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Introducere

Sclerodermia sistemica (ScS) este o afectiune autoimund complexd, asociatd cu o
morbiditate si mortalitate semnificativa, in mare parte datoritd diagnosticului frecvent tardiv
(Allanore et al., 2015). Heterogenitatea bolii face extrem de dificil raspunsul la intrebarea
«ciney, «cand» si cu «care medicament» ar trebui tratat (Dobrota et al., 2014). Necesitatea
depistarii precoce si a identificarii factorilor predictivi pentru o evolutie nefavorabila, care
reprezintd si subiectul tezei de fatd, sunt prioritati in domeniul ScS.

Subiectul diagnosticului precoce al ScS m-a atras incepand cu proiectul lucrarii de
diploma, sub Indrumarea Domnului Profesor Dr. Victor Stoica si a doamnei Sef de lucréri,
Dr. Carina Mihai. Interesul personal si actualitatea si relevanta in domeniu, atat pe plan
national cat si international, m-au determinat s aleg tema proiectului de cercetare doctorala.

Facilitind de o bursd EULAR (European League Against Rheumatism) si de bursa
Articulum pentru tineri cercetdtori, am realizat proiectele doctorale in cadrul centrului de
cercetare in ScS afiliat spitalului universitar din Zurich, sub coordonarea Prof. Oliver Distler.
Acest centru monitorizeaza una dintre cele mai mari cohorte locale de pacienti cu ScS,
insumand peste 400 de pacienti, fiind centru fondator EUSTAR (EUropean Scleroderma
Trials and Research) si centru de excelenta EULAR. Centrul dispune de un laborator de
medicind moleculara cu experientd. Proiectele au fost realizate in stransa colaborare cu
echipa din centrul EUSTAR 100 din Bucuresti, Spitalul Cantacuzino (Dr. Carina Mihai).

Primul studiu, realizat cohorta ampld EUSTAR, identificd scorul de fibroza cutanata
la prima vizitd drept cel mai important factor predictiv pentru regresia fibrozei cutanate la
un an, important pentru aprecierea riscului In practica clinica, §i pentru selectia optima a
pacientilor inrolati in studii clinice (Dobrota et al., 2016). Al doilea studiu investigheaza
screening-ul fibrozei pulmonare, principala cauza actuald de mortalitate in ScS. Rezultatele
noastre au dovedit ca folosirea exclusiva a probelor respiratorii functionale nu este suficienta
pentru diagnosticul precoce al fibrozei pulmonare asociate ScS, avand o ratd Tnalta de
rezultate fals negative in comparatie cu ,,standardul de aur”, tomografia computerizata de
inalta rezolutie (Suliman*, Dobrota* et al., 2015). Al treilea investigheaza biomarkeri serici
intr-o cohorta de pacienti cu ScS precoce. Rezultatele preliminare ale acestei analize ofera
dovada ca diversi markeri circulanti sunt exprimati diferit fatd de subiectii sanatosi chiar si
in serul acestor pacienti cu manifestidri clinice discrete si se asociaza cu clasificarea ca ScS

si cu elemente clinice specifice.



I. Partea generala

1. Sclerodermia sistemica — aspecte generale

1.1. Epidemiologie

Sclerodermia sistemica este o boala rara, apartinand grupului bolilor orfane (Denton,
Khanna, 2017).

1.2. Notiuni actuale de patogeneza — rolul citokinelor

Citokinele sunt considerate elemente cheie in patogeneza ScS (Baraut, 2010), cu
potential drept posibili biomarkeri. Nu existd inca nici un biomarker seric cu valoare
prognostica si de evaluare a raspunsului la tratament validat in ScS (Castro, Jimenez, 2010).

1.3. Diagnosticul precoce si clasificarea sclerodermiei sistemice

Diagnosticul precoce al ScS este o prioritate In managementul acesteia (Denton,
Khanna, 2017). SSc se clasifica in forma cu afectare cutanata difuza, sau limitata (Le Roy et
al., 1988), respectiv conform criteriilor ACR/EULAR 2013 (Van den Hoogen et al., 2013).

1.4. Aspecte clinice si evolutive

Tabloul clinic, precum si pattern-ul evolutiv al ScS prezintd un spectru extrem de
polimorf, cu afectarea pielii si a organelor interne (Varga, 2008).

1.4.1. Fibroza cutanata — tablou clinic, diagnostic si evaluarea severitatii

Fibroza pielii este evaluata cu ajutorul scorului cutanat Rodnan modificat (mRSS), atat
in practica clinica, cat si studii clinice (Khanna et al., 2017).

1.4.2. Fibroza pulmonara interstitiala — tablou clinic, diagnostic si evaluarea

severitatii

ILD reprezinta principala cauza de deces in ScS (Tyndall et al., 2012). Nu existd inca
o definitie standardizata pentru ScS-ILD. Studii bazate pe investigatii computer-tomografice
de nalta rezolutie (HRCT) au raportat o prevalentd intre 60 si 91% (Moore et al., 2013).
Evaluarea ILD 1in pratica clinica include probe functionale respiratorii (PFR), testul de mers
6 minute (60MWT) si metode imagistice (radiografie pulmonara, HRCT), fara a exista insa
un consens asupra protocolului optim de diagnostic si monitorizare (Dobrota et al., 2015).

1.4.3. Afectarea vasculara periferici— tablou clinic, diagnostic si evaluarea

severitatii

Clinic se observa sindromul Raynaud, ischemia digitald si ulceratiile digitale, iar la

videocapilaroscopia periunghiala specificul «pattern sclerodermic» (Cutolo et al., 2000).



2. Managementul pacientilor cu sclerodermie sistemica

ScS este asociata cu una dintre cele mai ridicate rate de morbiditate si mortalitate dintre
bolile de tesut conjunctiv (Varga, 2008). Diagnosticul precoce, evaluarea si managementul
personalizat, stratificat conform riscului evolutiv, reprezintd concepte esentiale 1in
managementul modern al ScS (Dobrota, 2014).

2.1. Monitorizarea evolutiei pacientilor cu sclerodermie sistemica — aspecte

generale

Monitorizarea SSc include vizite anuale pentru o evaluare sistemica (Walker, 2007),
necesitand algoritme de screening pentru fiecare organ tintd in parte (Allanore et al., 2015).
2.2. Screeningul si monitorizarea fibrozei interstitiale pulmonare asociate
sclerodermiei sistemice
Explorarea pulmonara este esentiala la diagnostic si la evaluarea in evolutie (Denton
et al., 2018), prin PFR si radiografia pulmonard sau HRCT (Denton et al., 2018). Standardul
de aur pentru diagnosticul ScS-ILD este HRCT pulmonar, care permite si stabilirea pattern-
ului de afectare si al extinderii bolii (Denton et al., 2018). Uzual se recomanda HRCT
pulmonar pacientilor cu suspiciune clinica sau la PFR pentru ILD (Bussone, Mouthon,
2011). Pentru monitorizare, PFR sunt recomandate ca investigatie de prima intentie.

2.3. Stratificarea prognostica — stadiul actual al cunoasterii in sclerodemia

sistemica

O prima etapa cheie in ingrijirea pacientilor cu ScS este definirea fenotipului bolii si a
stadiului de evolutie (Shah, Wigley, 2013).

2.3.1. Predictia evolutiei fibrozei cutanate

Identificarea predictorilor de modificare a mRSS in cursul evolutiei bolii este de mare
interes atit pentru un management clinic adaptat la risc cat si pentru proiectarea studiilor
clinice (Lafyatis, 2012). Predictori ai progresiei cutanate in ScS-d sunt durata scurta a bolii
(<15 luni), sinovita si mRSS scazut la baseline (>7/51 si < 22/5) (Maurer et al., 2015).
Predictorii ameliorarii fibrozei cutanate la pacientii cu ScS raman prea putin intelesi.

2.3.2. Predictia evolutiei fibrozei pulmonare interstitiale

In ScS, desi ILD este frecventa si potential severa, nu toti pacientii prezinti o afectare
pulmonara semnificativa clinic. Extensia ILD la baseline in HRCT pare a fi cel mai
important predictor pentru o evolutie negativa si factorul decisiv in decizia initierii

tratamentului (Moore et al., 2013; Denton et al., 2018).



2.3.3. Predictia evolutiei afectarii vasculare periferice

Videocapilaroscopia (Dobrota et al., 2014; Mihai et al., 2018) sau biomarkerii serici
sunt posibil predictori de interes, de exemplu PGIF sau IL-6 pentru UD (Avouac et al., 2012;
Alivernini, 2009).

2.4. Biomarkeri serici in sclerodermia sistemica — stadiul actual al cunoasterii

In ansamblu, profilul citokinelor asociate cu limfocitele T helper tip 2 (IL-4, IL-6, IL-
10, IL-13, MCP-1) si cu limfocitele T helper tip 1 (TGF-a, IL-2, CXCL-10) este crescut in
sangele periferic al pacientilor cu ScS decat in populatia sdnatoasa (Baraut et al., 2010).

In ScS nu exista inca biomarkeri validati. Heterogenitatea studiilor si a metodologiei
utilizate, precum si loturile relativ mici de pacienti, este un impediment. Realizarea de studii
pe cohorte bine definite, urmarite longitudinal, este necesard pentru evaluarea optima a
potentialilor biomarkeri circulanti documentati in ScS (Hummers, 2010).

2.5. Perspective si provocari pentru stratificarea riscului si studiile clinice in

sclerodermia sistemica

Nici o abordare terapeuticd nu s-a dovedit pana in prezent general eficace in ScS
(Allanore et al., 2015). Este esentiald dezvoltarea de algoritmi pentru stratificarea pacientilor
la risc, precum si adaptarea conformd managementului clinic. Combinarea de metode
serologice (de exemplu, profilul anticorpilor sau citokine circulante), cu date moleculare si
genetice provenite din analiza de biopsii cutanate poate fi o strategie in acest sens (Denton,
Khanna, 2017). Recunoasterea pacientilor cu risc nalt pentru o evolutie nefavorabila,
precum si utilizarea metodelor optime de screening periodic pentru identificarea unor
posibile complicatii, este extrem de importanta pentru preventia afectarii severe a organelor
interne si pentru initierea tratamentului la momentul oportun, individualizat fiecarui pacient
(McHannan, Hummers, 2013; Dobrota et al., 2014). Studii clinice ,,proof of concept”
incluzand markeri serici si/sau analiza histologica a biopsiilor cutanate ar putea reprezenta o
cale de a transloca descoperiri promitatoare in cercetarea de laborator catre domeniul
aplicabilitatii drept noi tinte terapeutice (Dobrota et al., 2017). Un alt aspect important este
strategia de recrutare in studiile clinice, la care trebuie tinut cont de implementarea de
metode de imbogatire a cohortelor cu pacienti cu risc semnificativ de progresie a bolii, care
ar putea profita cel mai mult de efectul tratamentului testat si ar permite identificarea unui

efect semnificativ (Chung et al., 2012; Dobrota et al., 2017).



I1. Contributii personale

Ipoteza de lucru si obiective generale

Ipotezele si obiectivele generale ale celor trei proiecte de cercetare originale prezentate
in capitolele urmatoare pot fi rezumate dupa cum urmeaza:
1. Predictia fibrozei cutanate si optimizarea metodelor de selectie in studiile clinice
axate pe fibroza — predictia regresiei mRSS (Dobrota et al., 2016).
2. Optimizarea metodelor de screening in sclerodermia sistemica — rolul probelor
respiratorii functionale in fibroza pulmonara interstitiala (Dobrota et al., 2015).
3. Identificarea de predictori pentru evolutia bolii si manifestarile de organ —

explorarea de biomarkeri serici din familia citokinelor la pacienti cu ScS precoce.

3. Predictori pentru regresia fibrozei pielii la pacienti cu sclerodermie

sistemica cu afectare cutanata difuza

3.1. Introducere (ipoteza de lucru si obiective specifice)

Regresia fibrozei cutanate face parte din evolutia naturald a ScS-d, dar factorii care
prezic aceasta ameliorare sunt incd necunoscuti.

Ne-am propus identificarea de predictori pentru regresia fibrozei cutanate la pacientii
cu ScS-d, pentru optimizarea criteriilor de recrutare a pacientilor in studii clinice axate pe
fibroza si pentru orientarea evaludrii riscului evolutiv 1n practica clinica.

3.2. Pacienti si metode

3.2.1. Cohorta si design-ul studiului

Am realizat un studiu observational al cohortei internationale de pacienti cu
sclerodermie sistemicd EUSTAR, incluzand pacienti cu ScS-d, indeplinind criteriile de
clasificare ACR 1980, cu mRSS >7 la prima vizitd (baseline) si valori disponibile pentru
mRSS la 1242 luni. Datele EUSTAR sunt colectate prospectiv in toate centrele participante
pe baza unui protocol standardizat (Muller-Ladner et al., 2014; Walker et al., 2007).

3.2.2. Analiza statistica

Principalul outcome, regresia fibrozei fibrozei cutanate, a fost definit ca o scadere a
mRSS cu peste 5 puncte sicu>25 % pe parcursul unui an. Aceste valori prag au fost stabilite
pentru a respecta diferenta minima clinic importanta definitd anterior (Khanna et al., 2006).

Progresia fibrozei cutanate (outcome secundar) a fost definita ca o crestere a mRSS de peste
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5 puncte si cu >25 % pe parcursul unui an (Maurer et al., 2015). A fost aplicat un model de
regresie logistica multivariabild dupa imputarea datelor lipsa, validat prin bootstrap.

3.3. Rezultate

3.3.1 Populatia de studiu

Au fost analizati in total 919 pacienti cu ScS-d; 218/919 (24%) au prezentat o
ameliorare a fibrozei pielii dupd un an, 78.3% de sex feminin, cu mRSS minim de 7 puncte
(conform criteriilor de includere), pand la un maxim de 51 de puncte.

3.3.2. Analiza univariabila

Valoarea mRSS la baseline a prezentat asocierea cea mai semnificativd cu regresia
fibrozei pielii 1a un an (p <0.001).

3.3.3. Analiza multivariabila

Conform analizei multivariabile, cel mai important predictor pentru regresia fibrozei
cutanate la un an 1n analiza de regresie logistica dupa unica imputare a valorilor lipsa a fost
valoarea initiala a mRSS la baseline (p <0,001). Alti predictori semnificativi au fost absenta
frictiunilor tendinoase si negativitatea anticorpilor Anti-topo.

3.3.4. Validarea modelului de predictie pentru regresia fibrozei pielii la un an

Modelul de predictie a fost validat cu succes prin metoda bootstrap.

3.3.5. Valoarea initiala a mRSS si evolutia fibrozei pielii in ScS-d pe parcursul

unui an

Confirmand rezultate anterioare (Maurer et al, 2015), 95/919 (10%) din pacientii ScS-
d care au prezentat progresie a pielii in termen de un an a avut un mRSS initial mai mic (p
<0,001). Valoarea initiala mRSS este, prin urmare, un predictor al tiparului de progresie,
respectiv de regresie a fibrozei pielii. Pacientii cu scoruri mRSS mai mici la baseline sunt
predispusi la progresie, iar cei cu scoruri mai mari sunt predispusi la regresia fibrozei pielii,
in urmatoarele 12 luni. Pentru optimizarea cohortelor pentru studii clinice, este necesara
includerea unui numar maxim de pacienti progresivi si unui numar cat mai redus minim de
pacienti cu o tendinti spontand de regresie. In aceasti cohorta, o valoare superioara prag a
mRSS de 18 puncte s-a comportat cel mai bine, incluzand cea mai mare proportie de pacienti
cu risc de progresie (78,9%), si cea mai mica proportie de pacienti cu tendinta catre regresia
fibrozei pielii (35,3%, Figura I1.2.). Dat fiind faptul ca un scor cutanat superior de 18 puncte
ar putea limita includerea multor pacienti cu fibrozd in eventual studii, am analizat
performanta ridicarii limitei superioare a mRSS. Rezultatele au aratat ca pentru includerea
in studiile clinice axate pe fibroza un interval al mRSS la baseline intre 7 si 25 de puncte ar

performa acceptabil.
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Figura I1.2.

A. Procentajul pacientilor cu progresie, respectiv cu regresie, a fibrozei pielii raportat
la valoarea initiala a mRSS. Pacientii cu scor cutanat mai redus sunt mai susceptibili de
a progresa, cei cu scoruri cutanate mai crescute sunt mult mai susceptibili de a regresa.
B. Sensibilitatea pentru progresie si regresie a diferitelor valori prag pentru mRSS la
baseline. Un scor mRSS de 18 puncte a avut sensibilitatea optima.

(Sursa: Dobrota R, Maurer B, Graf N, Jordan S, Mihai C, Kowal-Bielecka O, Allanore Y,
Distler O, co-autorii EUSTAR. Prediction of improvement in skin fibrosis in diffuse
cutaneous systemic sclerosis —a EUSTAR analysis. Ann Rheum Dis. 2016 Oct;
75(10):1743-8.)

3.4. Discutii

In aceasta ampld analizi EUSTAR incluzand 919 pacienti cu ScS-d am identificat
parametrii care pot prezice o imbunatitire a fibrozei cutanate pe parcursul a 12 luni de
monitorizare, cel mai puternic predictor fiind valoarea initiala a mRSS. Aceasta este prima
raportare a unui model bazat pe dovezi pentru predictia regresiei fibrozei cutanate intr-un
grup neselectat de pacienti cu ScS-d.

3.5. Concluzii

. Valoarea mRSS la baseline este cel mai important factor predictiv pentru

regresia fibrozei cutanate dupa un an.

o Pacientii cu scoruri de fibroza cutanata ridicate la baseline si care nu prezinta

frictiuni tendinoase au o probabilitate crescutd de a se ameliora dupa un an.

. Scorul mRSS la baseline poate fi utilizat in clinicd pentru estimarea si

stratificarea riscului de progresie / regresie a fibrozei pielii in ScS-d.

. In aceasta cohorta, un interval al mRSS intre 7 si 25 puncte a permis includerea

unui procent maxim de pacienti cu progresia fibrozei pielii si un procent acceptabil de

pacienti care au regresat dupd un an de urmarire.
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4. Screeningul si diagnosticul precoce al pneumopatiei interstitiale
fibrozante asociate sclerodermiei sistemice: probele functionale

respiratorii au o rata crescuta de rezultate fals negative

4.1. Introducere (ipoteza de lucru si obiective specifice)

Fibroza pulmonara interstitiala (ILD) este frecventd in ScS si reprezinta principala
cauza de mortalitate (Tyndall et al., 2012). PFR, desi larg folosite, nu au fost inca validate
pentru screening sau pentru formele incipiente de ScS-ILD. Un astfel de test ar trebui sa
prezinte o sensibilitate crescutd si o specificitate cat mai bund. Ne-am propus si testam
performanta si utilitatea PFR drept teste pentru screening-ul si diagnosticul precoce al ScS-
ILD, folosind HRCT pulmonar drept standard de referinta.

4.2. Pacienti si metode

4.2.1. Cohorta de pacienti

In studiu au fost inclusi pacienti din practica clinici curentd intre mai 2010 si
noiembrie 2013, care au indeplinit criteriile de clasificare ACR 1980 pentru ScS si care nu
prezentau afectiuni pulmonare severe, care ar fi putut influenta interpretarea HRCT sau PFR.

4.2.2. Tomografia computerizati de inalti rezolutie

Imaginile HRCT au fost evaluate in orb de doi experti radiologi, pentru absenta sau
prezenta ILD si conform sistemului de stadializare semi-cantitativa definit de Goh et al.

4.2.3. Testele functionale pulmonare

PRF au fost masurate conform ghidurilor in vigoare, cu echipamentul standard. Au
fost testate diferite combinatii ale PFR si eficacitatea fiecareia in detectarea ScS-ILD.

4.2.4. Analiza statistica

Au fost calculati urmatorii indicatori de performanta ai PFR pentru diagnosticarea
ILD, luand in considerare HRCT toracal ca standard de referinta: senzitivitate, specificitate,
rata probabilitatii pozitive (LR(+), raportul dintre pacientii cu un rezultat pozitiv al testului
in prezenta bolii si cei cu un rezultat pozitiv in absenta bolii), rata probabilitatii negative
(LR(-), raportul dintre cei cu un rezultat negativ al testului in prezenta bolii si cei cu rezultat
negativ al testului in absenta bolii), rata fals negativa, rata fals pozitiva.

4.3. Rezultate

4.3.1. Populatia de studiu

Lotul de studiu, insumand 102 pacienti, cuprinde 77% pacienti de sex feminin, cu

varsta medie de 58.5 ani, 41% cu ScS-d, cu durata medie a bolii de 6 ani. Majoritatea
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pacientilor sunt ANA pozitivi (97%); 39% cu anticorpi Anti-topo, 27% ACA, iar 10% Anti-
ARN-Pol3, 81% cu dispnee usoard, NYHA I-II, 5% cu hipertensiune arteriald pulmonara.

Mai putin de o treime dintre pacienti (27/102, 26%) au prezentat un FVC patologic
(<80%), indeplinind astfel definitia uzuald a sindromului respirator restrictiv in ScS. Un
TLC<80% scazut s-a observat la 23.5%, iar DLCO<70% la 40%. Folosind o definitie mai
larga a sindromului restrictiv (orice scadere a PFR si FEV1/FVC normal), 52/77 (67.5%)
dintre pacientii cu date valide au putut fi clasificati drept avand sindrom respirator restrictiv.

Pe de alta parte, folosind modificarile la HRCT pulmonar, fibroza pulmonara a fost
detectata la 64/102 (63.0%) dintre pacienti.

4.3.2. Performanta FVC pentru diagnosticul ScS-ILD

In total, 59/102 (57.0%) dintre pacienti au prezentat o concordanti corectd intre FVC
si standardul de referintd, HRCT pulmonar. Dintre acestia, 35/102 (34.0%) dintre pacienti
au prezentat atat valori normale ale FVC cat si ale HRCT (FVC-/HRCT-), in timp ce 24/102
(23.0%) au prezentat atat FVC<80% cat si fibroza pulmonara la HRCT (FVC+/HRCT+).

Pacientii cu FVC+/HRCT+ au prezentat valori mai scazute ale DLCO, desaturare dupa
efort mai frecventa, precum si rezistenta la efort mai scazuta, in comparatie cu pacientii din
grupa FVC-/HRCT- (toate semnificative statistic, p<0.05).

Un diagneostic fals pozitiv al ScS-ILD folosind FVC a fost rar in cohorta de studiu
(3/38 pacienti. Rezultate fals negative (FVC-/HRCT+), au fost prezente la un numar
considerabil de 40/75 pacienti (53.0%). Astfel, dacd am folosi doar FVC, am calculat o rata
de rezultate fals negative de 62.5%.

Fibroza pulmonara in grupul ,fals negativ’ a fost moderatd la 34/40 (<20%),
intermediara la 1/40, severa la 5/40 (>20%). Majoritatea au prezentat simptome respiratorii
usoare (dispnee NYHA I-II in proportie de 91% la cei cu ILD<20% si 80% la cei cu
ILD>20%). Majoritatea au prezentat ScS-1 limitatd, iar durata bolii a fost variatd, de la <3
ani panad la peste 10 ani.

4.3.3. Sensibilitatea si specificitatea PFR pentru diagnosticul ScS-ILD

Dupa cum se vede in Tabelul I11.7., o data cu addugarea mai multor elemente la definitia
sindromului restrictiv, rata fals negativa a scazut gradual, iar sensibilitatea a crescut, cu
pretul unei scaderi a specificitatii. (Tabelul I1.7.).

Probabilitatea negativa persistent ridicata, de 0.6, sugereaza insa ca probabilitatea unui
pacient cu ILD de a avea PFR normale este de pana la 60% din aceea a unui pacient fara

ILD (Tabelul 11.7.).
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Tabelul I1.7. Evaluarea performantei testelor respiratorii functionale pentru

diagnosticul ScS-ILD, folosind diferite definitii (adaptat dupa Dobrota et al., 2015)

Parametru FVC<80 | FVC<80% | FVC<80 | FVC<80% | FVC<80% | FVC<80%
% sau % sau sau sau sau
AFVC>10 | TLC<80 | DLCO<70 | TLC<80% | AFVC=10%
%" % % sau sau
DLCO<70 | TLC<80%
% sau
DLCO<70%$
si
FEV1/FVC>
0.7
Rata fals 62.5% 44.7% 55.0% 41.0% 37.0% 27.0%
negativa (40/64) (21/47) (35/64) (26/64) (24/64) (15/54)
Rata fals 7.9% 31.0% 13.2% 34.3% 37.0% 56.0%
pozitiva (3/38) (6/19) (5/38) (13/38) (14/38) (13/23)
Sensibilitate 37.5% 55.3% 45.0% 59.0% 62.0% 72.0%
[0.3-0.5] | [0.4-0.7] [0.3-0.5] | [0.4-0.7] [0.5-0.7] [0.6-0.8]
Specificitate 92% 68.4% 86.0% 65.8% 63.0% 43.0%
[0.8-1.0] | [0.5-0.8] [0.7-0.9] | [0.5-0.7] [0.4-0.7] [0.3-0.6]
Probabilitatea 4.7 1.7 34 1.7 1.7 1.3
pozitiva [1.5-14.7] | [0.8-3.5] [1.4-8.1] | [1.0-2.8] [1.0-2.6] [0.9-1.9]
Probabilitatea 0.7 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
negativa [0.5-0.8] | [0.4-1.0] [0.4-0.8] | [0.4-0.9] [0.4-0.8] [0.3-1.2]

4.3.4. Predictori pentru fibroza pulmonara la pacientii cu FVC normala

La analiza multivariabild, absenta ACA a fost predictor independent al fibrozei
pulmonare la pacientii cu FVC normal (OR 0.3, 95%CI [0.07-0.89], p 0.033).
4.4. Discutii

Conform rezultatelor prezentate, PFR au o sensibilitate scazuta pentru detectarea ScS-

ILD, mai ales pentru cazurile precoce si cvasiasimptomatice. In aceastd cohorta,

sensibilitatea PFR pentru diagnosticul ScS-ILD a variat de la 37.5% pentru FVC<80% pana

la 72.0% pentru definitia folosind combinatia tuturor PFR. Cu atat mai important, am

observat o rata de rezultate fals negative foarte ridicatd, de 62.5% pentru FVC, respectiv

27.0% pentru definitia folosind toate PFR, si o rata ridicata a probabilitatii negative. Astfel,

folosirea exclusivdi a PFR este insuficienta pentru a exclude prezenta ILD in ScS.

Discordante semnificative intre PFR si HRCT au fost semnalate si de alte studii din literatura
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(Remy-Jardin et al., 1993). Important, in aceastd cohortd, nu numai cazuri moderate de ILD
au fost ,,ratate” prin folosirea PFR, ci si cazuri cu afectare pulmonara severa, >20%.
4.5 Concluzii
. PFR prezinta o rata a probabilitatii negative pentru diagnosticul ILD prea ridicata
pentru a se califica drept test de screening, respectiv de diagnostic precoce.
. PFR au performat in acesta cohorta suboptimal in screeningul si diagnonsticul
ScS-ILD in comparatie cu standardul de aur, HRCT.
. Metode de investigatie suplimentare PFR trebuie luate in considerare pentru
screeningul si diagnosticul precoce al ScS-ILD, mai ales in cazul pacientilor ACA-

negativi.

5. Biomarkeri serici in sclerodermia sistemica precoce

5.1 Introducere (ipoteza de lucru si obiective specifice)

Citokinele sunt elemente cheie in cascada patogeneticd a ScS (Baraut et al., 2010),
prezentand interes drept biomarkeri cu rol prognostic al evolutiei, respectiv al complicatiilor
bolii, dar nu exista inca nici un biomarker validat care sd indeplineasca acest deziderat in
ScS (Castro, Jimenez, 2010). Ne propunem explorarea citokinelor circulante si identificarea
de biomarkeri circulanti cu rol predictiv pentru dezvoltarea si evolutia ScS la pacientii cu
forme precoce de boald, care ar putea fi folositi in practica clinica si in studiile clinice.

5.2. Pacienti si metode

5.2.1. Pacienti si design-ul studiului

Acest proiect translational include pacienti majori cu sclerodermie sistemica precoce,
definita conform criteriilor diagostice propuse de EUSTAR (Avouac et al., 2011; Matucci-
Cerinic etal., 2009): prezenta fenomenului Raynaud, puffy fingers, sclerodactiliei incipiente,
anticorpilor antinucleari sau specifici (Anti-topo, ACA), sau a patternului capilaroscopic
sclerodermic. Pacientii au fost urmariti clinic prospectiv conform standardelor EUSTAR si
au fost analizate probele de ser de la prima vizitd, precum si un lot martor, reprezentat de
voluntari sanatosi inregistrati la centrul de cercetare din Zurich.

5.2.2. Analiza de laborator

Pentru analiza markerilor serici selectati a fost folosita metoda Luminex, o metoda
moderna care permite testarea simultana a mai multor analiti intr-o cantitate mica de ser.

Toate probele au fost testate in duplicat, de catre RD, cu analizorul Bio-Rad Bio-Plex.
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5.2.3. Selectia markerilor de analizat

Dupa o cercetare ampla a literaturii, am ales 10 markeri ,,candidati”’, conform opiniei
expertului (Prof. Distler): IL-6 (Interleukina 6), MCP-1 (proteina chemotactica monocitara
1), ICAM-1 (molecula de adezivitate intercelulara), VCAM-1 (molecula de adezivitate
vasculard), VEGF (factorul de crestere vascular endotelial), E-selectina, P-selectina, PIGF
(factorul de crestere placentar), Thrombospondina-2, Osteopontina.

5.2.4. Analiza statistica

Au fost analizate date clinice si serologice de la baseline, precum si, acolo unde au fost
disponibile, datele clinice de la vizita de follow-up urmatoare (la 12+3 luni). Performanta
markerilor pentru identificarea ScS precoce a fost analizatd prin metoda receiver operating
curve (ROC). Pentru comparatiile intre grupuri au fost folosite testele Mann-Whitney si
Kruskaal-Wallis, respectiv Chi-pétrat. Pentru a investiga eventuali factori de risc pentru
dezvoltarea ScS in evolutie a fost aplicatd analiza predictiva prin regresie logisticd binara.
Analiza statistica a fost efectuata in programul SPSS versiunea 19.0.

5.3. Rezultate

5.3.1. Populatia de studiu

Am analizat 122 de pacienti cu ScS precoce din trei centre distincte, si 54 de probe
constituind lotul martor (voluntari sanatosi), din Zurich. Majoritatea subiectilor au fost de
sex feminin (91%), cu varsta mediand de 55 ani si o mediand de 5 ani de la debutul
sindromului Raynaud. Cel mai frecvent au fost observate teleangiectaziile (27%) si ,,puffy
fingers” (48%), sclerodactilie (17%) si sinovita (17%), serologic ANA (95%), ACA (53%),
rar Anti-topo (10%) sau Anti-ARN-Pol3 (7%); 54% au prezentat modificéri capilaroscopice
tipice ScS, putini ScS-ILD (13%) sau PAH (5%); 46% dintre pacienti au indeplinit criteriile
de clasificare ACR/EULAR 2013 pentru ScS la baseline, iar 8 pacienti aditionali (13% dintre
pacientii initiali negativi), au fost nou clasificati ca ScS dupa un an.

5.3.2. Nivelul citokinelor circulante este diferit la pacientii cu ScS precoce fata

de subiectii sanitosi

Dintre markerii analizati, cei care au prezentat diferente semnificative statistic intre
pacienti si lotul de control au fost P-selectina (p < 0.001), Osteopontina (p = 0.026),
Thrombospondina-2 (p = 0.004) si PIGF (p = 0.001).

Cei patru markeri au prezentat o performantd moderatd pentru identificarea ScS
precoce la analiza ROC (AUC [95%CI], p): Osteopontina (0.605 [0.509-0.702], p = 0.033),
PIGF (0.655 [0.567-0.742], p = 0.001), Thrombospondina-2 (0.637 [0.551-0.723], p =
0.002), P-selectina (0.714 [0.632-0.796], p < 0.001), cu cele mai bune rezultate.
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5.3.3. Nivelul citokinelor serice se asociaza cu fenotipul ScS

Pacientii cu pattern sclerodermic capilaroscopic au prezentat valori serice mai ridicate
ale Thrombospondinei-2, I[CAM-1 si VEGF (p =0.024, p = 0.044, respectiv p=0.006, Mann-
Whitney). Prin regresie logistica binara ajustatd pentru varsta, sex si ceilal{i markeri testati,
Thrombospondina-2 si VEGF au fost identificati drept factori predictivi pentru prezenta
patternului sclerodermic (p respectiv OR [95%CI]: 0.034, 1.07 [1.005-1.137]; respectiv
0.007, 1.015 [1.004-1.026]). Rarefierea s-a asociat cu valori ridicate ale: VEGF (p = 0.006),
ICAM-1 (p =0.014), MCP-1 (p = 0.035), P-selectinei (p = 0.013), iar megacapilarele cu ale
VEGF (p = 0.001), Thrombospondiei-2 (p = 0.006) si E-selectinei (p = 0.038).

Pacientii care au indeplinit criteriile de clasificare ACR/EULAR2013 pentru ScS la
baseline au prezentat valori serice semnificativ mai ridicate ale ICAM-1 si VEGF decét

pacientii care nu au Intrunit aceste criterii, Figura I1.9.
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Figura I1.9. (A-B) Expresia diferita a citokinelor circulante in functie de indeplinirea

criteriilor de clasificare ACR/EULAR 2013 pentru ScS
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5.4. Discutii

Rezultatele acestei analize a unei cohorte de pacienti cu ScS precoce oferd dovada ca
markeri circulanti implicati in procese patogenice de vasculopatie, inflamatie si fibroza sunt
detectabili chiar si in serul acestor pacienti cu manifestari clinice discrete si au un profil
distinct de acela al subiectilor sanitosi. In plus, au fost identificate asocieri semnificative
intre valori crescute ale anumitor markeri si prezenta de manifestari specifice ScS, precum
Thrombospondina-2 si VEGF pentru vasculopatia periferica sau ICAM-1 si VEGF pentru
formele clinice mai avansate, indeplinind criteriile de clasificare ACR/EULAR 2013.
Relevanta acestori markeri pentru severitatea, respectiv progresia ScS ramane de demonstrat
pe cohorte mai ample, urmarite longitudinal. Unul dintre punctele forte ale acestui studiu
este faptul cd examineazd o cohortd de subiecti prezentdnd modificari clinice discrete,
incipiente, si dintre care, cel mai probabil, doar o parte vor dezvolta forme clinice de ScS
stabilitd. Acesta oferd sansa unica de a observa fazele incipiente ale dezvoltarii bolii,
respectiv de a identifica markeri circulanti care ar putea ajuta la diagnosticul precoce,
precum si la stratificarea prognostica a pacientilor la risc de a dezvolta ScS.

5.5. Concluzii

. Nivelul seric al Osteopontinei, PIGF, P-selectinei si Thrombospondinei-2 este

semnificativ diferit la subiectii sanatosi fata de pacientii cu ScS precoce.

. Thrombospondina-2 si VEGF ar putea reprezenta biomarkeri pentru afectarea

vasculard din ScS precoce.

. ICAM-1 si VEGF au prezentat niveluri serice semnificativ mai crescute la

pacientii cu forme incipiente sau usoare de ScS, care indeplinesc criteriile de

clasificare ACR/EULAR 2013, fata de pacientii cu ScS foarte precoce sau “la risc” de

a dezvolta boala. Acesti markeri prezintd potential pentru cercetari viitoare,

longitudinale, drept biomarkeri pentru progresia catre ScS in populatia la risc.

. Aceste rezultate initiale trebuie confirmate de studii ulterioare, pe cohorte mai

mari de pacienti, eventual folosind si metode de laborator alternative pentru validare

(ELISA). In acest scop, proiectul va fi continuat in anul urmétor.
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6. Concluzii si contributii personale

6.1. Concluzii

Privita in ansamblu, lucrarea de fata prezinta trei proiecte de cercetare originale care
aduc noi date bazate pe dovezi prinvind diagnosticul precoce si evaluarea prognostica
in sclerodermia sistemica.

Realizarea primului obiectiv, depistarea de predictori ai regresiei fibrozei cutanate, a
fost atins prin analiza cohortei de mari dimensiuni EUSTAR. Am putut demonstra si valida
prin analiza longitudinala a peste 900 de pacienti cu ScS-d faptul cd valoarea mRSS la
baseline este cel mai important factor predictiv pentru regresia fibrozei cutanate dupa
un an la pacientii cu ScS cu afectare cutanata difuza. Rezultatele analizei au aratat ca
pacientii cu fibroza cutanata severa la baseline si care nu prezinta frictiuni tendinoase
au o probabilitate crescuti de a se ameliora dupa un an. De asemenea, studiul a validat
date anterioare (Maurer et al., 2015) care aratd ca pacientii cu fibroza cutanatd mai putin
severa la baseline prezintd un risc crescut de a progresa dupa un an. Asadar, scorul mRSS
la baseline poate fi utilizat pentru estimarea si stratificarea riscului de progresie,
respectiv de regresie a fibrozei pielii in ScS-d. Perioada de un an este relevanti pentru
ca reprezintd durata medie a participirii in studiile clinice randomizate, precum si
intervalul standard dintre vizitele de control conform recomandirilor EUSTAR. In
aceastd cohorta, un mRSS 1intre 7 si 25 puncte la baseline ar fi permis includerea unui procent
maxim de pacienti care au progresat la un an si un procent acceptabil de pacienti care au
regresat. Luarea in considerare a relatiei nou dovedite dintre mRSS si evolutia fibrozei
pielii poate optimiza recrutarea in studii clinice a pacientilor care ar avea un posibil
beneficiu maxim de pe urma tratamentului de studiu.

Articolul rezultat drept urmare a cercetarilor efectuate a fost publicat in cea mai
importanta revista din domeniul reumatologiei, Annals of rheumatic diseases, cu un factor
de impact de 12.350 (Dobrota et al., 2016). La publicare, articolul a fost selectat de catre
editor pentru acces gratuit si a dat tema editorialului numarului respectiv (Pope, 2016), fapt
care subliniaza suplimentar importanta acordata temei si rezultatelor prezentate.

Al doilea obiectiv, optimizarea metodelor de screening pentru afectarea organicd in
ScS cu accent pe fibroza pulmonard, a fost atins prin demonstrarea faptului ca o evaluare a
pacientilor cu ScS folosind exclusiv probele functionale respiratorii este asociata cu o

rata foarte mare de rezultate fals negative, in comparatie cu standardul de aur, HRCT.

17



Aceast studiu observational, transversal, efectuat pe o cohortd clinicd de pacienti
urmariti in centrul de ScS din Zurich, aratd ca testele functionale respiratorii sunt
insuficient de sensibile pentru a fi folosite drept test unic pentru screeningul si
diagnosticul precoce al ScS-ILD, mai ales in cazul pacientilor cu forme moderate de
boala. Este important de mentionat ca nu doar forme de ScS-ILD moderata, ci si cazuri
cu fibroza pulmonara severa, dar cu FVC normal si cu simptome clinice minime, au
fost observate in aceasta cohorti. Aceasta constatare subliniazi inca o datid importanta
combindrii de metode imagistice (tip HRCT, in acest caz) la investigatiile respiratorii
standard ale pacientilor cu ScS. Studiul a fost receptionat cu interes, fiind publicat in
revista Arthritis and Rheumatology, a doua clasata din domeniul reumatologiei, cu un factor
de impact de 7.873 (Suliman*, Dobrota* et al., 2015). Numarul de 52 de citari pana in
prezent reflectd de asemenea relevanta si utilitatea acestei analize.

Al treilea obiectiv, identificarea de posibili biomarkeri serici pentru complicatiile
clinice si/sau progresia ScS la pacientii cu ScS precoce, a fost realizat prin investigarea unei
cohorte multicentrice internationale. Rezultatele au aratat concentratii serice al
Osteopontinei, PIGF, P-selectinei si Thrombospondinei-2 semnificativ diferite la
subiectii sanatosi fata de pacientii cu ScS precoce. In plus, Thrombospondina-2, VEGF
si ICAM-1 au prezentat asocieri semnificative cu prezenta vasculopatiei, in special a
pattern-ului capilaroscopic tipic ScS, putind astfel prezenta potential ca biomarkeri
pentru afectarea vasculara din ScS precoce. Interesant, ICAM-1 si VEGF au prezentat
niveluri serice semnificativ mai crescute la pacientii care indeplinesc criteriile de
clasificare ACR/EULAR 2013, fata de pacientii negativi, cu ScS ,,foarte precoce” sau
»la risc” de a dezvolta boala. Acesti markeri prezinta asadar potential pentru
explorarea in cercetiri viitoare, pe cohorte urmaérite longitudinal, drept posibili
biomarkeri pentru progresia citre ScS in populatia ,,la risc”.

Bazat pe aceste rezultate promitdtoare, proiectul este continuat printr-o a doua
parte, in care urmarim validarea rezultatelor pe o cohortd mai ampla de pacienti si subiecti
sdnatosi, printr-o metoda de laborator alternativa, bine stabilitd (ELISA). Aceasta etapa se
afla In desfdsurare si va contine si o parte longitudinald, urmarind evolutia pacientilor la
vizitele de follow-up pe parcursul mai multor ani, pentru a urmari progresia pacientilor cu
forme precoce catre ScS definita si identificarea de predictori evolutivi.

in concluzie, dupi cum este argumentat in detaliu in randurile de mai sus, cele
trei studii principale realizate in cadrul cercetirii doctorale contribuie semnificativ si

concret la stadiul actual al cunoasterii in domeniul ScS.
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6.2. Contributii personale

In partea de documentare, am realizat o cercetare amanuntiti a stadiului actual al
cunoasterii asupra temei de cercetare (sectiunea I. Partea generala, capitolul 1 si 2), un
review asupra medicinei personalizate in ScS (Dobrota et al., 2014; Anexa 3 a tezei), precum
si un review despre management-ul actual al ScS-ILD (Dobrota et al., 2015) si am participat
la validarea unui protocol HRCT pentru ScS-ILD (Frauenfelder et al., 2014). Legat de
optimizarea studiilor clinice in ScS, interes dezvoltat prin proiectul regresiei fibrozei
cutanate In ScS, am scris ca prim-autor un capitol de carte despre perspective si consideratii
pentru abordarea moderna a studiilor clinice In ScS (Dobrota et al., 2017).

In realizarea proiectelor originale de cercetare doctorald prezentate in Partea a II-a a
lucrarii, Contributia personala (Capitolele 3, 4 si 5), am fost principal responsabila, sub
coordonarea echipei de experti, de toate etapele, incepand de la design-ului studiului, la
stabilirea metodologiei si a planului de analiza statistica, la scrierea manuscrisului si trecerea
prin procesul de peer-review spre publicare. Pentru studiul EUSTAR (Capitolul 3) am lucrat
impreund cu un expert statistician care a realizat analiza statisticd conform planului realizat
impreund cu echipa de experti, iar la celelalte doud studii prezentate (Capitolul 4 si 5) am
efectuat personal si analiza statistica. Pentru studiul translational asupra biomarkerilor serici
in ScS precoce (Capitolul 5), am implementat si realizat personal testele de laborator prin
metoda Luminex. Am fost, de asemenea, responsabild de organizarea studiilor, stabilirea de
colaboriri, obtinerea datelor si de gestionarea resurselor de studiu.

Am avut ocazia de a disemina rezultatele cercetarii prin prezentari stiintifice anuale
(comunicari orale si/sau postere) la congrese nationale (aici mentionez ca am fost onorata de
doud ori cu Premiul Societdtii Elvetiene de Reumatologie pentru cel mai bun abstract),
precum si internationale (congresele principale de reumatologie din Europa, EULAR,
respectiv din SUA, congresul ACR, si Congresul Mondial de Sclerodermie sistemica). Lista
completa poate fi consultata la sfarsitul rezumatului acestei lucrari.

Este important de mentionat ca proiectele realizate au fost realizate 1n stransa legatura
cu centrul coordonator din cadrul Spitalului Dr.I. Cantacuzino din Bucuresti. Centrul de ScS
afiliat a participat cu date clinice si cu probe de ser pentru studiul pacientilor cu ScS precoce,
precum si ca centru EUSTAR pentru analiza longitudinald pentru predictia regresiei fibrozei
pielii. De asemenea, Dna. Dr. Mihai Carina, coordonatoarea acestui centru, a fost membru
in echipa de studiu si co-autor la multe dintre lucrarile publicate (dupd cum se poate vedea

din lista de lucrari inclusa).
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