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INTRODUCERE SI DEFINITII

Lucrarea de fatd are ca obiectiv principal identificarea unor caracteristici clinice si
paraclinice la pacientul pediatric cu steatoza hepaticd non-alcoolicd (NAFLD — Non-alcoholic
Fatty Liver Disease) ce se asociaza cu factorii de risc cardiovasculari clasici (hipertensiunea,
dislipidemia, obezitatea, expunerea la fum de tigara, istoricul familial pozitiv). Totodata, in plan
secund am propus estimarea prevalentei NAFLD 1in cadrul populatiei pediatrice
supraponderale/obeze, identificarea in literatura de specialitate a biomarkerilor proteomici
specifici pacientilor cu NAFLD prin realizarea unei sinteze sistematice si ulterior determinarea
sericd a biomarkerilor proteomici candidati selectionati prin sinteza sistematicd, precum si
identificarea unui/unor markeri surogat pentru evaluarea si stratificarea riscului cardiovascular in

populatia studiata.

Necesitatea obtinerii unor raspunsuri la problemele ridicate in formularea obiectivelor
vine pe fondul confirmarii epidemiologice a unei pandemii de obezitate infantild, care vine cu

repercursiunile ei metabolice, cardiovasculare, psihosociale [1,2].

Un lucru cert este cd in cadrul populatiei supraponderale sau obeze prevalenta steatozei
hepatice non-alcoolice este ridicata chiar si in populatia pediatrica [1]. NAFLD acopera intregul
spectru de la simpla steatoza hepaticd la NASH (steatohepatita non alcoolicd) putand evolua cu
fibroza avansata catre ciroza hepaticd si carcinom hepatocelular [1, 2]. NAFLD ca spectru de
boalda a devenit o problemad de sdnatate publicd majord fiind in tarile industrializate cea mai
frecventa cauza de boala cronicad hepatica la copil ce necesita transplant hepatic [1, 2], observata
o data cu cresterea prevalentei obezitatii in ultimele 3 decade si asociata cu cresterea rezistentei la
insulind. De aici rezultd necesitatea unei atentii sporite asupra obezitatii infantile cu
obligativitatea instituirii screeningului complicatiilor de orice naturd asociate precum si a
evaludrii hepatice cat si a complicatiilor extrahepatice in relatie cu NAFLD la un pacient obez cu
risc metabolic. Aceste complicatii asociate binomului obezitate - NAFLD contribuie la scaderea
sperantei de viatd deoarece mortalitatea In cadrul acestor boli vine prin aparitia evenimentelor

cardiovasculare ca si complicatii conexe [1, 2].

Un alt aspect important ce trebuie mentionat atunci cand discutam despre NAFLD este ca

existd si in momentul actual probleme de diagnostic deoarece standardul de aur in diagnostic este



unul imperfect prin invazivitatea lui (biopsia hepaticd) [1, 2] si, suplimentar, existd probleme de
tratament. Scopul final al tuturor cerecetarilor in derulare cu privire la acest subiect se rezuma pe
de o parte la a gasi o metodd de diagnostic suficient de specifica si sensibild, un biomarker sau o
combinatie de biomarkeri si metode imagistice neinvazive care sa puna diagnosticul de acuratete
mai ales 1n cazul acelor pacienti care prezintd boala evolutiva, semnificativa din punct de vedere
clinic deoarece principala problemd in cazul NAFLD este aceea a distinctiei intre acei pacienti
care au evolutie stationard, benigna si cei care vor evolua catre stadiile clinic importante (NASH,
fibroza, ciroza hepatica, carcinom hepato-celular). Pe de altd parte se fac eforturi pentru a
identifica tintele terapeutice in cadrul acestei boli cu determinism multifactorial deorece pana in
momentul de fatd nici un alt parametru in afard de scaderea semnificativa in greutate (>10% din
greutate) si modificarea stilului de viatd nu a putut oferi rezultate semnificative in ceea ce

priveste retrocedarea inflamatiei si fibrozei hepatice.

1. NOTIUNI DE EPIDEMIOLOGIE A STEATOZEI HEPATICE NON-
ALCOOLICE (NAFLD)

Prevalenta exacta a steatozei hepatice non-alcoolice (NAFLD) nu este cunoscutd deoarece
incd nu existd metode de diagnostic noninvazive cat mai specifice. Aceasta problema este una si
mai pregnantd in cadrul populatiei pediatrice deoarece constientizarea faptului ca aceasta
patologie poate afecta si copilul, nu doar adolescentul si tandrul adult, a castigat teren abia din
ultima decada. Metodele imagistice sunt cele mai folosite pentru evaluarea acestei patologii insa
le lipseste sensibilitatea pentru modificarile steatotice usoare si, un aspect foarte important, nu pot
distinge dintre steatohepatita si steatozd simpla [8]. Prevalenta NAFLD in cadrul populatiei
generale (fara factori de risc asociati) variaza in studii intre 9% si 36.9% [9,10]. Mai mult decat
atat, prevalenta steatohepatitei non-alcoolice (NASH) in populatia generald (neexpusa unor
anumiti factori de risc) nu poate fi evaluatd avand in vedere cad este necesara biopsia pentru
certitudinea diagnosticului iar biopsia hepaticd nu poate fi acceptatd ca metoda de screening din
cauza invazivitatii sale. Astfel, raportarile din literatura cu privire la prevalenta stetozei hepatice
non-alcoolice variaza in functie de modul de screening al acestei patologii (nivelul ALT,
screening ultrasonografic, cuantificarea continutului de grasime hepatica prin CT sau MRI ori
MRS sau diagnostic de certitudiene prin punctie biopsie hepaticd). Prevalenta NAFLD
mentionatd de ghidul NASPGHAN in 2017 este de 0.7% in populatia pediatrica intre 2 si 4 ani



(diagnosticat de certitudiene la autopsie) si intre 29-38% 1n toate grupele de varsta ale populatiei
pediatrice. Un amdnunt ingrijorator subliniat de cdtre NASPGHAN este acela ca in ultima decada
prevalenta NAFLD a crescut de 2.7 ori fata de finalul anilor "80, crestere care a fost mai rapida

decat aceea a obezitatii in acelasi interval de timp [2].

2. ETIOPATOGENEZA NAFLD

In ultimii ani, in literatura de specialitate, s-a observat o schimbare de paradigma in ceea
ce priveste patogeneza NAFLD. Dacd initial in prima decada a anilor 2000 era acceptata ideea ca
NAFLD este rezultatul a doi factori care actioneazd cumva inlantuit (,,two hit pathogenesis™),
ulterior datele obtinute din studii indicau tot mai mult faptul ca ar putea fi cel putin trei factori
implicati in patogeneza steatozei hepatice non-alcoolice, pentru cd in momentul de fatd sa fie

unanim acceptat faptul cd NAFLD este o boala multifactoriala (,,multiple-hit patogenesis”).

In patogeneza explicata de teoria unei ,,duble lovituri” (two hit theory) se stipula ca sunt
necesari factorii care determind steatoza hepatica (prima loviturd) dar pentru progresia citre
NASH este necesara si o ,,a doua loviturd” si anume necesitatea coexistentei steatozei si stresului
oxidativ. Steatoza de orice etiologie, implicit si cea asociatd obezitatii, implicd dezvoltarea
necro-inflamatiei si fibrozei hepatice, in timp ce peroxidarea lipidelor reprezintd o sursa sigurd de
specii reactive de oxigen, mai ales 1n cazul unui individ care ,,pune la dispozitie” si o cantitate
importantd de acizi grasi liberi circulanti, pregatind astfel terenul pentru cd acesti doi factori

insumati sa contribuie la dezvoltarea steatohepatitei non-alcoolice [34].

Necesitatea modificarii de teorie a patogenezei de la cea bazatd pe cei doi factori
declansatori la una multifactoriald explicatd de o inlanfuire de evenimente si factorii care converg
catre progresia bolii, a venit din incapacitatea primei teorii de a explica de ce doar o mica parte
dintre pacientii cu NAFLD progreseaza catre stadii de boala clinic semnificative in timp ce atii
raman asimptomatici. Era evident faptul cd mai era si ,,altceva” implicat. Astfel  s-a stipulat ca
probabil NAFLD este rezultatul combinatiei dintre stilul de viata si factorii de mediu, grefatd pe
un fond genetic particular si susceptibil al individului afectat [35]. Acum stim ca spectrul de
boald al steatozei hepatice non-alcoolice se dezvolta si progreseaza atunci cand sunt intruniti mai
multi factori, primum movens fiind intr-adevdr indeplinirea conditiilor pentru steatogeneza
hepaticd (dieta vesticd, hipercalorica - bogatd in lipide, carbohidrati si alimente procesate pe

fondul unui stil de viatd sedentar) la care se asociazd consecintele rezistentei la insulind, pe



fondul unui teren genetic predispus, Impreund cu factori epigenetici, stresul oxidativ,
dismicrobismul intestinal si dezechilibre ale axei ficat-intestin si diverse carente nutritionale

(deficit de vitamina D).

Mai mult, intr-o revizie a literaturii recent publicata de catre Wesolowski S.R et al in 2017
[36], se emite ipoteza in care expunerea fetald la micromediul uterin poate prezice dezvoltarea
NAFLD cu predispozitie pentru NASH la produsul de conceptie. Astfel, copiii proveniti din
gravide obeze sau mame cu diabet gestational, fiind expusi in-utero la factori multipli dintre care
hipoxia fetald, aportul crescut de nutrienti, molecule ale inflamatiei si dismicrobismului intestinal
ce pot produce modificari metabolice cu rasunet asupra acizilor grasi, metabolitilor,
endotoxinelor, acizilor biliari si citokinelor, suferd un ,,priming” la nivel hepatic pentru NAFLD
intr-o manierd persistentd §i cresc practic susceptibilitatea pentru steato-hepatita non-
alcoolica.Mecanicistic vorbind exista legdturi intre cdile patogenice de la debutul bolii si
modificari in metabolismul lipidelor, disfunctii mitocondriale, microbiomul intestinal,
programarea macrofagica si modificari epigenetice ce determina modificari hepatice la nivel de

micromediu celular, favorizand dezvoltarea de leziuni [36].
3. TABLOU CLINIC iN NAFLD

Tabloul clinic in steatoza hepaticd non-alcoolica este unul sdrac, pacientul putand fi
asimptomatic complet sau putand sd acuze fatigabilitate si, uneori, durere surda la nivelul
hipocondrului drept, mai ales in cazul in care boala a avansat in stadiul de steatohepatita non-

alcoolica (NASH).

4. CRITERII DE DIAGNOSTIC ALE STEATOZEI HEPATICE NON-
ALCOOLICE iN POPULATIA PEDIATRICA

Din pacate diagnosticul NAFLD este unul de excludere. Multi pacienti sunt asimptomatici
si diagnosticati cu aceastd patologie din intamplare. Majoritatea pacientilor raman
nediagnosticati, insa acestia au un risc mult mai mare comparativ cu populatia generald pentru a
dezvolta carcinom hepatocelular, complicatii metabolice (diabet zaharat de tip 2) sau afectari
multiple cardiovasculare. De aceea un diagnostic prompt este necesar pentru a putea initia pe de o
parte un tratament corect ce sd reducd progresia bolii si pe de alta parte initierea masurilor

profilactice in vederea scdderii riscului dezvoltarii comorbiditatilor. Pentru diagnosticul NAFLD



este nevoie n primul rdnd de o suspiciune clinica si o evaluare serologicd extensivd pentru
excluderea altor patologii hepatice. Diagnosticul de NAFLD se pune de obicei In medie la varsta

de 11-13 ani [1].

Tabloul clinic este unul nespecific. Pacientii NAFLD pediatrici se pot prezenta cu
oboseala, maleza, dureri abdominale in hipocondrul drept. Durerea abdominala a fost corelatd cu
prezenta unei inflamatii hepatice si implicit a dezvoltarii NASH, insa nu este un simptom cardinal
pentru NASH. La examenul clinic se poate remarca o usoard hepatomegalie, care insd este
absentd la mai mult de o jumadtate dintre pacientii pediatrici cu NAFLD [45]. Markerii clinici
asociati hiperinsulinismului cum este acanthosis nigricans poat fi prezenti [46]. De cele mai
multe ori insa pacientii sunt asimptomatici. Asocierea acestor caracteristici clinice, impreuna cu
prezenta factorilor de risc amintiti anterior cresc suspiciunea diagnosticului si indruma medicul

specialist pentru evaluarea hepatica.

5. DIAGNOSTICUL DIFERENTIAL AL STEATOZEI HEPATICE iN
CADRUL POPULATIEI PEDIATRICE

Diagnosticul diferential al afectdrii hepatice are o importantd covarsitoare in vederea
identificarii etiologiilor care au vizad terapeuticd cum ar fi Boala Wilson, boala celiacd sau
hepatitd autoimund. Atunci cand exista suspiciunea steatozei hepatice non-alcoolice In populatia
pediatrica trebuiesc excluse alte patolgii hepatice pe baza unui algoritm dictat de grupa de varsta
a pacientului. Hipertransaminazemia nu este specifica pentru NAFLD sau NASH, putand fi si
oglinda unei afectiuni musculare. Hepatomegalia insotita de splenomegalie reprezintd semnul clar
al unei afectiuni hepatice in stadiu avansat si obliga la efectuarea cat mai rapidd a biopsiei

hepatice precum si a unui bilant biologic exhaustiv [37].

Trebuie tinut cont in efectuarea diagnosticului diferential de grupa de varsta a pacientului
pediatric deoarece NAFLD nu este asociat la copilul mic (sub 3 ani) si este o entitate rard la
copiii cu varsta sub 10 ani. La baza diagnosticului diferential trebuie sa stea In primul rand
examenul clinic, urmat apoi de profilul biologic si in ultimd instantd de efectuarea biopsiei

hepatice [2].

Dintre cauzele de steatoza hepatica la copil si adolescent sunt mentionate urmatoarele

entitati patologice ce trebuiesc luate in considerare la efectuarea diagnosticului diferential [37]:



1. Afectiuni sistemice: anorexia nervosa (+/- realimentare), boala celiaca, diabetul zaharat
tip I, Hepatitd cu virus C, tulburari hipotalamo-hipofizare, boala inflamatorie intestinala,
obezitatea/ sindromul metabolic, sindromul ovarelor polichistice, malnutrifia protein-
calorica, scaderea rapida in greutate, sindromul de poluare bacteriana intestinald, tulburari

tiroidiene.

2. Boli genetice sau metabolice: defecte ale alfa- si beta-oxidarii, abeta- sau
hipobetalipoproteinemia, deficitul de alfa-1 antitripsind, boala de depozitare a esterilor de
colesterol /LAL, deficitul de citrind, tulburari congenitale ale glicozilarii, fibroza chistica,
sindromul Shwachmann, hiperlipoproteinemii familiale, boli de depozitare a glicogenului,
intoleranta ereditard la fructoza, defecte mitocondriale si peroxizomale, acidozele
organice, porfiria cutanea tarda, sindromul Turner, tulburdri ale ciclului ureei, boala

Wilson.

3. Consumul de medicamente sau substante hepato-toxice: corticosteroizii, diltiazemul,
ecstasy, cocaind, solventi organici, estrogeni, etanol, metotrexat, nifedipind, pesticidele,

valproatul, vitamina A, zidovudina si medicatia impotriva HIV.
6. TRATAMENT

Terapia steatozei hepatice non-alcoolice reprezintd un domeniu aflat in plind dezvoltare,
fiind subiectul de cercetare al multiplelor studii randomizate aflate in desfasurare. Pand in
afectarii hepatice este scaderea in greutate (~ 10% din greutatea corporald) si modificarea stilului
de viata. Sunt luate in considerare si o serie de terapii medicamentoase care vin sa actioneze la
nivelul diferitelor cai metabolice sau de semnalizare intracelulard implicate In patogeneza Insa
timpul si viitoarele studii vor veni sa le aduca validitatea ca si tratament, precum exista si viza

chirurgicald, 1n spetd chirurgia bariatrica, in cazul pacientilor cu obezitate morbida.

6.1. Modificarea stilului de viatd — reprezinta prima linie de tratament, insa este un obiectiv
greu de atins de citre majoritatea pacientilor desi este cel mai sigur si mai eficient mod de a
vindeca copiii supraponderali/obezi care asociazd NAFLD. Dieta si exercitiul fizic au o actiune
sinergicd crescand sensibilitatea la insulind, restabilind homeostazia glucozei si
lipidelor.Totodata, mentinerea pe termen lung (24 luni) a modificarii stilului de viata asigura o

imbunatatire a histologiei hepatice prin diminuarea gradului de steatoza si inflamatie lobulard.Un



lucru foarte important in cazul pacientului pediatric este reprezentat de implicarea Intregii familii
in acest proces de modificare a stilului de viatd si de scadere in greutate astfel Incat copilul sa
poatd fi sustinut in acest demers si astfel incat rezultatele s poata fi sustinute pe termen lung.
Academia Americand de Pediatrie a propus in anul 2007 o abordare etapizatd in vederea
profilaxiei primare a obezitatii ca factor primordial in aparitia steatozei hepatice non-alcoolice si

continuat cu masuri de tratament.

6.2 Suplimentarea dietei cu micronutriente—este o optiune care a fost investigatda de multiple
trialuri clinice insd efectele par a fi benefice doar pe termen scurt. Astfel a fost studiata
suplimentarea dietei cu vitamine liposolubile (D si E), pre- si probiotice, acizi grasi
polinesaturati, colind si adiponectind. Dintre toate, suplimentarea dietei cu probiotice astfel Incat
sd fie adusd o modificare benefica in flora saprofitd intestinald, este interventia asociatd si cu
scaderea in greutate. In NAFLD au fost sudiate in extenso efectele in vitro si in vivo ale genurilor
Bifidobacteria $i Lactobacillus, cu o atentie aparte asupra Lactobacillus rhamnosus a carui
administrare pare sd asociaze inclusive scdderea nivelului ALT seric la copiii obezi cu NAFLD,
insa studii corect conduse, pe periode lungi de timp si pe un numar semnificativ de pacienti

trebuiesc efectuate pentru a putea stabili cu precizie beneficiul acestora fata de placebo [37].

6.3 Terapia medicamentoasi—din punct de vedere farmacologic existd 3 tinte care pot fi vizate
in cadrul pacientului pediatric cu NAFLD: (a) scaderea in greutate, (b) prevenirea sau
reversibilitatea steatozei hepatice/ inflamatiei/fibrozei si (c) tratamentul hipercolesterolemiei.

6.4 Chirurgia bariatrica — dedicata pacientilor cu obezitate morbidd (IMC >> 99%) cuprinde o
serie de tehnici chirurgicale care vizeaza reducerea volumului gastric, reducerea absorbtiei
alimentelor si inductia unei satietdti precoce (bypass gastric, baloane intragastrice, bandare

ajustabila gastrica, gastrectomie laparoscopica etc).

7. AFECTAREA EXTRAHEPATICA IN CADRUL STEATOZEI
HEPATICE NON-ALCOOLICE

7.1. Riscul cardio-vascular In ultimele decenii, NAFLD a devenit una dintre cele mai
frecvente afectiuni hepatice cronice din Intreaga lume, fiind rezultatul obezitatii si al stilului de
viatd sedentar. Este lesne de Inteles stransa legaturd dintre steatoza hepatica, obezitate si riscul

cardiovascular. Studiile au evidentiat faptul cd pacientii cu steatoza hepatica prezintd modificari



chiar subclinice ale afectdrii cardiovasculare cum ar fi prezenta unui IMT carotidian (Intima
Media Thickness) mai mare comparativ cu martorii sandtosi [59]. Aceastd asociere a fost
identificata si la populatia pediatrica, studii conduse pe adolescenti au evidentiat cresterea IMT
odatd cu cresterea IMC, prezenta NAFLD, circumferinta abdominald, presiune arteriala sistolica,
dupd ce s-a ajustat dupa prezenta altor factori de risc cardiovasculari [60]. In plus, steatoza
hepaticd a fost asociata cu semne ale disfunctiei endoteliale cu valori ale flow mediated dilation
(FMD) mai mici la pacientii pediatrici cu NAFLD [61]. Toate aceste studii, desi cu design
inferior, fard o componenta prospectiva, pledeazd pentru afectare cardiovasculara a NAFLD

chiar si in cadrul populatiei pediatrice.

7.2. Diabetul zaharat de tip 2 (DZT2) Diabetul zaharat si rezistenta la insulind ca si
componente ale sindromului metabolic sunt intim legate de prevalenta NAFLD D e fapt existd o
legatura intricatd, bidirectionald intre NAFLD si DZT2, NAFLD fiind factor independent pentru
dezvoltarea diabetului zaharat de tip 2. Prevalenta DZT?2 sau a prediabetului in cadrul populatiei
cu NAFLD este incertd, studii de mici dimensiuni §i cu un design slab, care au folosit metode
diferite de diagnostic al NAFLD, au obtinut cifre cu variatii mari, prevalenta variind intre 2% si
14%, insd un lucru este sigur si anume: pacientii obezi sau supraponderali supusi screeningului de
diabet prin efectuarea testului oral de tolerantd la glucoza (TTGO) s-au dovedit a avea o
prevalenta mai mare a acestei patolgii (DZT2 sau prediabet) decat un lot control cu acelasi IMC
dar fara NAFLD [70,71].

7.3. Boala cronica renald Recent, atentia lumii stiintifice a fost atrasd asupa unei posibile
legaturi patogenetice intre NAFLD si boala cronica renala. Astfel, s-a observant cd prezenta
NAFLD accelereaza atat dezvoltarea cat si progresia ulterioard a bolii cronice renale definite fie
ca o scadere a ratei de filtrare glomerulare (RFG) sau cd prezenta microalbuminuriei sau
proteinuriei, independent de alti factori de risc clasici implicate in evolutia acesteia, precum
diabetul. Mai mult, ca si in cazul DZT2, legdtura dintre NAFLD si boala renala cronica este una
bidirectionald astfel incat afectarea renald per se contribuie ulterior la amplificarea si la progresia
afectarii hepatice, alimentand cercul vicios [71, 72].

7.4. Apneea obstructivid de somn Apneea obstructivd de somn reprezinta in cadrul populatiei
adulte un factor de risc Inradacinat pentru NAFLD, NASH si fibroza, independent de gen, varsta
si IMC. Doua studii efectuate pe populatie pediatrica cu NAFLD diagnosticat histologic care au



utilizat evaluarea polisomnografica au ardtat o prevalentd de aproximativ 60% a apneei

obstructive de somn [71].

8. IPOTEZA DE LUCRU SI OBIECTIVE GENERALE

Ca obiectiv principal al acestei teze de doctorat am propus identificarea unor caracteristici
clinice si paraclinice ale pacientului pediatric cu steatoza hepaticd non-alcoolica (NAFLD — Non-
alcoholic Fatty Liver Disease) ce se asociazd cu factorii de risc cardiovascular clasici

(hipertensiunea, dislipidemia, obezitatea, expunerea la fum de tigara, istoricul familial pozitiv).

Obiectivele secundare ale acestei teze au Incercat sd atingd problematica estimarii
prevalentei NAFLD in cadrul populatiei pediatrice supraponderale/obeze, precum si identificarea
in literatura de specialitate a biomarkerilor proteomici specifici pacientilor cu NAFLD prin
realizarea unei sinteze sistematice si ulterior determinarea sericd a biomarkerilor proteomici
candidati selectionati prin sinteza sistematica. In final, ne-am dorit identificarea unui/unor

markeri surogat pentru evaluarea si stratificarea riscului cardiovascular in populatia studiata.

De subliniat importanta realizarii unei sinteze sistematice a literaturii de specialitate in
vederea identificarii unor biomarkeri proteomici candidati in identificarea specifica a steatozei
hepatice non-alcoolice, ce a putut servi ulterior ca un bun punct de plecare pentru efectuarea unui

studiu specific a catorva dintre acesti biomarkeri pe populatia de studiu pediatrica inrolata.

10. STUDIUL 1 - BIOMARKERI PROTEOMICI CANDIDATI PENTRU
FICATUL GRAS NON-ALCOOLIC (STEATOZA SI STEATOHEPATITA
NON-ALCOOLICA) DESCOPERITI PRIN SPECTROMETRIE DE MASA:
O SINTEZA SISTEMATICA

Introducere: Obiectivul acestui prim studiu elaborat in cadrul tezei doctorale este acela
de a trece in revistd din punct de vedere critic studiile de proteomica ce au folosit ca si tehnica
spectrometria de masa si de a sumariza astfel biomarkerii candidati proteomici relevanti pentru
NAFLD, urmand astfel calea nebazata pe ipoteze (non-hypothesis driven approach) in

descoperirea noilor biomarkeri. Astfel a rezultat o sinteza sistematicd a 22 de studii elaborata



dupd o cdutare riguroasa in literatura de specialitate folosind doud mari baze de date (Medline si
Embase) si identificand 251 de biomarkeri proteomici candidati. Acest prim studiu s-a concretizat
intr-un articol de tip Sinteza sistematica (Systematic Review) ce a folosit drept indicator rezultat
al prezentei teze de doctorat, fiind publicat in revista indexata ISI “Biomarkers” cu factor de

impact >2. (Trimis in 28 martie 2015, revizuit in 26 mai 2015,

acceptat pentru publicare in 1 noiembrie 2015 si publicat online in 3 decembrie 2015 ). [83 ]

Materiale si metode :Au fost interogate doud baze de date electronice (Medline/Pubmed
si Embase) pentru articolele de interes de la inceputuri pana la 20 Decembrie 2014. A fost
folosita o strategie de cautare care a avut o abordare diferita pentru cele doud baze de date. Au
fost incluse in analizd numai articolele in limba engleza. Dupa aplicarea criteriilor de includere si
excludere au fost definite Inregistrarile finale din care se face extractia informatiei. Fiecare
inregistrare a fost cititd integral si datele au fost extrase intr-o fisd. Daca inregistrarea era un
abstract de conferinta datele au fost extrase din rezumat si eventual din tabelele atasate.

Rezultate obtinute din sinteza sistematica a biomarkerilor identificati din literatura

In final au fost evaluate 22 de inregistrari: 12 articole originale, o comunicare (articol tip short
communication) s1 9 inregistrari tip abstract conferinta. Majoritatea studiilor (21 din 22) se refera
la NAFLD adult si un singur studiu se refera la NAFLD pediatric. In total au fost identificati 251
de biomarkeri proteomici candidat pentru pacientii cu NAFLD. Acesti biomarkeri au avut
expresie semnificativ statistic modificata fatd de grupul martor, fiind fie supraexprimati fie
subexprimati comparativ cu grupul martor. Marea majoritate a biomarkerilor au fost
supraexprimati (127 de biomarkeri), in timp ce 99 de biomarkeri aveau expresie semnificativ
statistic mai mica. Pentru 25 de biomarkeri studiile au gasit rezultate contradictorii (in unele
studii acestia erau fie supraexprimati, fie subexprimati). Acesti biomarkeri sunt platelet basic
protein, lantul vy al fibrinogenului fibrinogen chain, protrombina, componenta C7 a
complementului , actina, lumicanul, CD5 antigen like, apolipoproteina A1, apolipoproteina A2,
apolipoproteina A4, apolipoproteina B100, a2 acid glycoprotein zinc, albumina, lantul  a
hemoglobinei, fatty acid binding protein 1, cistatin C, IGFBP3, un fragment a proteinei numite
myosin reactive immunoglobulin heavy chain variable region, 78 kDa glucose regulated protein
precursor, calreticulina, endoplasmina, lantul usor al feritinei, Hsp 90B, Hsp 90a si izoforma 1 a

carboxilazei hepatice.



Comparand biomarkerii identificati in diferite probe biologice si incercand sa intersectam
aceste multimi, s-a observat cd numai 9 biomarkeri au fost identificati si cu expresie modificata
atat In sangele periferic (ser sau plasma) si in probele hepatice ale pacientilor cu NAFLD. Acesti
biomarkeri sunt glicoproteina o-1 acida, actina, lumicanul, albumina, hemoglobina ,
apolipoproteina Al proteinele glicate/lipoxidate cu un rest final N-epsilon carboximetil lizind, 78

kDa glucose regulated protein precursor si carbamoil fosfat sintaza I.

In total 33 de biomarkeri au fost validati (lumicanul , fatty acid binding protein 1, proteinele
glicate/lipoxidate cu un rest final N-epsilon carboximetil lizina, apolipoproteina All, catalaza,
Cd14, CDS5L, cistatinul C, hemopexina, IGFBP3, LCP1, trombospondina, apolipoproteina B100,
apolipoproteina E, component C3 a complementului, afamina, retinol Binding Protein 4, Vitamin
D Binding Protein precursor, 78 kDa glucose regulated protein precursor, carbamoil fosfat
sintaza I, actina, calumenina, calreticulina, proteina 14-3-3 epsilon, peroxiredoxina-4, Hsp 90, a-
1 glicoproteina acida, perilipin 2, 17-beta-hidroxisteroid dehidrogenaza 13 izoforma B, lantul a
hemoglobin, lantul B hemoglobina, component C3f a complementului, fibrinopeptidul A. Dintre
acesti 33 e biomarkeri, majoritatea (21) au fost validati din serul pacientilor si 14 biomarkeri din
probele bioptice hepatice. Doar doi biomarkeri, 78 kDa glucose regulated protein precursor
(Grp78/BiP) si carbamoil fosfat sintaza I au fost validati atat din ser cat si din probele bioptice ale

pacientilor.

Concluzii :Aceasta sinteza sistematica a identificat 251 biomarkeri proteomici candidati
pentru diagnsoticul si prognosticul NAFLD. Cativa dintre acesti biomarkeri au fost deja extensiv
studiati cu privire la capacitatea lor diagnostica. Cu toate acestea raman insd multi alti potentiali
biomarkeri care necesitd studii viitoare in vederea aprofundarii lor. Identificarea biomarkerilor
exprimati atdt seric cat si din probele de biopsie hepatica si care pot reflecta fidel gradul de
inflamatie, fibroza si steatoza hepaticd ar putea duce la evitarea unor proceduri diagnostice
invazive si costisitoare si ar putea Imbunatdtii urmarirea pacientilor. NAFLD este un spectru de
boald care se asociza cu risc crescut cardio-vascular si cu biomarkeri care sunt comuni
evenimentelor cardiovasculare si care influenteazd suplimentar prognosticul pacientului.
Suplimentar, combinarea biomarkerilor in paneluri ar putea in final creste acuratetea lor

diagnosticd si valoarea prognosticd. Chiar dacd deja existd modalitati valide de diagnostic,



ramane necesard descoperirea unor markeri non-invazivi utili pentru NAFLD, cu precadere in

evaluarea prognosticului.

11. STUDIUL 2 - PROFILUL LIPIDIC AL PACIENTILOR
SUPRAPONDERALI PEDIATRICI (CE PREZINTA SAU NU STEATOZA
HEPATICA NON-ALCOOLICA) N RELATIE CU CRITERIILE IDF
PENTRU DEFINIREA SINDROMULUI METABOLIC

Introducere: In vederea continuarii investigarii problematicii sus mentionate, scopul
acestui studiu este de a analiza profilul lipidic al populatiei supraponderale pediatrice (ce are sau
nu NAFLD) in raport cu criteriile IDF pentru definirea sindromului metabolic la copii si
adolescenti.

Datele preliminare ale acestui studiu (primii 45 de pacienti) au stat la baza unui studiu
pilot si au fost prezentate in articolul stiintific “Lipid profile pattern in pediatric overweight
population with or without NAFLD in relation to IDF criteria for metabolic syndrome: a
preliminary study” — Balanescu A et al., publicat in numarul 1 din 2018 al Romanian Journal of
Internal Medicine ca parte integranta a lucrarii stintifice si ca indicator rezultat al tezei de
doctorat [110].

Materiale si metode: A fost realizat un studiu transversal pe 71 copii consecutivi care s-
au prezentat In perioada lanuarie- Decembrie 2017 la Institutul National pentru Sandtatea Mamei
si Copilului Alessandrescu-Rusescu, din Bucuresti. Au fost inclusi in studiu pacienti cu varste
cuprinse intre 3 si 18 ani. Indicii antropometrici au fost masurati si notati pentru fiecare pacient in
parte. Pacientii au fost evaluati biochimic pentru analiza statusului inflamator (proteina C reactiva
sericd), a fost analizat profilul lipidic (colesterol total, fractiuni si valorile serice ale TG),
glicemie a jeune, hemograma cu analiza indicilor si analiza functiei hepatice. Toti pacientii au
fost evaluati pentru decelarea steatozei hepatice ecografic. S-a folosit ecograful Toshiba Aplio
300. Studiul a fost aprobat de cédtre Comitetul de Eticd si parintii au semnat consimtamant
informat pentru includerea in studiu conform Declaratiei de la Helsinki. Toate datele au fost

analizate folosind softul SPSS versiunea 16 pentru Windows.



Rezultate: Au fost inclusi 71 pacienti (37 baieti = 52.1% si 34 fete = 47.9%), cu o
mediand a varstelor la 10 ani (varsta minimd-3 ani, varsta maxima-17 ani). Prevalenta
Sindromului Metabolic a fost de 36.6% (26 pacienti). Un numar de 29 pacienti (40.8%) au avut
NAFLD. Un numar de 34 pacienti au avut varsta sub 10 ani, iar 9 dintre ei Intruneau toate
criteriile necesare stabilirii diagnosticului de sindrom metabolic, in ciuda varstei mici. 17 dintre
pacientii subgrupului cu varsta peste 10 ani au Intrunit toate criteriile necesare diagnosticului de
sindrom Metabolic. 29 (40.8%) dintre pacientii recrutati au avut NAFLD. Pacientii cu NAFLD au
avut niveluri semnificativ statistic mai mari ale varstei, IMC, trigliceride serice, raport TG/HDL,
ale valorilor ALT, AST si fosfataza alcalina.

Pacientii cu NAFLD au avut niveluri semnificativ statistic mai mici ale fractiet HDL-
colesterolului. Pacientii cu sindrom metabolic au avut un risc mai mare pentru prezenta NAFLD
(OR=3.94 95% interval incredere CI=1.42-10.91). Pacientii cu diabet zaharat tip 2 in
antecedentele familiale au avut un risc mai mare de a avea NAFLD (OR=4.90, 95% CI 1.74-
13.94).

In lotul nostru, 26 pacienti au indeplinit criteriile de sindrom metabolic (16 cu NAFLD si
10 fara NAFLD). Exceptand criteriul referitor la valoarea percentilei taliei>90, cel mai frecvent
criteriu indeplinit a fost nivelul scazut al HDL-colesterolului (33 pacienti, 46.5%). Un numar
semnificativ statistic mai mare de pacienti din subgrupul cu NAFLD au indeplinit atat criteriul de
hipertrigliceridemie cat si pe cel de HDL colesterol scazut. De remarcat este faptul ca s-au
aplicat criteriile IDF indiferent de varsta pacientilor (sub sau peste varsta de 10 ani).

Pentru a verifica daca sunt diferente in subgrupul de pacienti sub 10 ani, a fost realizata o
analiza a criteriilor IDF strict pe acesti pacienti (34 pacienti). Si in cadrul acestui subgrup riscul
de a avea NAFLD la pacientii cu sindrom metabolic a fost mai mare (OR=6.33 95% CI 1.20-
33.38). Cel mai frecvent criteriu indeplinit a fost de asemenea nivelul scazut de HDL colesterol
(12, 41.2%).

Varsta s-a corelat pozitiv cu nivelurile TG (r=0.50, p<0.001) si cu raportul TG/HDL
(r=0.46, p<0.001). Astfel ca este necesara ajustarea nivelurilor TG serice pentru varsta pentru a
vedea dacid se asociazi independent cu prezenta NAFLD si a sindromului metabolic. In analiza
multivariatd, avand TG ca variabila dependentd, TG s-au asociat independent cu prezenta

NAFLD (valoare R? ajustatd a modelului 0.40, coeficient B nestandardizat pentru NAFLD 34.09,



IC 95% 12.57-55.61). Surprinzator nivelurile HDL colesterol nu au mai fost asociate in analiza
multivariata cu NAFLD dupa ce s-a ajustat pentru varsta si prezenta sindromului metabolic.

De altfel s-a cautat si valoarea predictivd pe care o pot avea nivelurile serice ale TG
pentru a pune diagnosticul de NAFLD. Pentru aceasta s-a realizat o curba ROC. AUC a fost buna
pentru diagnosticul NAFLD, fiind de 0.76 CI 95% 0.64-0.88. Pentru o valoare prag a TG de 95
mg/dL, acest biomarker are specificitate 67% si sensibilitate 79% pentru diagnosticul NAFLD in
cadrul populatiei pediatrice.

Concluzii si directii de perspectivi: In concluzii acest studiu confirma date precedente
din literatura si descrie un pattern particular al profilului lipidic la pacientii supraponderali si
obezi cu NAFLD. Pacientii obezi cu NAFLD comparativ cu cei supraponderali non-NAFLD au
avut o prevalentd mai mare a sindromului metabolic, valori mai mari ale IMC si un profil lipidic
particular (niveluri scazute ale HDL colesterolului cu cresteri ale valorilor TG serice si
modificarea profundd a TG/HDL-colesterolului). Nivelul TG serice s-a asociat independent cu
NAFLD dupa ce s-a produs ajustarea pentru varstd si sindrom metabolic. Conform acestor
rezultate, testarea precoce (inclusiv la pacientii sub 10 ani) a nivelului trigliceridelor serice la
anumite grupe selectionate de pacienti (copii supraponderali si obezi cu istoric familial de diabet
tip 2) ar aduce beneficii pentru identificarea acelor copii cu sindrom metabolic. Astfel s-ar putea
identifica NAFLD si sindromul metabolic inca de la varste fragede si, desi criteriile IDF nu pot fi

applicate, se impune o urmarire atenta a acestor pacienti.

12. STUDIUL 3 - EVALUAREA UNUI PANEL DE BIOMARKERI
CANDIDAT LA PACIENTII PEDIATRICI CU OBEZITATE CE
ASOCIAZA SAU NU NAFLD

Introducere : Obiectivul studiului a fost de a evalua si de a confirma un panel de
biomarkeri candidat identificat din studii de proteomica fundamentald la pacientii pediatrici
supraponderali si obezi precum si de a cerceta capacitatile predictive ale acestora sau asocierea cu

anumite caracteristici clinice si/sau biologice.

Materiale si metode: A fost realizat un studiu transversal pe 68 copii consecutivi care s-
au prezentat In perioada lanuarie- Decembrie 2017 la Institutul National pentru Sandtatea Mamei

si Copilului Alessandrescu-Rusescu, din Bucuresti. Au fost inclusi n acest studiu pacienti cu



varste cuprinse intre 3 si 18 ani din cohorta MR PONY la care s-a putut realiza prelevarea si
stocarea de probe biologice la - 80 grade C.

Pentru compararea nivelurilor serice ale biomarkerilor de evaluat au fost inclusi in studiu
si 10 martori sdnatosi imperecheati pe varste si gen. Acestia au fost selectionati dintre pacientii
prezentati in perioada ianuarie — aprilie 2018 la INSMC “Alessandrescu- Rusescu”. Pacientilor
inclusi 1n studiu le-au fost recoltate probe biologice standardizat conform protocolului de lucru
astfel ca s-au prelevat probe pentru analize biochimice uzuale din care s-a pastrat proba in cadrul
serotecii. Pentru detectia biomarkerilor proteomici relevanti din cadrul studiului a fost folosita
tehnica ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) ,sandwich” fiind utilizate truse
comerciale. Studiul a fost aprobat de catre Comitetul de Etica si parintii au semnat consimtdmant
informat pentru includerea in studiu conform Declaratiei de la Helsinki. Toate datele au fost
analizate folosind softul SPSS versiunea 16 pentru Windows.

Rezultate:  Au fost inclusi 68 pacienti (35 baieti = 51.5% si 33 fete = 48.5 %), cu o
mediand a varstelor la 10 ani (varsta minimd- 3 ani, varsta maxima- 17 ani). Prevalenta
Sindromului Metabolic a fost de 36.8 % (25 pacienti). Un numar de 26 pacienti (38.2%) au avut
NAFLD din care 7 pacienti au avut NASH. Indicele HOMA-IR median a fost de 2.20 cu valoare
minima 0.34 si maxima 13.57.

Fata de martorii sandtosi, pacientii supraponderali si obezi au avut niveluri semnificativ
crescute mai mari ale nivelurilor Hsp-90 beta, CXCL-4 si Hsp-60 astfel ca acesti biomarkeri ar
putea fi utili in evaluarea pacientilor supraponderali si obezi.

Au fost definite valori prag ale biomarkerilor de interes, avand in vedere faptul ca in
literatura de specialitate nu sunt date referitor la concentratiile acestora in populatia pediatrica.
Aceasta valoare prag a fost consideratd ca fiind valoarea mediei martorilor sandtosi la care se
adauga 2 deviatii standard. Pentru Hsp-90 beta aceastd valoare a fost stabilitd la 3.68 ng/mL (1.94
+ 2X 0.87). Pentru Hsp-90 alfa aceasta valoare a fost stabilitd la 31.17 ng/mL (13.07 + 2 X 9.05).
Pentru lumican aceasta valoare a fost stabilitd la 17.29 ng/mL (13.03+ 2 X 2.13) iar pentru
CXCLA4 aceastd valoare a fost stabilitd la 1668.41 pg/mL (1415.77 +2 X 126.32).

Nivelurile serice ale insulinei au fost semnificativ statistic mai mari la pacientii cu NAFLD fata
de cei fara NAFLD (mediana insulind 16.89 mU/L (2.05-41.57) versus mediana insulind 7.71
mU/L (0.96-41.41), p=0.015, test Mann-Whitney U.



In plus, HOMA-IR a fost semnificativ statistic mai mare la pacientii cu NAFLD fata de
cei fara NAFLD (mediana HOMA-IR 3.69 (0.55-10.57) versus mediana HOMA-IR 1.67 (0.34-
13.91), p=0.006, test Mann-Whitney U.

Pacientii cu NAFLD au avut un risc de 3.73 ori mai mare fatd de cei din grupul non-
NAFLD sa aibe rezistenta la insulind (OR=3.73 , 95% CI 1.30-10.64, p=0.010).

Au fost observate diferente semnificative statistic Inte pacientii cu steatoza si cei fard
steatoza pentru Hsp-90 beta si Hsp-90 alfa. Astfel, nivelurile serice ale Hsp-90 beta au fost
semnificativ statistic mai mari la pacientii cu NAFLD fata de cei fara NAFLD (mediana 6.46
ng/mL (0.38-30.73) versus 3.95 ng/mL (0.14-98.37), p=0.046, test Mann-Whitney U). Un aspect
surprinzator este legat de nivelurile Hsp-90 alfa. Nivelurile serice ale Hsp-90 alfa au fost
semnificativ statistic mai mici la pacientii cu NAFLD fatd de cei fara NAFLD (mediana 11.41
ng/mL (3.59-119.85) versus 18.83 ng/mL (0-105.4), p=0.049, test Mann-Whitney U). Nu s-au
observat diferente semnificative statistic intre ceilalti biomarkeri la pacientii cu steatoza hepatica
si cei fard steatoza hepatica. Facand comparatia intre pacientii obezi si cei supraponderali, nu s-au
observat diferente semnificative statistic intre nivelurile biomarkerilor, Insd s-a putut observa o
tendintd ca pacientii obezi sd aibd niveluri mai mari ale Hsp-60 circulante. Totusi, numarul mic
de pacienti supraponderali comparat cu cel de obezi nu poate exclude prezenta unei erori de tip II
(diferentele dintre aceste doua grupuri nu au putut fi evidentiate pentru ca erau putini pacienti
intr-unul din grupuri). Comparand nivelurile biomarkerilor dintre pacientii cu NASH si ceilalti
pacienti s-a observat o tendintd a nivelurilor crescute ale Hsp-60 la cei cu NASH (mediana 1.31
ng/mL (0-5.96) versus 0 ng/mL (0-3.47), p=0.051, Mann Whitney U). Curba ROC realizata
pentru evaluarea Hsp-60 ca test diagnostic pentru NASH are aria de 0.69 (interval de incredere
95% intre 0.44-0.93). Pentru o valoarea prag de 4.33 ng/mL, Hsp-60 este 100% specifica pentru
NASH insa sensibilitatea este de doar 29%.

Am considerat prag pentru a defini hipertensiunea diastolicd (HTAd) o valoare > sau
egala cu P95% pentru varsta, talie si gen. Nu s-au gasit difernte semnificative statistic insa sunt
de subliniat cateva tendinte de asociere statisticad. AStfel, s-a observat o tendinta de asociere la
pacientii cu HTAd cu antecedentele heredocolaterale de diabet zharat de tip 2 (12 pacienti=54.5%
versus 17 pacienti=36.2% cu p=0.19, Test Fisher Exact). Alta tendinta de asociere intre HTAd s-a
observat cu valoarea Lumicanului considerata inaltd in binarizare (pragul este cel considerat in

prezentat in sectiunea de Materiale si metode) — 6 pacienti=28.6% versus 7 pacienti=14.9%,



p=0.20 (Test Fisher Exact). Tot tendinta de asociere statistica s-a observat intre HTAd si valoarea
CXCLA4 considerata 1nalta in binarizare (pragul stabilit este cel descris in sectiunea de material si
metode) - 3 pacienti= 14.3% vesrsus 2 pacienti=4.3% cu p=0.16 (Test Fisher Exact). Pacientii cu
HTAd prezinta si o tendintd de a avea o percentila a circumferintei bratului mai mare (mediana se
situeaza la percentile de 95 cu valoare minima de 50% si maximd de 99% versus o mediana la
percentile de 93% cu o valoare minima de 25% si maximd de 99%). Nu in ultimul raand
mentionam asociere statisticd intre valoarea scazutd a MCV si prezenta HTAd (mediana 77.10 fl
cu valori minime de 59.3 fl si maxime de 87.2 fl versus mediana la 79.4 fl cu valoare minima de
59.2 fl si maxima de 86.5 fl, p=0.020, Test Mann-Whitney).

Pentru a evalua asocierea obezitdtii cu factorii de risc cardiovasculari si biomarkerii
considerzati am comparat pacientii cu Z-score IMC > 2 fata de cei cu Z-scor IMC sub 2. Astfel,
pacientii cu Z-score IMC > 2 au avut mai frecvent antecedente heredocolaterale pozitive pentru
DZT2 (20 pacienti= 55.6% versus 9 pacienti=27.3%, p=0.02, test Fisher Exact). In acest caz
riscul in cazul celor cu istoric familial de DZT2 la ruda de gradul I pentru a avea obezitate
morbida este de 3.33 mai mare (OR=3.33, 95% CI, 1.21-9.14, p=0.02). Pacientii cu Z-score IMC
> 2 au intrunit mai frecvent criteriul de hipertrigliceridemie din diagnosticul de sindrom
metabolic propus de catre IDF (chiar dacd nu au fost Intrunite toate criteriile pentru sustinerea
diagnosticului de sindrom metabolic) — 14 pacienti=36.8% versus 5 pacienti=15.2%, p=0.05, test
Fisher Exact. S-a observat o tendintd de asociere intre Z-score IMC > 2 cu valoarea Hsp90 beta
consideratd 1nalta prin binarizare (pragul este cel considerat in sectiunea de Materiale si metode)
— 27 pacienti=73% versus 16 pacienti=51.6%, p=0.08, test Fisher Exact. In mod interesant,
pacientii cu Z-score IMC > 2 au avut varste mai mici (mediana varstelor s-a situat la 8 ani cu o
minimd de 3 ani si o maxima de 16 ani vesrsus mediana varstelor la 11 ani pentru cei cu Z-scor
IMC sub 2, minim 5 ani-maxim 17 ani, p= 0.01, test Mann-Whitney). Pacientii cu Z-score IMC >
2 au avut scoruri de fibroza hepaticd PNFI semnificativ statistic mai mari (mediana 10 puncte cu
minim 2 puncte si maxim 10 puncte versus mediana 7 puncte cu minim 0 puncte si maxim 10
puncte, p<0.001, test Mann-Whitney). Pe de alta parte, pacientii cu Z-score IMC > 2 au avut
scoruri FIB-4 utilizat in aprecierea fibrozei hepatice in populatia adultd semnificativ statistic mai
mici (mediand 0.10, minim 0.03 - maxim 0.21 versus mediand 0.15 cu minim 0.04 - maxim 0.47,

p<0.001, Test Mann-Whitney).



Concluzii

1.Pacientii pediatrici suraponderali si obezi care asociazd NAFLD au un risc mai mare de
a avea si rezistentd la insulind. Fiind un studiu transversal nu putem afirma cu certitudine daca
asocierea NAFLD este cauza aparitiei rezistentei la insulind sau rezistenta la insulind duce la
dezvoltarea NAFLD.

2.Hsp-90 beta, CXCL-4 si Hsp-60 au expresie crescutd la pacientii pediatrici
supraponderali si obezi.

3.Hsp-90 beta si Hsp-90 alfa au fost confirmati biomarkeri pentru NAFLD la pacientii
pediatrici supraponderali si obezi. Expresia lor pare sa fie insa diferentiata (niveluri mai mari ale
Hsp-90 beta si niveluri mai mici ale Hsp-90 alfa).

4.Lumicanul seric la pacientii supraponderali si obezi a avut tendinta de asociere cu
niveluri mai mari ale tensiunii arteriale diastolice.

5. Desi Hsp-60 a fost modest exprimat la pacientii selectionati, totusi am putut stabili o
valoare prag pentru care acest biomarker are specificitate de 100 % pentru diagnosticul de NASH
(cu o sensibilitate foarte proasta, insa).

6. In analiza statistica a datelor acumulate nu s-au observat asocieri semnificative intre

factorii de risc cardiovascular clasici si nivelurile circulante ale biomarkerilor evaluati.

CONCLUZII S1 CONTRIBUTII PERSONALE

Prezenta lucrare si-a atins obiectivele propuse. Pentru atingerea acestora a fost realizatd o
sintezd sistematica a tuturor biomarkerilor candidat proteomici care au fost identificati prin
metode de spectrometrie de masa din probe biologice ale pacientilor cu steatoza hepaticd, NASH
sau sindrom metabolic. Aceastd sinteza sistematicd reprezintd o importanta sursd bibliografica
pentru intreaga comunitate academica internationald, aceasta sumarizand biomarkerii relevanti ce
ulterior trebuie confirmati prin studii independente pentru a le putea evalua capacitatile
diagnostice si prognostice atat In cadrul populatiei adulte cat si in cadrul populatiei pediatrice.
Astfel cd prin publicarea acestei sinteze sistematice literatura de specialitate s-a imbogatit,
lucrarea fiind deja citatd de mai multe grupuri internationale ce cerceteaza biomarkeri si metode

de diagnostic si prognostic in NAFLD.



Din cei 251 de biomarkeri candidat identificati in cadrul sintezei sistematice au fost
selectati anumiti biomarkeri promitatori care au fost evaluati in cadrul unui lot de pacienti
pediatrici supraponderali si obezi, alaturi de profilul lipidic n incercarea de a evidentia anumite
asocieri dintre parametrii biologici si factorii de risc cardiovasculari pe care acesti pacienti il au si
de a le evalua capacitatea de a putea orienta clinicianul pentru diagnosticul de steatoza hepatica.
De remarcat este faptul ca biomarkerii au fost analizati pentru prima oara in literatura in cadrul
acestei teze de doctorat, fiind propuse si valori de referintd pentru populatia pediatrica. Este insa
de subiniat faptul ca pentru a putea avea valori relevante prag ale normalului sunt necesare studii
viitoare ample pe diferite grupe de varstd. Astfel este subliniat incd o data naltul grad de
originalitate al lucrarii de doctorat, fiind prima lucrare stiintifici care a raportat asocieri ale
acestor biomarkeri cu caracteristici ale pacientilor pediatrici supraponderali si obezi ce au avut
sau nu NAFLD. Lucrarea de fata reprezinta un punct important de plecare pentru viitoare studii
longitudinale, prospective care sa aducd mai multe informatii privind capacitatea prognostica a

biomarkerilor.

Sumarizand, pe baza datelor obtinute in cadrul tezei de doctorat se pot trage urmatoarele

concluzii;

1. In cadrul literaturii de specialitate existi mai multe studii care au identificat
biomarkeri candidat pentru expresia clinicdi NAFLD si din care o mare parte nu au
fost inca confirmati in cadrul unor studii independente.

2. Pacientii pediatrici supraponderali si obezi cu NAFLD au o prevalentd mai mare a
sindromului metabolic, rezsienta la insulind si valori mai mari ale IMC.

3. Existd un pattern particular al profilului lipidic la pacientii supraponderali si obezi cu
NAFLD reprezentat de niveluri scazute ale HDL colesterolului cu cresteri ale valorilor
TG serice si modificarea profunda a TG/HDL-colesterolulu

4. Nivelul TG serice s-a asociat independent cu NAFLD dupa ce s-a produs ajustarea
pentru varstd si sindrom metabolic. De altfel TG serice par sa fie cel mai bun
biomarker din cei analizati care sa distinga steatoza hepatica la pacientii pediatrici
supraponderali si obezi.

5. Testarea precoce (inclusiv la pacientii sub 10 ani) a nivelului trigliceridelor serice la

anumite grupe selectionate de pacienti (copii supraponderali si obezi cu istoric



familial de diabet tip 2) ar aduce beneficii pentru identificarea acelor copii cu sindrom
metabolic si steatoza hepatica.

6. Pacientii supraponderali si obezi au niveluri serice ale Hsp-90 beta, CXCL-4 si HSP-
60 crescute comparative cu populatia sanatoasa.

7. Dintre biomarkerii analizati au putut fi confimati in cadrul populatiei pediatrice drept
biomarkeri pentru NAFLD numai Hsp-90 beta si Hsp-90 alfa. Expresia lor pare sa fie
insa diferentiatd (niveluri mai mari ale Hsp-90 beta si niveluri mai mici ale Hsp-90
alfa fiind asociate cu prezenta NAFLD pediatric).

8. Hsp-60 pare sa fie un biomarker cu o inaltd specificitate pentru diagnosticul de NASH
(cu o sensibilitate foarte proastd, insd). Studii viitoare care sd se concentreze pe
aceastd asociere si care sa evalueze un lot mai mare de pacienti pediatrici cu NASH
sunt necesare pentru stabilirea unor valori prag.

9. Factorii de risc cardiovasculari nu s-au asociat cu valorile circulante ale biomarkerilor

analizati.
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