/determind afectarea pulmonara si pentru a imbundtéti speranta de viata
a acestor pacienti). Desi ratele de supravietuire s-au imbunatatit, ele raman totusi considerabil

inferioare populatiei generale. Printre predictorii independenti ai mortalitatii la acesti pacienti se



numard: prezenta proteinuriei, hipertensiunea pumonara, sindromul restrictiv intraparenchimatos,
dispneea, scaderea capacitatii de difuzie pulmonara, debut tardiv al fenomenelor Raynaud si

scorul cutanat Rodnan crescut [3].

Principalii factori de risc pentru dezvoltarea sclerodermiei sunt reprezentati de gen, rasa,
varsta la debut, istoric familial pozitiv si factori de mediu incluzand aici pe cei ocupationali,
infectiosi si altii ce nu se incadreaza in niciuna din categoriile anterioare. Calitatea studiilor din
literatura de specialitate ce urmaresc relatia de cauzalitate dintre factorii de risc si sclerodermie
variazd foarte mult datoritd caracterului polimorf al bolii, al numarului variabil de pacienti
recrutati si al efectelor studiate. In plus, asocierea dintre factorii de mediu si sclerodermie este
dificil de demonstrat intrucat la marea majoritate a pacientilor cu sclerodermie nu exista nicio
expunere anterioara dezvoltarii bolii, precum si reversul, multi pacienti expusi la factorul
respectiv de mediu nu dezvolta boala. Studiile tip caz control au o relevantd limitata deoarece
expunerile la respectivii factori de mediu incriminati In patogeneza sclerodermiei sunt rare.
Acelasi lucru este si in cazul studiilor de cohorta, in care foarte putini pacienfi urmariti din
grupul cu factor de risc se imbolnadvesc. Astfel ca studiile sunt de cele mai multe ori cu putere
statistica slaba si ele nu pot exclude factorii de risc. Un control al factorilor de confuzie devine
astfel foarte important intrucat existd un risc foarte mare de includere a unor erori sistematice. O
solutie este reprezentatd de studiile tip sinteza sistematicd cu metanalizd care sd certifice
asocierea cu un anumit factor de risc prin combinarea mai multor studii similare, crescand astfel
puterea statistici. In literatura existi deja sinteze sistematice si metaanalize pentru anumiti

factori de risc.

CLASIFICAREA FORMELOR CLINICE ALE SCLERODERMIEI

Clasificarea bolii are In primul rand scopul de a imparti pacientii in grupe de boald ce au
istorie naturald diferitd. Un obiectiv prinicpal in sclerodermie este de a defini criterii care reusesc
sa clasifice pacientii Tn grupe de boald ce Inglobeaza manifestari clinice specifice sclerodermiei
dar care sunt mai putin intalnite in patologii conexe, ce mimeaza aceasta boald. Acest aspect este
destul de dificil, intrucét pacientii prezinta o mare varietate de manifestari clinice si paraclinice.

Asa cum a fost prezentat anterior, clasificarea pacientilor cu sclerodermie se realizeaza

astdzi dupa gradul de distributie al ingrosarii cutanate astfel : sclerodermie forma difuza si
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sclerodermie forma limitata. Aceasta clasificare a pacientilor este utila deoarece istoria naturala
si extensia ingrosarii cutanate este distincta. Evaluarea extinderii ingrosarii cutanate se realizeaza
folosind scorul Rodnan modificat [4] in care examinatorul evalueazd ingrosarea cutanata la
nivelul a 17 zone, oferind un punctaj cuprins intre 0 (absenta Ingrosarii cutanate) pana la 3
(Tngrosare severa).

Pacientii cu sclerodermie forma difuza au in evolufia lor naturala o crestere rapida a
scorului Rodnan modificat. Acesta atinge valorile maxima in jur de 12-18 luni de la momentul
aparitiei artralgiilor si se imbunatateste usor ulterior. Un aspect interesant este faptul ca sunt
studii care demonstreazd cd rata ingrosarii cutanate (definitd prin scorul Rodnan modificat
impartit la timpul necesar aparitiei primului simptom atribuibil sclerodermiei de la aparitia
fenomenelor Raynaud) este un predictor independent pentru mortalitate si al riscului la aceasta
subgrupa de pacienti [5]. In momentul agravarii scorului Rodnan modificat apar si simptomele si
semnele constitutionale (inapetenta, scaderea in greutate, oboseala, afectarea tendoanelor si a
miozitei). Este de remarcat faptul ca fenomenul Raynaud apare initial in proportie de 40% la
pacientii cu sclerodermie forma difuza, de aceea este foarte important sd avem date cat mai
precise despre debutul acestuia. Eforturile se indreapta spre definirea unor caracteristici clinice si
mai ales paraclinice (ce pot fi mult mai usor obiectivate) pentru definirea subgrupului de boala
precoce. Vor fi necesare studii prospective la pacientii care prezintda fenomen Raynaud si
eventual modificadri capilaroscopice specifice care nu mai au alte caracteristici clinice pentru
sclerodermie pentru a putea identifica mai bine acei pacienti ce se afla in faza precoce a bolii.
Din punctul de vedere al prezentei anticorpilor specifici, pacientii cu sclerodermie forma difuza
prezintd anticorpi anti Scl-70 sau anticorpi anti ARN polimeraza III. Prezenta anticorpilor anti
Scl-70 este asociata cel mai frecvent cu aparitia fibrozei pulmonare interstitiale. Pe de altd parte,
prezenta anticorpilor anti ARN polimeraza III se asociazd cu un risc mai mare pentru aparifia
crizei renale sclerodermice §i cu o ingrosare mai mare a tegumentelor (scorul Rodnan

modificat>30) [6].

Spre deosebire de pacientii cu sclerodermie forma difuza, cei cu forma limitatd prezinta o
suprafatd mai mica a Ingrosdrii cutanate, care nu disemineaza, indiferent de durata bolii. Scorul
Rodnan modificat creste lent pe masura evolutiei naturale a bolii. Acesti pacienti au in general o
evolutie si un prognostic superior comparativ cu paciengii cu forma difuza. Pentru definirea

sclerodermiei forma limitatd precoce a fost stabilit arbitrar pragul de 5 ani dupd debutul bolii.
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Fenomenul Raynaud cu sau fara ulceratii digitale este frecvent un prim simptom la acesti
pacienti, urmat de aparitia artralgiilor chiar si la 3 ani dupa aparifia fenomenului Raynaud.
Contracturile severe sunt rare la pacientii cu forma limitata. Acestia prezintd mult mai pufine
manifestari viscerale ale bolii, ceea ce le oferd un prognostic mai bun. Doar 10-15% din pacientii
cu sclerodermie forma limitatd precoce dezvoltd fibroza pulmonara, cel mai probabil datorita
asocierii anticorpilor anti-centromer [7]. Pe masurd ce boala evolueaza, apar mai multe
telangiectazii la nivelul fetei, buzelor si degetelor, apar calcificarile subcutanate si apare
sclerodactilia. Simptomele digestive (pirozisul, disfagia pentru solide) persistd si se agraveaza
odatda cu evolutia. Interventiile medicamentoase insa limiteaza aceste manifestari digestive si
imbunatatesc calitatea vietii. Afectarea intestinala este mai rara si se manifesta prin diaree si
malabsortie [8]. Datorita spectrului afectarilor cutanate si viscerale la pacientii cu sclerodermie
forma limitata, acesta poate fi inclusi in acronimul « CREST » (C-Calcinoza, R-fenomen

Raynaud, E-afectare Esofagiana, S-Sclerodactilie, T-Telangiectazii).

Complicatia cea mai grava la pacientii cu forma limitata este hipertensiunea pulmonara,
ce apare la aproximativ 10% dintre pacienti de obicei la peste 3 ani de la debutul bolii. Ea apare
mult mai frecvent la pacientii ce au si anticorpi anti-centromeri si anti UI-RNP. Aproape toti
pacientii cu anticorpi anti-centromeri au forma limitata a bolii, insd nu toti pacientii cu forma
limitatd au si anticorpi anti centromeri. Pacientii care asociaza si niveluri scdzute ale
complementului seric pot dezvolta in timpul evolutiei bolii manifestari autoimune reprezentate
de vasculitd cu purpurd palpabila, neuorpatie periferica, ciroza biliard primitivd si tiroidita

autoimuna [9,10].

In literatura de sepcialitate mai este definit incd un subset de boald, sclerodermia sine
scleroderma care este insa mult mai rara. Pacientii prezintd fenomen Raynaud si serologie pentru
sclerodermie (anticorpi specifici) insd nu prezintd afectare cutanata. Din punctul de vedere al
afectarii viscerale, acestia prezintd caracteristici similare pacientilor cu sclerodermie forma

limitatd ceea ce a condus la includerea acestui subset in categoria de sclerodermie forma limitata.

APLICATII ALE PROTEOMICII iN CLINICA: DESCOPERIREA
BIOMARKERILOR PROTEOMICI

Proteomica este o ramurd a biologiei moleculare ce se ocupa cu studiul structurii si

functiei proteinelor. Telul suprem al proteomicii este identificarea si validarea unor biomarkeri
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care sa fie capabili sa Tmbunatateasca screening-ul, diagnosticul, monitorizarea sau prognosticul
unei anumite patologii. In acest moment in literatura de specialitate existd doua abordari in

cadrul studiilor proteomice [11].

1. Abordarea clasica-in care sunt studiate una sau cateva proteine inrudite intre ele fie
structural, fie functional sau care se gasesc in cai de transductie a semnalului/cai metabolice
comune. Aceastd abordare traditionalista a fost utilizatd foarte multi ani si a adus beneficii
asupra cunoasterii functiei si rolului proteinelor. Totusi un dezavantaj al abordarii traditionaliste
este cd nu ia 1n considerare totalitatea proteinelor si interactiunilor dintre acestea, ele referindu-se

la un numadr restrans de molecule, precum nici nu ia n considerare noi posibile proteine.

2. Abordarea noud « discovery based approach» -prin care proteinele sunt supuse unui
screening global, indiferent de structurd, rol in cale metabolica, etc. O astfel de abordare a fost
posibild prin aparitia metodelor proteomice “high-throughput” (in traducere - pe scara largd), ce
accelereaza descoperirea biomarkerilor proteomici prin generarea unei cantitati foarte mari de
date, care sunt prelucrate cu ajutorul tehnicilor bioinformatice. In plus, acesta abordare este
foarte promitatoare n viziunea dezvoltarii si aplicdrii conceptului de medicina personalizata.
Este foarte important ca cercetatorii sa arunce un navod cat mai larg, crescandu-si astfel sansele
de a descoperi biomarkeri promitatori. Astfel ca aceastd abordare incepe sa castige din ce in ce
mai mult teren si reprezintad o sursd importantd de potentiali biomarkeri candidat care pot fi
ulterior confirmati si validati in cadrul studiilor clinice independente.

Translatia unui biomarker proteomic din laborator in clinica (,,bench to bedside ) este un
proces dificil datoritd heterogenicitatii tesuturilor afectate de boala si a erorilor sistematice ce pot
sd apard in cadrul studiilor [12]. Pentru descoperirea unor noi biomarkeri se descriu cinci faze
[13,14].

Faza I-se referd la studii preclinice, folosind abordarea noud, «discovery
based approach». Biomarkerii astfel identificati sunt prioritizati functie de capacitatile lor
diagnostice, prognostice sau predictive. Probele din care biomarkerii sunt identificate trebuie sa
provina de la pacienti ale cdror caracteristici clinice sunt foarte bine cunoscute. In aceasta fazi se

foloseste un numar redus de probe.



Faza II- cuprinde doua aspecte foarte importante. Primul aspect este reprezentat de
realizarea unei metode de cuantificare a biomarkerului. In contextul studiilor proteomice, este
vorba de realizarea unor truse de determinare a proteinelor ce au la baza reactia antigen-anticorp
(imunodeterminare). Aceste reactii pot fi de tip Western Blot sau determindri ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay) monoplexate sau multiplexate (in cadrul unor platforme
proteomice tip Luminex, microarray de proteine). Dupda ce aceste truse au fost elaborate,
biomarkerii trebuie evaluati in contextul clinic, pentru a se determina sensibilitatea si
specificitatea end-point-ului clinic cautat.

Faza III- cuprinde evaluarea caracteristicilor biomarkerului pentru aparitia end-point-ului
clinic cautat in conditiile in care acesta inca nu se manifesta clinic. Este momentul studiilor,
prospective, mari, In care pacientii sunt recrutati Tnaintea aparitiei manifestarilor clinice. Aceste
studii sunt mari consumatoare de resurse atat finaciare cat si de resursa umana, insa rezultate
bune provenite din studiile de faza III duc la validarea clinicd a biomarkerului. Studiile de faza
III pot fi considerate studii de validare a biomarkerilor.

Faza IV- evalueazd caracteristicile biomarkerului avand la dispozitie un studiu de
cohortd. Abordarea este similard cu studiile din faza III, diferenta este ca pe baza rezultatelor
oferite de biomarkerul validat se alege o anumita strategie terapeuticd sau o indicatie pentru o
procedura diagnostica definitiva (biopsie, etc), procedura care de altfel ar fi scumpa pentru
sistemul de sandtate sau invaziva pentru pacient si care ar trebui realizatd numai unor pacienti cu
indicatii clare, date de biomarkerul validat in faza IIl. De aici se poate concluziona ca studiile de
faza IV sunt greu de realizat in bolile rare cum este si sclerodermia-ce face obiectul studiului
lucrarii de fatd. Pentru aceste patologii rare vor fi necesare cel mai probabil studii transnationale
ce sa inglobeze expertiza si pacientii mai multor centre mari universitare din lume.

Faza V- evalueaza beneficiile si riscurile utilizarii biomarkerului validat. Evident ca
pentru acesta este nevoie de un studiu pe scard larga, cu o perioadd mare de urmarire a
pacientilor care este insa foarte costisitor. Studiile din faza IV si V evalueaza de altfel beneficiile
clinice ale biomarkerului validat (raspund la intrebarea ,,biomarkerul este validat dar este el si cu
adevarat util din punct de vedere economic si social?””). Acestea pot fi considerate studii de

implementare clinica a biomarkerilor proteomici.

OBIECTIVE SI MOTIVATIE



Principalul obiectiv al prezentei lucrdri de doctorat este reprezentat de_identificarea

evaluarea si confirmarea noilor biomarkeri proteomici candidat pentru sclerodermie descoperiti

in studii de proteomica fundamental (spectrometrie de masi combinata cu electroforeza 2D). In
acest moment studiile se concentreazd pe identificarea biomarkerilor care pot permite
diagnosticul precoce, pot asigura o evaluare corectd a activitatii bolii sau pot avea un rol
prognostic important pentru pacientii cu sclerodermie. Lucrarea se inscrie astfel in tendingele
actuale din cercetarea translationala, care se axeaza pe accelerarea transferului de cunostiinte din
studiile fundamentale catre patul pacientului (,,bench to bed approach”). Identificarea din
literaturd a biomarkerilor proteomici candidat s-a realizat prin evaluarea critica a literaturii de
specialitate, avand un design si protocol riguros. Astfel ca s-a realizat o sinteza sistematica a
tuturor studiilor relevante si o baza de date ce cuprinde biomarkerii proteomici candidat alaturi
de produsul patologic din care acesta a fost izolat. Evaluarea si confirmarea unor biomarkeri
identificati a fost realizatd printr-un studiu caz martor pe un lot independent de pacienti cu

sclerodermie si martori sanatosi.

In afard de aceasti abordare noud pentru evaluarea biomarkerilor in sclerodermie,
lucrarea isi propune evaluarea unor noi potentiali biomarkeri identificati pe calea patogenica
(hypothesis driven approach), biomarkeri atractivi care si-au dovedit deja utilitatea in patologii
autoimune conexe. Astfel cd sunt vizati biomarkeri ai disfunctiei endoteliale si autoanticorpi

(proveniti din cele doua lanturi patogenice, afectarea vasculara si dereglarea raspunsului imun).

Un alt obiectiv este reprezentat de obtinerea unor date privind capacitatile predictive ale
respectivilor biomarkeri cercetati in cadrul lotului independent cu sclerodermie pentru evaluarea
expresiilor clinice la pacientii cu sclerodermie (subgrupe de boald, boala activa, afectare
pulmonara, afectare articulara, afectare gastrointestinali). In afari de analiza univariata,
biomarkerii vor fi stratificati prin analizd multivariata pentru a decide care este biomarkerul

relevant si cu cele mai bune caracteristici predictive pentru o anumita caracteristica clinica.

Impactul lucrarii va consta in posibilitatea abordarii pacientilor cu sclerodermie din
privinta noilor biomarkeri, ce ar putea deschide drumul catre o abordare personalizata a acestor

pacienti. Medicina personalizatd este un domeniu crescut de interes si promite sd devind



standardul de aur. Medicina personalizatd se refera la alegerea tratamentului medical si al

diagnosticului pe baza caracteristicilor individuale ale pacientului.

Eforturile depuse, rezultatele si probele biologice (serotecd) obtinute in cadrul aceastei
lucrari vor stala baza unor studii ulterioare, de faza III in privinta validarii biomarkerilor in
sclerodermie, ele integrandu-se in fluxul informational al descoperirii biomarkerilor din

cercetarea translationala.

MATERIALE SI METODE

Prezentul studiu se Tncadreaza in studiile de faza II a descoperirii biomarkerilor, studiu in
care biomarkerii identificati in cadrul cercetdrilor fundamentale sunt confirmati in patologia
respectiva. Studiul este unul tip caz-martor, in care expresia biomarkerilor in sclerodermie este
comparati cu expresia acestora la nivelul indivizilor sanitosi. In plus, studiul prezintd si o
abordare transversald in cadrul lotului pacientilor cu sclerodermie, incercandu-se identificarea
asocierii biomarkerilor proteomici cu anumite expresii clince specifice bolii.

Au fost inclusi In studiu doua loturi de pacienti-unul cu bolnavi de sclerodermie si unul
cu martori sandtosi similar cu cel al pacientilor cu sclerodermie din punctul de vedere al
distributiei pe varsta si pe gen. Criteriile de includere eu fost reprezentate de: varsta peste 18 ani,
pacientii sd indeplineascd criteriile ACR de boala si sa se incadreze intr-una din categoriile :
sclerodermie difuza sau localizatd, sa inteleagd si sa semneze consimtdmantul informat. Pacientii
care au indeplinit cel putin unul din criteriile de mai jos au fost exclusi din studiu : insuficienta
overlap, fumatori, orice conditie fizicdA sau psihicd ce Tmpiedica pacientul sa isi dea
consimtimantul de a participa in studiu, sarcina. In cadrul studiului au fost inclusi 40 pacienti cu
sclerodermie. In studiu a fost recrutat si un numir de 20 voluntari sinitosi care de asemenea au
semnat consimfamant informat si care au constituit lotul martor. Acestia au fost similari lotului
de pacienti sclerodermici din punctul de vedere al repartizarii pe gen si pe varsta.

In cadrul lotului martor au fost masurate variabilele demografice (gen, varsta) precum si
nivelurile serice ale enodocanului, reticulocalbinului 1, reticulocalbinului 3. in cadrul lotului
pacientilor cu sclerodermie, au fost masurate mai multe variabile, atat clinice cat si paraclinice.

In plus, la nivelul lotului cu pacienti cu sclerodermie a fost evaluat si un panel extins de anticorpi



antifosfolipidici pentru evaluarea acestora din urma drept biomarkeri ai expresiei clinice pentru
pacientii cu sclerodermie.

Initial a fost realizata statistica descriptiva a celor doud loturi incluse in studiu (cercetand
distributiile variabilelor continui prin analiza histogramelor si aplicarea testelor tip Kolmogorov
Smirnov). Ulterior folosind testul Mann Whitney U s-a testat existenta diferentelor din punctul
de vedere al concentratiilor biomarkerilor proteomici testati prin metoda ELISA intre martorii
sandtosi si lotul pacientilor cu sclerodermie. Respingerea ipotezei nule a dus la confirmarea
acestor biomarkeri.

Dupa confirmarea biomarkerilor proteomici s-a cdutat asocierea acestora cu variatele
manifestari clinice (in cadrul lotului cu sclerodermie, pe baza variabilelor clinice care Tn mare
masurd sunt binarizate « tip da/nu » si a fost testatd ipoteza existentei unei diferente din punctul
de vedere al concentratiei biomarkerilor proteomici intre aceste subloturi ale grupului de
sclerodermie-de exemplu sublotul pacientilor cu sclerodermie forma difuza versus forma
localizatd). Au fost aplicate teste neparametrice de tipul Mann-Whitney U. Pentru evaluarea
existentei unei corelatii intre variabile au fost utilizati coeficientii de corelatic Pearson sau
Spearman Rho (functie de respectarea conditiilor pentru aplicarea acestor coeficienti). Au fost
realizate si curbele ROC pentru evaluarea capacitatii diagnostice pentru diferite manifestari
clinice a biomarkerilor proteomici identificati. Parametrii testelor diagnostice (specificitate,
sensibilitate, valoare predictiva pozitiva, valoare predictivda negativd) impreuna cu intervalul de
incredere 95% au fost calculate utilizdind un soft on-line gratuit la adresa

http://ktclearinghouse.ca/cebm/toolbox/statscalc .

In final, variabilele care s-au asociat si corelat cu o anumiti expresie clinici a
sclerodermiei au fost testate daca pot fi predictori independenti ai respectivei manifestari fiind
inclusi Tn model de regresie logistica (intrucat variabila raspuns este o variabila de tip binar-
da/nu).

Modelele obtinute au fost analizate iar coeficientii standardizati au permis ordonarea
predictorilor independenti in ordinea importantei lor. Pentru realizarea modelelor de regresie
logisticd, predictorii au fost introdusi folosind mai multe abordari-abordarea standard
si « stepwise ». Prin compararea parametriilor modelelor de regresie au fost alese cele mai bune
modele obtinute. Coeficientii de corelatie dintre variabilele predictori au fost determinati pentru

a evita aparifia fenomenului de de multicolinearitate ce ar determina instabilitatea modelelor
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obtinute si veridicitatea coeficientilor standard. Daca au fost mai multe variabile care s-au corelat
cu un coeficient de corelatie>0.70, in modelul de regresie logistica a fost introdusda doar o
singurd variabila (celelalte au fost excluse). Pragul de semnificatie statistica a fost p<0.05.
Modelarea statistica si analiza grafica au fost realizate utiizand softurile Statistical Package for

the Social Sciences (SPSS) versiunea 16 si Statistica versiunea 7.

Pentru realizarea sintezei sistematice cautarile s-au realizat in doua baze de date: PubMed
(din 1950 pana in prezent) si EMBASE (din 1988 pana in prezent), cautarea avand loc in luna
februarie a anului 2014 (momentul initierii acestei tezei de doctorat). Au fost citite abstractele
articolelor gasite. Au fost excluse articolele tip ,,review”, seriile de cazuri, ,,letter to the editor”.
Au fost excluse studiile pe modele animale, precum si articolele ce se referecau la alte boli
autoimune sistemice (gasite prin motoarele de cdutare datoritd includerii cuvantului ,,systemic”,
in special lupus eritematos sistemic §i scleroza multipla, precum s§i polimiozita sau
dermatomiozita) Au fost revizuite numai articolele in limba engleza. Din contingentul de articole
ramase, au fost incluse in analiza ,,in extenso” numai studiile ce contineau metode de proteomica
fundamentald (spectrometrie de masd) ce comparau probele biologice ale pacientilor cu
sclerodermie cu un grup martor.

REZULTATE

Studiul secundar-sinteza sistematica

Un total de 20 de inregistrari au fost incluse in aceasta sinteza sistematicd. Dintre acestea,
17 inregistrari au fost articole originale, ele fiind citite §i sumarizate [15-31]. 3 inregistrari au
fost prezentdri la diferite congrese de reumatologie iar datele au fost preluate exclusiv din

abstractul obtinut.

In cadrul studiului secundar au fost identificati 116 biomarkeri proteomici candidat
pentru sclerodermie. 91 dintre acestia au avut expresie crescuta in probele biologice fata de lotul
martor. 20 de biomarkeri proteomici au avut expresie scazuta fatd de lotul martor iar pentru 5
biomarkeri, rezultatele studiilor au fost contradictorii (unele studii au gasit biomarkerii cu
expresie crescutd, alfii cu expresie scazutd). Acesti 5 biomarkeri sunt: gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza, B2 microglobulina, glutathion S transferaza P, disulfid izomeraza ER-60 si

calgranulin B. Majoritatea biomarkerilor au fost identificati din lichidul de lavaj bronhiolo-
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alveolar (48 de biomarkeri), intrucat foarte multe studii au cautat biomarkeri din aceasta proba
biologica. 40 de biomarkeri au fost identificati din analiza proteomului provenit din culturi
celulare de la pacientii cu sclerodermie. 22 de biomarkeri candidat au fost identificati din
biopsiile cutanate. Numai 15 biomarkeri au fost identificati din serul sau plasma pacientilor.
Sunt important de notat si biomarkerii care s-au identificat din mai multe probe biologice (si
implicit care au fost identificati in mai multe studii). 17 biomarkeri au fost identificati in cel
putin 2 probe biologice. Acestia sunt: tropomiozina, vimentina, precursorul calreticulinei,
ciclofilina A, a-1 antitripsina, f2-microglobulina, calgranulin A, calgranulin B, haptoglobina,
transtiretina, albumina, glutation-S-transferaza P, calumenina, factorul H al sistemului

complement, apolipoproteina I, lizozimul C, disulfid-izomeraza ER 60.

Pentru a sumariza biomarkerii identificati In sinteza sistematica, acestia au fost clasificati
in 14 categorii dupa functia pe care acestia o indeplinesc. Aceste categorii sunt reprezentate de:
dezvoltarea si diferentierea epidermului, molecule de adeziune intercelulara, chaperoni
(proteinele ,,dadace”), proteine ale citoscheletului, reactanti de faza acuta, biomarkeri implicati
in metabolismul energetic celular, proteine ale sistemului oxido-reducator celular, componente
ale matricei extracelulare, citokine, chemokine si imunomodulatori, proteine ale sistemului
complement, proteine asociate metabolismului lipidic, proteine de transductie a semnalului

intracelular.
Studiul caz-martor pe lotul independent de pacienti

In cadrul studiului de confirmare al biomarkerilor proteomici identificati in cadrul
sintezei sistematice si selectionati, a fost construit un lot de pacienti cu sclerodermie alaturi de
care a fost inclus si un lot martor (cu sdnatosi). Au fost inclusi 40 de pacienti consecutivi
diagnosticati cu sclerodermie, internati in Clinicile Medicind Interna si Reumatologie ale
Spitalului Clinic Colentina din luna octombrie 2013 pani in luna septembrie 2015. in lotul cu
pacienti cu sclerodermie au fost inclusi 24 pacienti cu sclerodermie forma difuza (60%) si 16
pacienti cu sclerodermie forma limitata (40%). 36 pacienti au fost de gen feminin (90%) si 4
pacienti au fost de gen masculin (10%). Mediana duratei bolii a fost de 87 luni (valoare minima 5
luni, valoare maxima 240 luni). Pacientii cu forma difuza de boala au avut prevalenta mai mare a
bolii interstitiale pulmonare (18 pacienti, 75% versus 6 pacienti, 37.5%, test Fischer exact,

p=0.02). Totodatd pacientii cu forma difuza au avut un procent DLCO prezis semnificativ mai
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mic decat cei cu boald limitatd (test Mann Whitney U, p=0.05). Prezenta ulcerelor digitale a fost
semnificativ statistic mai mare la pacientii cu forma difuza (11 pacienti, 45.8% versus 0 pacienti,
test exact Fischer, p=0.01). De altfel pacientii cu forma difuza au avut si scorul de activitate al
bolii mai mare comparativ cu grupul de pacienti cu forma limitatd (test Mann Whitney U,
p=0.001).

Martorii sanatosi au fost similari ca distributie din punctul de vedere al genului si al
varstei cu cei din lotul cu sclerodermie. 18 martori sanatosi au fost de sex feminin (90%) si 2 au
fost de gen masculin (10%). Mediana varstei martorilor sdnatosi a fost de 49 ani (valoare minima
38 ani, valoare maxima 63 ani).

Nivelurile serice ale endocanului la pacientii cu scleordermie au fost de 2.52 ng/mL
(valoare minima 0.96 ng/mL, valoare maxima 9.44 ng/mL) comparat cu martorii sanatosi unde
mediana valorilor serice ale endocanului a fost semnificativ statistic mai mica (test Mann
Whitney U, p<0.001) mediana 0.79 ng/mL, valoare minima 0.44 ng/mL, valoare maxima 2
ng/mL). In plus, avand in vedere ci pana in acest moment in literaturd nu au fost studii ce
evalueaza distributia endocanului la nivelul populatiei sanatoase, s-a stabilit o valoare prag
pentru a defini valori crescute ale endocanului. Astfel cad mediei obtinute pe lotul de martori
sandtosi (de 1.07 ng/mL) se adaugd de doud ori valoarea deviatiei standard obtinuta (valoarea
obtinuta fiind de 0.57) va obtine o valoare prag a endocanului de 2.21 ng/mL. Pacientii a caror
concentratie serica a endocanului a depasit aceastd valoare au fost inclusi in grupul cu endocan
crescut (high endocan).

A fost testatd si capacitatea endocanului de a fi test diagnostic pentru sclerodermie.
Astfel ca, la analiza curbei ROC, folosind o valoare prag de 1.93 ng/mL, endocanul are o
specificitate de 100% si sensibilitate de doar 67.5% pentru diagnosticul de sclerodermie (AUC-
0.89, 95% interval de incredere 0.79-0.99).

Analizand concentratia endocanului la nivelul lotului cu sclerodermie se poate observa
ca nivelurile endocanului sunt semnificativ statistic mai mari la pacientii cu sclerodermie forma
difuzd (mediana 2.67 ng/mL, minim 1.10 - maxim 9.44 ng/mL) comparativ cu cei cu forma
limitatd (mediand 1.64 ng/mL, minim 0.96 - maxim 7.00 ng/mL), test Mann Whitney U, p=0.03).
In plus a fost testatd si capacitatea endocanului de a fi test diagnostic pentru subtipul de

sclerodermie (difuzd sau limitatd). Astfel cd, la analiza curbei ROC, folosind o valoare prag de
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1.96 ng/mL, endocanul are o sensibilitate de 87.5 % si specificitate de 69.1% % pentru
diagnosticul de sclerodermie (AUC-0.72, 95% interval de incredere 0.55-0.90).

Pacientii care au avut durata bolii peste 3 ani au avut concentratii serice mai ridicate ale
endocanului (mediana 2.70 ng/mL minim 1.10 maxim 9.44 ng/mL) comparativ cu pacientii ce
prezentau o forma precoce (mediana 2.25 ng/mL minim 0.96 maxim 7.00 ng/mL, test Mann
Whitney U, p=0.01). Pacientii care au avut scorul Rodnan modificat > 14 au avut concentratii
serice ale endocanului semnificativ statistic mai mari comparativ cu cei cu scorul Rodnan < 14
(mediana 2.69 ng/mL, minim 1.10, maxim 9.44 ng/mL versus mediana 1.64 ng/mL, minim 0.96,
maxim 7.00 ng/mL, test Mann Whitney U, p=0.03).

A fost testatd si capacitatea endocanului de a fi test diagnostic pentru apartenenta
grupului cu scor Rodnan modificat peste 14. La analiza curbei ROC folosind o valoare prag de
1.96 ng/mL, endocanul are o specificitate de 67.7% si sensibilitate de 90.9% pentru diagnosticul
scorului Rodnan modificat >14 (AUC-0.70, 95% interval de incredere 0.51-0.88).

Pacientii cu boald activd (scor EUSTAR > 3) au avut niveluri serice mai mari ale

endocanului (boald inactivdi mediana 1.95 ng/mL, minim 0.96 maxim 7 ng/mL versus boala
activd mediana 2.68 ng/mL, minim 1.10, maxim 9.44 ng/mL, test Mann Whitney U, p=0.04).
A fost testatd capacitatea endocanului de a fi test diagnostic pentru apartenenta grupului boald
activd. La analiza curbei ROC folosind o valoare prag de 2.01 ng/mL, endocanul are o
specificitate de 58.9% si sensibilitate de 81.1 % pentru diagnosticul de sclerodermie (AUC-0.64,
95% interval de incredere 0.50-0.82).

De altfel, concentratia sericd a endocanului a avut o tendintd sd fie mai mare la
pacientii cu ulcere digitale (mediana 3.15 ng/mL minim 1.10, maxim 9.44 ng/mL versus mediana
2.4 ng/mL minim 0.96 maxim 7 ng/mL, test Mann Whitney U, p=0.08), la cei cu
hipocomplementemie (mediana 3.73 ng/mL, minim 1.28, maxim 7 ng/mL versus mediana 2.4
ng/mL, minim 0.96, maxim 9.44 ng/mL test Mann Whitney U, p=0.09) si la pacientii cu
manifestdri zilnice ale fenomenului Raynaud (mediana 2.62 ng/mL minim 0.96, maxim 9.44
ng/mL versus mediana 1.95 ng/mL, minim 1.10, maxim 4.95 ng/mL, test Mann Whitney U,
p=0.20). Nu au fost descrise alte corelatii ale expresiei endocanului seric cu fenotipul clinic.

Nivelurile serice ale reticulocalbinei 1 la pacientii cu scleordermie au fost de 7.99
ng/mL (valoare minima 4.02 ng/mL, valoare maxima 48.42 ng/mL) valori comparabile cu cele

ale martorilor sanatosi unde mediana valorilor serice ale reticulocalbinei 1 a fost similard (test
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Mann Whitney U, p=0.45) mediana 10.3 ng/mL, valoare minima 6.32 ng/mL, valoare maxima
36.2 ng/mL).

In cadrul lotului cu scleordermie nu s-a observat nicio diferentd semnificativa statistic
intre concentratiile reticulocalbinei 1 la pacientii cu sclerodermie forma difuza versus pacientii
cu sclerodermie forma limitata ( test Mann Whitney U, p=0.61). In cadrul manifestarilor clinice
ale sclerodermiei nu s-au gasit diferente intre nivelurile serice ale reticuolocalbinei 1 si
prezenta/absenta ulcerelor digitale (desi exista o tendintad pentru niveluri serice mai mici la cei cu
ulceratii active, test Mann Whitney U, p=0.09).

Pacientii cu sclerodactilie au avut niveluri serice ale reticulocalbinei 1 mai mari
comparativ cu cei fard sclerodactilie (test Mann Whitney U, p=0.05). Nu au fost diferente intre
concentratiile reticulocalbinei 1 intre pacientii cu telangiectazii si cei fara (test Mann Whitney U,
p=0.09). Nici prezenta calcinozei nu s-a asociat cu niveluri mai mari ale reticulocalbinei 1 (test
Mann Whitney U, p=0.15).

Pacientii cu hipomotilitate esofagiand aveau niveluri serice mai mari ale
reticulocalbinei 1 comparativ cu pacientii ce nu aveau modificari ale motilitatii esofagiene (test
Mann Whitney U, p=0.02).

Nu au fost diferente semnificative intre concentratile serice ale recticulocalbinei 1 la
pacientii ce aveau sau nu aveau niveluri scazute ale complementului seric (test Mann Whitney U,
p=0.13). De asemenea nu au fost diferente semnificative Intre concentratiile acestui biomarker la
pacientii ce aveau fibroza pulmonard versus cei fara fibroza pulmonard (test Mann Whitney U,
p=0.71).

La pacientii cu boalda activd s-a observat o tendintd de crestere a concentratiei
reticulocalbinei 1 (test Mann Whitney U, p=0.20) insa aceasta nu a fost semnificativa statistic.

Tratamentul pacientilor nu a influentat nivelurile serice ale reticulocalbinei 1 (teste
Mann Whitney U, p=0.51-pentru corticoterapie, p=0.21-pentru blocantii de canale de Cat+,
p=0.10-pentru sintrom si p=0.4-pentru inhibitorii enzimei de conversie).

Desi nivelurile serice ale reticulocalbinei 1 nu s-au corelat cu scorul Rodnan modificat
(test Spearman, r=-0.086, p=0.42) acestea au fost corelate cu scorul de activitate al bolii
EUSTAR (test Spearman, r=0.36, p=0.02). In acelasi timp, numarul plachetelor s-a corelat

pozitiv cu concentratia serica a reticulocalbinei 1 (test Spearman, r=0.36, p=0.02).
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Nivelurile serice ale reticulocalbinei 3 la pacientii cu scleordermie au fost de 4.68
ng/mL (valoare minima 2.89 ng/mL, valoare maxima 43.7 ng/mL) valori comparabile cu cele ale
martorilor sdndtosi unde mediana valorilor serice ale reticulocalbinei 3 a fost similara (test Mann
Whitney U, p=0.69) mediana 6.38 ng/mL, valoare minima 3.72 ng/mL, valoare maxima 29.53
ng/mL).

In cadrul lotului cu scleordermie nu s-a observat nicio diferenta semnificativa statistic
intre concentratiile reticulocalbinei 3 la pacientii cu sclerodermie forma difuza versus pacientii
cu sclerodermie forma limitata ( test Mann Whitney U, p=0.91). In cadrul manifestirilor clinice
ale sclerodermiei nu s-au gasit diferente intre nivelurile serice ale reticuolocalbinei 3 si
prezenta/absenta ulceratiilor digitale (test Mann-Whitney U, p=0.189); un aspect diferit fatd de
reticulocabina 1 este cel legat de prezenta/absenta sclerodactiliei unde nu s-au gasit diferente
intre nivelurile serice ale reticuolocalbinei 3 (test Mann-Whitney U p=0.304). In schimb
concentratia reticulocalbinei 3 a fost mai mare in subgrupul de pacienti cu telangiectazii
comparat cu pacientii sclerodermici fara telangiectazii (test Mann-Whitney U, p=0.03). La
pacientii cu calcinozd prezentd a existat o tendintd de crestere a nivelurilor serice ale
reticulocalbinei 3 insa fara semnificatie statistica (test Mann-Whitney U p=0.09).

Ca si 1n cazul reticulocalbinei 1, nivelurile serice ale reticulocalbinei 3 au fost mai mari la
pacientii ce aveau prezentd hipomotilitate esofagiand (test Mann-Whitney U, p=0.02).

Nu au fost diferente semnificative intre concentratile serice ale recticulocalbinei 3 la
pacientii ce aveau sau nu niveluri scdzute ale complementului seric (test Mann Whitney U,
p=0.075-totusi a existat p tendintd a valorilor mai mici ale reticulocalbinei 3 la pacientii cu
hipocomplementemie). De asemenea nu au fost diferente semnificative Intre concentratiile
acestui biomarker la pacientii ce aveau fibroza pulmonard versus cei fara fibroza pulmonara (test
Mann Whitney U, p=0.61).

Similar cu cazul reticulocalbinei 1, si nivelurile reticulocalbinei 3 au avut tendinta sa
fie mai mari la pacientii cu boala activa, desi nesemnificativ statistic (test Mann Whitney U,
p=0.28).

Tratamentul pacientilor nu a influentat nivelurile serice ale reticulocalbinei 3 (teste
Mann Whitney U, p=0.80-pentru corticoterapie, p=0.40-pentru blocantii de canale de Cat+,

p=0.12-pentru sintrom si p=0.19-pentru inhibitorii de enzima de conversie).
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Nivelurile reticulocalbinei 1 si ale reticulocalbinei 3 au fost strans corelate (test Spearman,
r=0.86, p<0.001).

Spre deosebire de reticulocalbina 1, nivelurile reticulocalbinei 3 nu s-au corelat cu
scorul EUSTAR (test Spearman, r=0.29, p=0.07). In plus, numarul plachetelor sanguine a fost
corelat poztiv cu concentratia reticulocalbinei 3 (test Spearman, r=0.34, p=0.013).

Avand in vedere cad nivelurile reticulocalbinei 1 dar nu si 3 au fost semnificativ
associate cu scorul EUSTAR in analiza bivariatd, pentru evaluarea relatiei dintre cele doua
variabile dupa ajustarea sexului si varstei pacientilor s-a realizat o analizd multivariata ce a avut
ca variabila independentd concentratia sericd a reticulocalbinei 1 si ca variabile dependente
sexul, varsta si scorul EUSTAR. Scorul EUSTAR a ramas semnificativ statistic asociat cu
concentratia reticulocalbinei 1 dupi aceasti ajustare (valoarea R” ajustati a modelului a fost de
0.17, coeficientul B pentru EUSTAR a fost de 2.28 cu interval de incredere 95% intre 0.12 si
4.43, p=0.03).

In plus, analizand concentratiile reticulocalbinei 1 si 3 comparativ cu martorii sanatosi,
desi nu au fost diferente semnificative se poate observa faptul ca din grupul de pacienti cu
sclerodermie se evidentiazd pacienti care prezintd niveluri crescute serice ale concentratiei
acestor doi biomarkeri. Avand in vedere faptul ca in cadrul literaturii de specialitate nu sunt
prezentate valori normale ale reticulocalbinei 1 si 3 la martorii sandtosi, valori crescute au fost
considerate valorile care au depasit media plus 2 deviatii standard ale sanatosilor selectionati in
studiu. Populatia de pacienti cu sclerodermie a fost impartitd in doud grupuri- pacienti cu valori
»hormale” ale reticulocalbinei 1 si 3 (34 pacienti, 85%) si pacienti cu valori ,.crescute” ale
reticulocalbinei 1 si 3 (6 pacienti, 15%) . Pentru ca nivelurile serice ale reticulocalbinei 1 si 3
sunt corelate, a fost analizat numai cazul reticulocalbinei 1 care prezintd concentratii serice mai
mari comparativ cu reticulocalbina 3.

Nu s-au observat diferente semnificative statistic din punctul de vedere al majoritatii
expresiilor clinice in sclerodermie la pacientii cu niveluri ,,normale” versus pacientii cu valori
,crescute” ale reticulocalbinei 1. De remarcat este faptul ca pacientii din grupul cu valori mai
mari ale concentratiei serice ale reticulocalbinei 1 aveau o prevalentd mai mare a ulcerelor
digitale comparativ cu restul pacientilor cu sclerodermie (4 pacienti, 66.7% versus 7 pacienti-
20.6%, OR=7.71 (95% IC 1.16-51.01, p=0.03). A existat de altfel o tendinta ca pacientii din

grupul cu valori mai mari ale concentratiei serice ale reticulocalbinei 1 sd aibd o prevalentd mai
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mare a calcinozei (3 pacienti-50% versus 5 pacienti-14.5%, p=0.08), o tendintd pentru o
prevalentd mai mare a telangiectaziilor (6 pacienti-100% versus 20 pacienti-58.8%, p=0.07) si o
tendintd pentru o prevalenta mai mare a hipomotilitatii esofagiene (6 pacienti-100% versus 20 de
pacienti-58.8%, p=0.07).

Un aspect interesant de notat este faptul ca desi nu au fost diferente semnificative intre
nivelurile serice ale reticulocalbinei 1 la pacienti cu sclerodermie forma localizatd versus forma
difuza, pacientii din grupul cu niveluri crescute ale reticulocalbinei 1 au apartinut exclusiv
grupului de pacienti cu forma difuza (test Fischer, p=0.056, 6 pacienti versus 0 pacienti din
grupul cu sclerodermie forma limitata).

Pacientii apartinand grupului cu niveluri serice crescute ale reticulocalbinei 1 avut un
scor al activitatii gastro-intestinale semnificativ statistic mai mare (test Mann Whitney U,
p=0.05). In plus, pacientii cu niveluri crescute au avut si numar mai mare de plachete (test Mann
Whitney U, p=0.01). S-a observat si o tendintd pentru scoruri EUSTAR de activitate a bolii mai
mari la pacientii cu niveluri crescute ale reticulocalbinei 1 (test Mann Whitney U, p=0.10).
Semnificatia statistica nu a fost atinsd, cel mai probabil datoritd numarului mic de pacienti din
grupul celor cu reticulocalbind 1 crescuta (6 pacienti).

Pacientilor cu sclerodermie selectionati le-a fost evaluat un panel extins de anticorpi
antifosfolipidici (ce a constat din analiza fractiet IgM si IgG a anticorpilor anti
fosfatidiletanolamind, anti cardiolipina, anti fosfatidilserina, anti protrombind si anti beta2-
glicoproteina 1). Acestia nu au prezentat in momentul recrutarii cat nici in antecedente semne si
simptome ale sindromului antifosfolipidic (nu au raportat niciodatd tromboze sau avorturi
spontane recurente). Anticorpii antifosfolipidici au fost prezenti la o proportie relativ mare
dintre pacientii analizati (14 pacienti au avut cel putin un tip de anticorp antifosfolipidic).
Majoritatea au avut numai un singur tip de anticorp (8 pacienti). 2 pacienti au avut doua tipuri de
anticorpi, 2 pacienti au avut 3 tipuri de anticorpi si 2 pacienti au avut 4 tipuri de anticorpi
antifosfolipidici). Prin tip de anticorp antifosfolipidic se Intelege prezenta a fie IgM sau IgG ale
aceleiasi clase de anticorp ce recunoaste un antigen specific (fosfolipid). Cel mai frecvent tip de
anticorp antifosfolipidic prezent (folosind valoarea prag sugerata de producatorul trusei utilizate)
a fost IgM anti fosfatidiletanolamina (11 pacienti).

Concentratia sericd a anticorpilor antifosfolipidici nu a fost diferitd intre pacientii cu

sclerodermie forma difuza si forma limitatd. Nu au fost diferente semnificative statistic intre

18



concentratiile anticorpilor antifosfolipidici nici intre diferitele manifestari ale bolii. Nu s-au gasit
asocieri Intre prezenta anticorpilor antifosfolipidici si numarul de trombocite sau parametrii
morfologici plachetari. Totusi, pacientii cu anticorpi IgM anti fosfatidiletanolamina au prezentat
si hipocomplementemie (definita ca niveluri sazute fie de C3, fie de C4 sau ambele) (5 pacienti,
45.5% pacienti cu anticorpi IgM anti fosfatidiletanolamina versus 0 pacienti fard anticorpi IgM
anti fosfatidiletanolamina, p<0.001, test exact al lui Fischer, OR=41.46, 95% interval de
incredere 2.02-850.87). Un aspect interesant de remarcat este faptul ca toti pacientii cu
hipocomplementemie aveau si anticorpi tip IgM anti fosfatidiletanolamina. Si pacientii cu
anticorpi tip IgG anti beta2-glicoproteina 1 aveau tendinta sd fie hipocomplementemici (2
pacienti, 100% din grupul cu anticorpi IgG anti beta2-glicoproteina 1 versus 3 pacienti 7.8% din
grupul fard anticorpi IgG anti beta2-glicoproteina 1, test exact al lui Fischer, OR=43.57, 95%
interval de incredere 1.72-1103). In fine, pacientii ce au prezentat anticorpi tip IgM anti
protrombind aveau si ei tendinta spre niveluri scazute ale valorilor serice ale complementului (4
pacienti, 100% din grupul cu anticorpi IgM anti protrombina versus 1 pacient, 2.7% din grupul
fara anticorpi IgM anti protrombina, test exact al lui Fischer, OR=183, 95% interval de incredere
6.41-5217.09).

Pacientii ce aveau anticorpi tip IgM antifosfatidiletanolamind si hipocomplementemie
aveau si o duratd mai lunga a bolii comparativ cu ceilalti pacienti (mediana 120 luni, minim 70
luni-maxim 240 luni, versus mediana 70 luni, minim 5 luni, maxim 204 luni, test Mann Whitney
U p=0.045). Nu a fost observatd nicio diferentd privind prezenta/absenta anticorpilor
antifosfolipidici si prezenta lupusului anticoagulant. Totodatd nu a fost observatd nicio asociere
intre terapia ce a fost administratd pacientilor si prezenta anticorpilor antifosfolipidici.

Pentru a evalua existenta unei asocieri independente intre concentratia serica a
anticorpilor antifosfolipdici (considerata variabila dependenta, continud) si prezenta
hipocomplementemiei la pacientii cu sclerodermie a fost realizatd o regresie liniard multipla
pentru ajustarea dupa gen si varsta. Astfel ca in modelul de regresie, dupa ajustarea dupa gen si
varstd, hipocomplementemia (variabilda independenta din modelul statistic) se asociaza
independent cu concentratia sericd a anticorpilor tip IgM anti fosfatidiletanolamind si cu
concentratia sericd anticorpilor tip IgG anti beta2 glicoportoeina 1 (ca variabile dependente).
Dupa ajustare nu se mentine asocierea independentd dintre anticorpii tip IgM anti protrombina si

prezenta hipocomplementemiei.
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Dupa analiza individuala a biomarkerilor vis-a-vis de asocierea acestora cu
manifestarile clinice, a fost realizata si analiza corelativad intre biomakerii studiati pentru a decide
biomarkerii cu cea mai buna relevanta si capacitate clinica predictiva.

Astfel ca nivelurile serice ale endocanului s-au corelat pozitiv cu nivelurile serice ale
anticorpilor tip Ig M anti fosfatidiletanolamina (r=0.34, p=0.03). In schimb nivelurile serice ale
reticulocalbinei 1 au fost corelate pozitiv cu titrul de anticorpi tip Ig G anti fosfatidiletanolamina
(r=0.33, p=0.04). De altfel, a existat o tendintd a endocanului de a avea valori semnificativ mai
mari la pacientii cu anticorpi tip Ig M antifosfatidil etanolamina pozitivi (test Mann Whitney U,
p=0.072).

Pe de altd parte, pacientii ce au avut concentratii crescute serice ale endocanului
(valoarea prag superioara a “normalului” pentru valorile serice ale endocanului fiind calculata
din datele obtinute de la martorii sanatosi ca valoarea medie plus 2 deviatii standard) au avut
concentratii crescute ale anticorpilor tip IgM anticardiolipidici (test Mann Whitney U, p=0.03),
anti fosfatidiletanolamina (test Mann Whitney U, p=0.01), anti beta2 glicoproteina 1 (test Mann
Whitney U, p=0.006) si anti fosfatidilserind (test Mann Whitney U, p=0.002). Un aspect
interesant de remarcat este faptul cd nu au fost observate diferente intre concentratiile
anticorpilor antifosfolipidici intre pacientii apartinand grupului “high RCN1” si cei din grupul cu
concentratii normale ale reticulocalbinei 1.

Pentru evaluarea capacitatii biomarkerilor de a evalua independent scorul EUSTAR de
activitate al bolii s-a realizat un model de regresie liniara. Scorul EUSTAR a fost introdus in
model ca variabild dependentd si ca variabile independente au fost introdusi biomarkerii asociati
cu scorul EUSTAR din analiza univariatd (endocan si reticulocalbina 1), alaturi de VSH,
prezenta ulcerelor digitale si scroul Rodnan (ultimele trei fiind componente ale scorului
EUSTAR).

Asa cum era de asteptat, valorile VSH-ului si ale scorului Rodnan modificat s-au
asociat independent cu scorul EUSTAR. Endocanul nu s-a mai asociat in analiza multivariata cu
scorul EUSTAR 1insa concentratiile serice ale reticulocalbinei 1 au fost independent asociate de
VSH, scorul Rodnan modificat si de prezenta ulcerelor digitale cu scorul EUSTAR.

Din modelul de regresie multivariata se poate remarca faptul ca pentru determinarea
scorului EUSTAR, prezenta ulcerelor digitale, scorul Rodnan modificat si VSH-ul joaca cel mai

important rol urmati fiind de nivelurile serice ale reticuloalbinei 1 (aranjati descrescdtor dupa
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coeficientii B). Analizand aceste date se poate observa faptul ca la o crestere a valorilor serice ale

reticulocalbinei 1 la pacientii cu sclerodermie cu 1 ng/mL, scorul EUSTAR creste in medie cu

0.03 unitati (in realitate, conform intervalului de incredere 95% al coeficientului B scorul

EUSTAR poate creste de la 0.02 unitati pana la 0.055 unitati). Astfel ca la o concentratie de

aproximativ 40-50 ng/mL, scorul EUSTAR ar creste cu o unitate (de reamintit este faptul ca

pacientii din grupul high RCN1 aveau niveluri serice in jurul acestor valori).

Acest aspect este interesant de remarcat avand 1n vedere ca nivelurile serice ale

reticulocalbinei 1 nu au o foarte buna valoare diagnostica pentru evaluarea bolii active (definita

de un scor EUSTAR > 3, AUC=0.61, interval de incredere 95% 0.43-0.79).

1.

CONCLUZII

Evaluarea studiilor de proteomica fundamentala ce au ca obiectiv analiza proteomului
produselor patologice evidentiazad biomarkerii proteomici candidat din respectivul produs
patologic dintr-o anumita patologie. Sumarizarea biomarkerilor identificati usureaza procesul
de implementare al biomarkerilor in clinica prin identificarea celor ce pot fi ulterior analizati
in studii cu design superior. Sumarizarea celor 116 biomarkeri proteomici candidat pentru
sclerodermie identificati prin sinteza sistematica reprezintd o valoroasd baza de date pentru
viitoare studii ce vor aborda biomarkeri proteomici pentru expresia clinica din sclerodermie.
O astfel de abordare este insd aplicabila si altor patologii ce necesita biomarkeri diagnostici

sau prognostici.

Endocanul seric (biomarker asociat disfunctiei endoteliale) este un bun biomarker pentru

diferentierea formei difuze de sclerodermie de cea localizata.

Endocanul seric s-a dovedit a fi un biomarker cu o bund capacitate predictivd pentru

diferentierea fibrozei cutanate severe (definita printr-un scor Rodnan modificat >14).
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Valorile endocanului seric par sa creasca pe masura ce boala avanseaza, concentratiile serice
ale acestuia fiind mai mari la pacientii ce au avut durata bolii mai lunga de 3 ani. Asadar

endocanul nu pare sa fie un biomarker potrivit pentru evaluarea stadiilor timpurii ale bolii.

Endocanul seric are o capacitate relativ bund diagnosticd pentru formele active de

sclerodermie Tnsa de o mai mica valoare comparativ cu reticulocalbina 1.

Reticulocalbina 1 sericd este intens corelatd cu reticulocalbina 3 atat la martorii sanatosi cat
si la pacientii cu sclerodermie. Este primul studiu care a evaluat concentratia sericd a

reticulocalbinei 1 si 3 la pacientii cu sclerodermie.

Reticulocalbina 1 sericd pare sa fie un biomarker superior reticulocalbinei 3 serice pentru
evaluarea pacientilor cu sclerodermie deoarece expresia sericad a reticulocalbinei 1 este
superioara iar valorile reticulocalbinei 1 au fost mai bine asociate manifestarilor clinice ale

pacientilor cu sclerodermie.

Reticulocalbina 1 serica este mai degrabd un biomarker pentru stratificarea bolii
sclerodermice intrucit nu s-au constatat diferente semnificative statistic fatd de martorii
sandtosi. Totusi se delimiteazd un subgrup de pacienti (aproximativ 15%) care au valori
serice ale reticulocalbinei 1 semnificativ mai mari comparativ cu martorii sdnatosi. Acestia
au o prevalentd mai mare a afectarii cutanate, vasculare si gastrointestinale (ulcere digitale,

calcinoza, telangectazii, hipomotilitate esofagiana, sclerodermie forma difuza).

Comparativ cu endocanul seric, reticulocalbina 1 sericd este un mai bun predictor al scorului

EUSTAR, fiind independent asociat cu acesta.
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10. Reticulocalbina 1 sericd este si un biomarker al afectdrii gastrointestinale, concentratiile

11.

12.

serice ale acesteia fiind mai mari la pacientii cu hipomotilitate esofagiana.

Anticorpii antifosfolipidici nu sunt biomarkeri pentru afectare clinicd in sclerodermie la
pacientii fard semne si simptome ale sindromului antifosfolipidic. Totusi, asocierea
independenta a anticorpilor tip IgM antifosfatdiletanolamina si IgG ale anticorpilor anti beta2
glicoproteina I cu valorile scdzute ale complementului impune necesitatea urmaririi atente a
pacientilor cu sclerodermie si valori scazute ale complementului pentru evitarea dezvoltarii

caracteristicilor clinice ale sindromului antifosfolipidic.

Pacientii cu  sclerodermie care prezintd anticorpi  antifosfatidiletanolamina,
hipocomplementemie si niveluri crescute ale endocanului ar putea prezenta un fenotip mult
mai activ al celulelor endoteliale comparativ cu ceilalti pacienti. Datele obtinute sustin asupra
pe activarea si disfunctia endoteliala functie de prezenta sau absenta anticorpilor
antifosfatidiletanolamina tip IgM, al nivelurilor scazute ale complementului si al nivelurilor

serice ale endocanului.
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