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Introducere

Sclerodermia sistemica (ScS) este o boald cronica, autoimuna ce afecteaza tesutul
conjunctiv si este asociata cu cea mai mare mortalitate si morbiditate din cadrul bolilor de

tesut conjunctiv si este considerata prototipul bolilor fibrotice (1).

Sclerodermia sistemicd prezinta similaritati genetice cu alte boli autoimune si un

anumit fond genetic poate predispune la aparitia de boli autoimune (2).

ScS este o boald heterogena, atat prin tabloul clinic cat si prin multiplele mecanisme
moleculare activate in aceasta boald. Histologic, in biopsiile cutanate obtinute de la pacientii

cu ScS, se observa activarea exagerata a fibroblastelor (3).

Dipeptidil-peptidaza-4 (DPP4) este o proteind cu activitate enzimatica a carei inhibare
este folositd cu succes in tratamentul diabetului zaharat de tip 2 (4). Un studiu recent,
desfasurat pe soareci de laborator, demonstreaza ca DPP4 se regaseste si pe suprafata unui

subset de fibroblaste embrionare cu proprietati unice in repararea tisulara (5).

Privita in ansamblu, lucrarea de fatd este Tmpartitd in doua proiecte de cercetare

originale bine delimitate Tntre ele.

Tn primul studiu desfisurat in centrul Eustar (EUropean Scleroderma Trials and
Research) 100 din cadrul Spitalului Clinic Dr. lon Cantacuzino, Bucuresti, sub indrumarea
Dr. Sef de Lucrari Carina Mihai si Prof. Dr. Victor Stoica, ne-am propus determinarea
prevalentei bolilor autoimune n cohorta de pacienti cu ScS a centrului si s comparam
evolutia acestora cu cea a pacientilor cu ScS care nu prezinta alte fenomene autoimune.

Rezultatele acestui studiu au fost publicate in Revista Romana de Reumatologie Vol XXIV,

Nr 2, 2015 (Revista acreditata CNCSIB B+).

Al doilea studiu cuprinde o ampla cercetare fundamentala desfasuratd in cadrul
laboratorului de cercetare ,,Biologia aplicatd a matricei celulare si cercetarea translationala
a fibrozei” condus de Prof. Dr. J. Distler (Heisenberg Group for applied Matrixbiology and
translational fibrosis research) din cadrul Universitatii Friedrich-Alexander din Erlangen-
Nirnberg, Spitalul Universitar Erlangen. Pornind de la premiza ca DPP4 identifica o
subpopulatie de fibroblaste responsabild de acumularea excesiva a componentelor matricei
extracelulare (5), ne-am propus in al doilea proiect prezentat in tezd sa caracterizam

populatia fibroblastelor DPP4 pozitive din tesutul fibrotic al pacientilor cu ScS si sa studiem



efectele antifibrotice ale inhibitiei DPP4. (6). Rezultatele acestui studiu au fost publicate in

jurnalul american Arthritis & Rheumatology 1n anul 2020 (Factor de impact 7.750).

Rezultatele obtinute in lucrarea de fata reprezinta puncte de reper in cercetarea din
sclerodermia sistemica atat din punct de vedere clinic cat si din punct de vedere al intelegerii
patogenezei bolii. Prin aceastd contributie deschidem calea unor posibile noi studii

terapeutice Tn bolile fibrotice.

|. Partea generala

1. Sclerodermia sistemica

Sclerodermia sistemicd prezinta similaritati genetice cu alte boli autoimune si un

anumit fond genetic poate predispune la aparitia de boli autoimune (2).
1.1. Asocierea sclerodermiei sistemice cu alte boli autoimune

Poliautoimunitatea a fost raportatd in multe boli autoimune, cel mai frecvent in cadrul
urmatoarelor afectiuni: lupusul eritematos sistemic (41%), sclerodermia sistemica (26%),

ciroza biliara primitiva (32%), vitiligo, miastenia gravis, tiroidita autoimuna (7, 8).
1.2 Sindromul overlap

Sindromul overlap se refera la existenta unor caracteristici a cel putin 2 boli de tesut

conjunctiv ce pot aparea in acelasi timp sau in momente diferite la acelasi pacient (7).
1.3 Sindroame overlap in sclerodermia sistemica
1.3.1 Sclerodermia sistemica si miozita (sclero-miozita)

Sclero-miozita reprezintd una din cele mai frecvente sindroame overlap la pacientii cu
miozita inflamatorie (9).

1.3.2 Sclerodermia sistemica si Sindromul Sjogren

Asocierea sclerodermie sistemicda - sindrom Sjogren apare cu o frecventd de

aproximativ 18,5% (10). La aproximativ o jumatate din pacientii cu sclerodermie apare

fibrozarea glandelor salivare, urmata de scaderea secretiei salivare (11).
1.3.3 Sclerodermia sistemica si poliartrita reumatoida

Aceastd asociere reprezintd a doua cea mai frecventd asociere a ScS cu o altd boala
reumatologicd. Artrita eroziva reprezintd cea mai frecventa determinare articulara la acesti

pacienti (12, 13).



1.3.4 Sclerodermia sistemica si Lupusul eritematos sistemic

Sindromul overlap sclerodermie sistemica - lupus eritematos sistemic este o conditie

destul de rara, ce apare la un procent de aproximativ 14% dintre pacientii cu sclerodermie
(9) (14).

1.3.5 Sclerodermia sistemica si sindromul antifosfolipidic

Incidenta acestei asocieri este n jur de 7-13% (15).

1.3.6 Sclerodermia sistemici si vasculitele

Aceastd asociere este foarte rard. Diagnosticul este dificil intrucat manifestdrile
pulmonare, renale si ischemia tegumentara sunt asemanatoare atat sclerodermiei cat si

vasculitelor (16).
1.4 Asocierea sclerodermiei sistemice cu boli autoimune de organ
1.4.1 Sclerodermia sistemica si afectarea hepatica

Dintre bolile hepatice sclerodermia sistemica se asociaza cel mai frevent cu ciroza
biliara primitiva (CBP). Tn general CBP apare la pacientii cu IcScS (93%) si este de cele mai

multe ori silentioasa din punct de vedere clinic (17-19).
1.4.2 Sclerodermia sistemica si afectarea imuna tiroidiana

Patologia autoimuna tiroidiand este destul de frecventa la pacientii cu sclerodermie si
alte boli reumatice (20). S-a constatat ca tiroidita Hasimoto se asociaza mai frecvent cu

subtipul limitat al sclerodermiei sistemice (21).
2 Patogeneza sclerodermiei sistemice

2.1 Celule implicate Tn patogeneza fibrozei din cadrul ScS

Fibroblastele sunt celulele efectoare cheie ale fibrozei in ScS si in alte boli fibrotice,
n care par a fi activate cronic (22). Exista si alte tipuri de celule disfunctionale in ScS, care
joaca roluri importante in afectarea tesuturilor, activarea fibroblastelor si Tn fibroza precum
celulele endoteliale microvasculare, pericitele si celulele sistemului imunitar adaptativ si
inndscut, cum ar fi limfocitele T si B, celule dendritice, celule ucigase naturale, monocite,

macrofage, mastocite si eozinofile (23) (24).



2.2 Mediatorii fibrozei din ScS
2.2.1 TGF-B si caile profibrotice asociate cu TGF-3

TGF-B este regulatorul principal al regenerarii tesuturilor si al fibrozei, iar prezenta
anomaliilor semnalizarii TGF-B este des intalnita in ScS. TGF- poate promova dezvoltarea
fibrozei atdt prin stimularea productiei, cit si prin suprimarea degradarii matricei

extracelulare (23, 25, 26).
2.2.2 Alti mediatori profibrotici

Alti mediatori profibrotici importanti care au fost implicati in patogeneza fibrozei din
ScS includ factorul de crestere a tesutului conjunctiv (connective tissue growth factor —
CTGF), endotelina-1 (ET-1), factorul de crestere plachetar (platelet derived growth factor —
PDGF), interleukina-6 ( IL-6), serotonina si chemokine (CXCL4). Au fost detectate niveluri

crescute de CTGF in tesutul cutanat al pacientilor cu ScS (27).
2.2.3 Mediatori ai activitatii citokinelor

Janus kinazele (JAKSs) sunt tirozin kinazele asociate receptorilor, cu roluri centrale in
semnalizarea mediata de citokine si factori de crestere. Similar cu alti receptori ai tirozin
kinazelor (de exemplu, receptorul PDGF), legarea citokinelor induce autofosforilarea si
activarea JAK. Tn ScS, semnalizarea TGF-B poate induce fosforilarea si activarea JAK2, care

apoi interactioneaza cu STAT3 fosforilat pentru a induce raspunsuri fibrotice (28) (29).
2.3 Receptori nucleari: regulatori principali ai vindecarii normale a ranilor
Receptorul nuclear 4al (NR4al) a fost identificat ca un regulator endogen al
semnalizarii TGF-f (30).

Pe langa NR4al, receptorii nucleari 1H2 si 1H3 (de asemenea, numiti receptorii X
hepatici), receptorii nucleari NR112, precum si receptorii nucleari 111 (care reprezinta
receptorul vitaminei D) si receptorii activati cu proliferator peroxisom (PPAR peroxisome
proliferator-activated receptor) ) -y apar ca regulatori moleculari care controleaza vindecarea

ranilor si previn fibroza (31-33).
2.4 Cai morfogene

Studii recente au stabilit un rol central al mai multor cai morfogene in activarea

fibroblastului si a fibrozei tisulare in ScS. Acestea includ caile Notch, Wnt si Hedgehog,



toate acestea fiind regulatori importanti ai dezvoltarii embrionare si homoeostazei tesuturilor

adulte (34, 35) (36).
2.5 Reglarea epigenetica in fibroza

Epigenetica cuprinde variatii celulare care nu sunt cauzate de modificarile secventei
ADN, ci de o multitudine de mecanisme necodate care moduleaza transcriptia genicd in
interiorul unei celule. Desi acest domeniu este incd in curs de dezvoltare, o serie de
investigatii au demonstrat deja un rol al mecanismelor epigenetice specifice care joaca roluri

centrale Tn procesele fibrotice (37) (38) (39, 40).
2.6 ROS si hipoxia in ScS

Speciile de oxigen reactiv (ROS) si hipoxia pot avea, de asemenea, un rol crucial Tn
conducerea procesului fibrotic Tn ScS (1). Este cunoscut faptul ca episoadele repetate de
vasoconstrictie, ischemie cronica si reperfuzie duc la generarea de ROS si stres oxidativ,
care sunt puternic implicate in patogeneza ScS. ROS poate stimula fibroblastele prin
activarea semnalizarii TGF-f si PDGF (41).

3. Dipeptidil peptidaza 4 (DPP4) sau CD26

Dipeptidil-peptidaza-4 (DPP4, cunoscutd si ca CD26) este o proteina cu activitate
enzimatica care cliveaza prolina sau alanina de la capatul N-terminal al unei game largi de
polipeptide (42, 43). Tn ultimii ani, DPP4 a fost intens studiatd ca tintd terapeutica in

tratamentul diabetului zaharat de tip 2 (44).

Un studiu recent desfasurat pe soareci de laborator demonsteaza ca DPP4 se regaseste
si pe suprafata unui subset de fibroblaste embrionare cu proprietati unice in repararea tisulara
(5). Mai mult, aceste fibroblaste care exprima DPP4 sunt responsabile de secretia in cantitati

excesive a componentelor matricei extracelulare in urma unei agresiuni (5).
3.1 Heterogenitatea DPP4 — Modificari posttranslationale

Carbohidratii reprezinta aproximativ 20% din totalul greutdtii moleculare a DPP4.

DPP4 contine 9 regiuni cu potential de glicozilare (45).
3.2 DPP4 solubil

DPP4 exista si in forma solubild, desprinsd de la nivel membranar. Forma solubila a

DPP4 isi pastreaza activitatea enzimatica (45-47).
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3.3 Expresia DPP4

DPP4 este exprimat ubicuitar in multe tipuri de tesuturi cum ar fi tesutul renal, hepatic,
pulmonar, intestinal, dar si la nivelul celulelor imune (limfocite B si T, celulele NK sau

celulele mieloide) (48).
3.4 Substraturile dipeptidil peptidazei 4

Diferiti hormoni gastrointestinali, factori de crestere, neuropeptide sau chemochine
prezinta la capatul N-terminal, X-Pro sau -Ala si sunt clivate de DPP4 (45). Substraturile

DPP4 sunt implicate Tn sistemul neuroendocrin, nociceptiv sau in infectii (45, 49).
3.5 Rolurile fiziologice ale DPP4

DPP4 se poate asocia cu diverse alte molecule declansand diferite raspunsuri

fiziologice sau poate modula raspunsul imun (45).

DPP4 indeplineste multiple functii fie prin activitatea enzimatica, fie prin intermediul
interactiunilor cu alte molecule. DPP4 este implicatd in procese de nutritie, nociceptie,
adeziune celulard, reglarea sistemului neuroendocrin, raspunsul imun sau adaptarea

cardiovasculara (45).
3.6 Rolul DPP4 in patologie

DPP4 este implicat in patologia sistemului neuroendocrin, a bolilor autoimune sau

inflamatorii, a bolilor infectioase, a bolilor hematologice maligne sau a tumorilor (45).

DPP4 a fost asociat cu aparitia astmului alergic, sclerozei multiple, artritei sau a bolilor

inflamatorii digestive (50) (51) (52).
3.7 Inhibitorii DPP4

In prezent exista noud medicamente aprobate care se gasesc pe piata internationald

pentru tratamentul diabetului zaharat de tip 2 (53, 54).

in general inhibitorii DPP4 au profil de siguranti bun, dar in studiile clinice s-a
observat o crestere a numarului de infectii ale cdilor respiratorii superioare sau ale cailor
urinare la pacientii tratati cu aceste medicamente. Alte efecte adverse descrise au fost
pancreatita, durerile de cap, greata, angioedem, hipersensitivitatea si reactiile cutanate, dar

si artralgii (53-55).
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Il. Contributii personale

4. Obiective generale

Obiective studiul 1: Prevalenta bolilor autoimune si a sindroamelor overlap la

pacientii cu Sclerodermie sistemica:
- determinarea prevalentei bolilor autoimune la pacientii cu ScS
- evaluarea caracteristicilor pacientilor cu ScS care prezinta si alte boli autoimune
- evaluarea evolutiei pacientilor cu ScS si alte boli autoimune

Obiective studiul 11: Dipeptidil peptidaza 4 — o posibila noua tinta terapeutica in

Sclerodermia sistemica

- evaluarea expresiei DPP4 la pacientii cu ScS si n diferite modele experimentale de

fibroza
- evaluarea mecanismului de actiune al DPP4 si proprietatile celulelor DPP4 pozitive

- evaluarea efectului inhibarii genetice sau farmacologice a DPP4 asupra fibrozei

cutanate si pulmonare

- evaluarea efectului inhibarii DPP4 asupra infiltratelor inflamatorii si rolul celulelor

inflamatorii DPP4 pozitive in aparitia fibrozei.

5. Prevalenta bolilor autoimune si a sindroamelor overlap la pacientii cu
Sclerodermie sistemica
5.1 Introducere (Ipoteza de lucru si obiective specifice)

Sclerodermia sistemica prezinta similaritati genetice cu alte boli autoimune si un
anumit fond genetic poate predispune la aparitia de boli autoimune (2). Studiile

epidemiologice la pacientii cu sindroame overlap arata frecvente divergente (9, 56, 57).
5.2 Pacienti si metode

Am realizat un studiu retrospectiv, in care au fost inclusi toti pacientii diagnosticati cu
ScS conform criteriilor ACR 1980 sau conform noilor criterii de clasificare ACR/EULAR
2013 (58, 59) in cadrul centrului EUSTAR 100 din Clinica de Medicind Interna si
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Reumatologie a Spitalului Clinic ,,Dr. lon Cantacuzino®, evaluati in perioada ianuarie 2005
si mai 2014.

in grupul martor au fost inclusi toti pacientii cu poliartriti reumatoida, evaluati Tn
Clinica de Medicina Interna si Reumatologie a Spitalului Clinic ,,Dr. lon Cantacuzino® in

perioada ianuarie 2005 si mai 2014.
5.3 Statistica

Toate datele au fost introduse intr-un tabel Excel iar prelucrarea statistica a

informatiilor s-a realizat cu ajutorul programului SPSS varianta 20.0.

5.4 Rezultate

Au fost inclusi 144 de pacienti cu Sclerodermie sistemica si 511 pacienti cu poliartrita
reumatoida. Ca urmare a impartirii pe categorii de sexe, in 1otul bolnavilor cu sclerodermie
128 de pacienti (88.9%) sunt femei si 16 (11.1%) barbati. In lotul cu poliartrita reumatoida
ponderea este de 419 (82%) femei si 92 (18%) barbati.

5.4.1 Prevalenta bolilor autoimune la pacientii cu ScS din centrul EUSTAR 100

Pacientii cu sclerodermie au fost impartiti in 3 grupuri si anume: pacientii cu 1cScS
(49.3%) fara alte boli autoimune asociate, pacientii cu dcScS (31.3%) fara alte boli
autoimune asociate si pacientii care prezinta boli autoimune asociate (19.4%). Dintre

pacientii cu ScS si alte boli autoimune 89.3% apartin lcScS.

Prevalenta bolilor autoimune in cohorta pacientilor cu ScS a fost de 19.4%, in timp ce
un procent de 4.7% dintre pacientii cu PR au prezentat si alte boli autoimune. Bolile
autoimune cel mai frecvent intalnite la pacientii cu ScS au fost PR (11.1%), LES (5.6%), si

tiroiditele autoimune (4.9%).

Tn grupul pacientilor cu PR, cele mai frecvente boli autoimune intilnite au fost SS
(2.3%) si tiroidita autoimuna (1.8%).

Pacientii cu ScS prezinta semnificativ mai frecvent asocierea cu alte boli autoimune in

comparatie CU pacientii cu PR (Tabelul 5.4.1.1).
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Tabel 5.4.1.1. Frecventa comorbiditatilor autoimune la pacientii cu ScS in comparatie

cu pacientii cu PR

Pacienti ScS | Pacienti PR | p
Orice boala autoimuna 19.4% (28) | 4.7% (24) <0.001
Poliartita reumatoida 11.1%(16) - -
Lupusul eritematos sistemic 5.6%(8) 0.4%(2) <0.001
Tiroidita autoimuna 4.9%(7) 1.8%(9) 0.059
Sindromul Sjégren 4.2%(6) 2.3%(12) n.s
Dermatomiozita/Polimiozita 2,1%(6) 0 0.01
Ciroza biliara primitiva 0.7%(1) 0 n.s
Diabetul zaharat de tipl 0.7%(1) 0 n.s
Sindromul antifosfolipidic 0.7%(1) 0.2%(1) n.s

5.4.2 Caracteristicile pacientilor cu ScS care prezinta si alte boli autoimune

Nu s-au inregistrat diferente semnificative in ceea ce priveste datele demografice la

pacientii cu ScS fara boli autoimune Tn comparatie cu cei care asociaza si alte boli autoimune.

Cele mai frecvente simptome ntélnite la pacientii cu ScS si alte boli autoimune au fost
artralgiile (71.4% vs. 59.5%, p=0.24). Un numar crescut de pacienti cu ScS si alte boli
autoimune au prezentat artrita (29.6% vs. 18.3%, p=0.18). Slabiciunea musculara (32.1% vs.
26.5%, p=0.55) si xerostomia (32.0% vs. 26.9%, p=0.6) au fost, de asemenea, mai des

ntalnite la pacientii cu ScS si alte boli autoimune.
5.4.3 Evolutia pacientilor cu ScS si alte boli autoimune

S-a observat o tendinta spre o evolutie mai buna a afectarii cardiace, vasculare sau

pulmonare a pacientilor cu ScS care prezinta si o alta boala autoimuna.

Tn grupul pacientilor cu ScS si alte boli autoimune s-au Tnregistrat, pe perioada
urmaririi, 7.1% decese, iar in grupul pacientilor cu ScS fara alte boli autoimune 10.3%.
Pacientii cu ScS fara alte boli autoimune prezinta mai frecvent aritmii, tulburari de ritm,

ulceratii digitale, frictiuni tendinoase, telangiectazii sau calcinoza.
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5.4.4 Afectarea cutanata la pacientii cu ScS si alte boli autoimune

S-a observat ca pacientii cu ScS si alte boli autoimune, dar si cei cu afectare cutanata
limitata prezinta un scor mRSS relativ stabil pe perioada urmaririi. Pacientii cu afectare

cutanata difuza prezinta pe perioada urmaririi un scor mRSS care scade cu timpul.
5.4.5 Evolutia ulceratiilor digitale la pacientii cu ScS si alte boli autoimune

Ulceratiile digitale sunt considerate un factor de prognostic defavorabil la pacientii cu
ScS. Pacientii cu ScS si alte boli autoimune au prezentat o frecventa scazuta a ulceratiilor

digitale in comparatie cu pacientii cu ScS fara alte boli autoimune.
5.4.6 Evolutia afectarii pulmonare la pacientii cu ScS si alte boli autoimune

Pacientii cu ScS si alte boli autoimune tind sa prezinte o afectare pulmonara mai blanda

Tn comparatie cu ScS fara alte comorbiditati autoimune.
5.5 Discutii

Aceasta lucrare este un studiu retrospectiv pe o cohortd urmaritd longitudinal
prospectiv, reprezentata de pacientii cu sclerodermie urmariti intr-un interval de 11 ani
(01.2004- 05.2014) in Clinica de Medicina Interna si Reumatologie a Spitalului Clinic ,,Dr.
lon Cantacuzino“ — Centrul EUSTAR 100. Am obtinut 0 prevalenta a bolilor autoimune la
pacientii cu ScS de 19.4%. Rata de supravietuire la pacientii cu ScS si alte boli autoimune a

fost mai mare comparativ cu cea a pacientilor cu dcScS fara alte boli autoimune.

Procentul pacientilor cu ScS si alte comorbiditati autoimune care au prezentat o
agravare a functiei pulmonare a fost relativ similar cu cel al pacientilor cu IcScS, dar mai

mic decat cel al pacientilor cu dcScS.
5.6 Concluzii

Prevalenta bolilor autoimune este mult mai mare la pacientii cu ScS, comparativ cu
pacientii cu PR (19.4% vs 5.7%, p <0.001). Cele mai frecvente boli autoimune in lotul

pacientilor cu sclerodermie au fost PR, LES si tiroiditele autoimune.

Pacientii cu ScS si alte boli autoimune tind sid asocieze o patologie cutanata si
pulmonard mai blanda iar ulceratiile digitale intervin intr-un procent mult mai mic la

pacientii cu ScS si alte boli autoimune.
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6. Dipeptidil peptidaza 4 — o posibila noua tinta terapeutica in

sclerodermia sistemica

6.1 Introducere (ipoteza de lucru si obiective specifice)

Patogeneza sclerodermiei sistemice nu este inca pe deplin inteleasa. Cu toate ca de
curédnd a fost aprobata o noua terapie pentru tratamentul fibrozei pulmonare din ScS,
morbiditatea si mortalitatea ScS raméan cele mai crescute in randul bolilor reumatice (1, 60,
61).

Un studiu recent, desfasurat pe soareci de laborator, arata ca DPP4 identifica un subset
de fibroblaste embrionare responsabile de secretia in cantitati excesive a componentelor
matricei extracelulare Tn urma unei agresiuni (5). Acest concept nu a fost testat sau
demonstrat Tn sclerodermia sistemica. Astfel, ne propunem in studiul urmator investigarea

rolului DPP4 in patogeneza ScS.
Obiectivele studiului:

1.  Evaluarea expresiei DPP4 la pacientii cu ScS si in diferite modele experimentale de
fibroza

2. Evaluarea mecanismului de actiune al DPP4 si proprietatile celulelor DPP4 pozitive

3. Efectului inhibarii genetice sau farmacologice a DPP4 asupra fibrozei cutanate si
pulmonare

4.  Evaluarea efectului inhibarii DPP4 asupra infiltratelor inflamatorii si rolul celulelor

inflamatorii DPP4 pozitive in aparitia fibrozei
6.2 Materiale, metode si pacienti
6.2.1 Materiale si instrumente

Lista materialelor si intrumentelor folosite Tn realizarea studiului sunt enumerate Tn

Anexa 1 a tezei.
6.2.2 Pacienti

Biopsiile cutanate au fost obtinute de la 29 de pacienti cu sclerodermie sistemica
diagnosticati conform criteriilor Colegiului American de Reumatologie (ACR) / Liga
Europeana impotriva Reumatismului (EULAR) (59) si de la 10 voluntari sanatosi de varsta

si sex apropiate.
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6.2.3 Culturi de fibroblaste umane

Fibroblaste umane au fost generate din biopsii cutanate de la pacientii cu ScS sau

donatori sanatosi.
6.2.4 Culturi de fibroblaste cu origine murina

Fibroblastele murine au fost izolate din biopsii cutanate de la soareci deficienti in DPP4

sau de la soareci tipul salbatic (62).
6.2.5 Metode

Au fost folosite urmatoarele metode: Nucleofectia, Analiza proliferarii si migrarii
fibroblastelor, Analiza ARN mesager, Analiza proteinelor prin Western blot, Cuantificarea
colagenului Tn culturile celulare, Testul de determinare a colagenului in probele tisulare

utilizand metoda hidroxiprolinei, Separarea celulelor prin citometrie in flux.

Au fost efectuate urmatoarele coloratii: Coloratia cu hematoxilina si eozina, Coloratia
Masson-Trichrom, Coloratia Sirius Red, Cuantificarea miofibroblastelor, Coloratiile

imunohistochimice si de imunofluorescenta

6.2.6 Studii pe animale si modele de soarece folosite

Au fost folosite urmitoarele modele de soareci: Soarecii DPP4 knockout (DPP47),
Modelul de fibroza cutanata indusa de bleomicina, Modelul de soarece cu fibroza pulmonara
indusa de bleomicina, Modelul de soarece Boala cronica grefon contra gazda sclerodermic
(scl-cGvHD), Modelul de fibroza cutanatd indus de topoizomeraza 1, Soarecii Tsk-1 si
Generarea de soareci hibrizi cu expresia DPP4 doar la nivelul celulelor hematopoietice sau

la nivelul celulelor non-hematopoietice (mezenhimale).
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7. Rezultate

7.1 Evaluarea expresiei DPP4 la pacientii cu ScS si in diferite modele

experimentale de fibroza

7.1.1 Evaluarea expresiei DPP4 in probe cutanate obtinute de la pacientii cu
ScS

Tn urma coloratiei imunohistochimice cu anticorpi specifici anti-DPP4 a probelor
cutanate obtinute de la pacientii cu SSc, se observa un numar crescut de celule DPP4 pozitive

Tn comparatie cu probele cutanate obtinute de la donatori sanatosi (Figura7.1.1.1).
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Figura 7.1.1.1 Imagini reprezentative ale coloratiei prin imunohistochimie a probelor
cutanate la pacientii cu ScS si donatori sanatosi. Alaturi este redata cuantificarea imaginilor
de imunohistochimie. Rezultatele sunt prezentate ca medie £ SD. * p<0,05, ** p<0,001, ***
p=<0,000.

In urma coloratiei cu prolil-4-hidroxilaza (P4H), un marker de identificare al
fibroblastelor umane, s-a observat ca majoritatea celulelor DPP4 pozitive la pacientii cu ScS
sunt pozitive si pentru P4AH. Mai mult, un numar semnificativ de fibroblaste DPP4 pozitive
exprima pe suprafata lor markerul actinei musculare netede a (oo smooth muscle actin =

aSMA) in comparatie cu fibroblastele DPP4 negative.

7.1.2 Evaluarea expresiei DPP4 la nivelul fibroblastelor in probele obtinute de la

pacientii cu SSc

Tn lizatul celular obtinut din fibroblastele izolate de la pacientii cu ScS s-a observat un
nivel crescut al proteinei DPP4 in comparatie cu lizatul celular obtinut din fibroblastele

izolate de la donatori sanatosi (Figura 7.1.2.1).
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Figura 7.1.2.1 Imagini de Western blot pentru identificarea nivelului de proteina DPP4
in fibroblastele izolate de la pacientii cu ScS sau donatori sanatosi. Alaturat se afla
cuantificarea benzilor de Western Blot folosind programul Image J. Rezultatele sunt
prezentate ca medie + SD. * p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,000.

7.1.3 Evaluarea expresiei DPP4 in diferite modele de animale folosite pentru

studiul fibrozei.

Nivelul DPP4 evaluat prin coloratii imunohistochimice si western blot este crescut n
probele cutanate obtinute de la soarecii cu fibroza cutanatd indusa de bleomicina (Figura

7.1.3.1) si in modelul bolii cronice grefon versus gazda.
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Figura 7.1.3.1. Imagini reprezentative ale coloratiei prin imunofluorescenta a probelor
cutanate obtinute de la soarecii fibrotici tratati cu bleomicina si control folosind DPP4 si
vimentina, ca marker pentru fibroblaste. Alaturi este redata cuantificarea imaginilor de
imunofluorescenta. Rezultatele sunt prezentate ca medie + SD. * p<0,05, ** p<0,001, ***
p<0,000.
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7.2 Evaluarea mecanismului de actiune al DPP4 si proprietatile celulelor DPP4

pozitive

7.2.1 Evaluarea mecanismelor prin care expresia DPP4 este reglata la nivel

celular

Prin incubarea timp de 24 si 48 de ore a fibroblastelor umane recoltate de la donatori
sanatosi cu factorul de crestere transformant beta (tumor growth factor B, TGF-f), am
observat o crestere a nivelului de proteina DPP4 analizat prin Western Blot (Figura 7. 2.1.1).
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Figura 7.2.1.1 Imagini de Western blot pentru identificarea nivelului de proteina DPP4
n lizatul celular obtinut din culturile de fibroblaste izolate de la donatori sanatosi si incubate
cu TGF-pB timp de 24 si 48 de ore. Dedesubt se afla cuantificarea benzilor de Western Blot
folosind programul Image J. Rezultatele sunt prezentate ca medie + SD. * p<0,05, **
p<0,001, *** p<0,000.

Activitatea enzimaticd a DPP4 in fibroblastele ScS sau sandatoase nu prezinta diferente
semnificative, Tn schimb, stimularea cu TGF-f a condus la cresterea activitatii enzimatice in
fibroblastele ScS.

Similar cu rezultatele obtinute in vitro, am observat in probele cutanate recoltate de la
soarecii care prezinta specific la nivelul fibroblastului, o varianta mutanta a receptorului
TGF-B de tip 1 constitutiv activ, un nivel crescut de proteina DPP4 Tn comparatie cu probele
control.

Expresia DPP4 este reglatd preponderent de semnale provenind de pe calea non-

canonicd de semnalizare a TGF-f in special prin intermediul ERK.
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7.2.2 Caracterizarea celulelor DPP4 pozitive si rolul DPP4

Fibroblastele cutanate sau pulmonare DPP4-pozitive prezinta niveluri crescute de
ARN-mesager pentru transcrierea genelor Collal, Colla2 si Acta2, in comparatie cu
fibroblastele DPP4-negative. Fibroblastele deficiente in DPP4 sunt mai putin responsive la
stimularea cu TGF-B, tranzitia de la fibroblast la miofibroblast indusa de TGF-B este
Tmpiedicata (cantitate redusd de aSMA si formarea fibrelor de stres este redusa) si prezinta
o capacitate migratorie redusa.

Pe langa o abordarea genetica, a fost folosita inhibitia DPP4 folosind si 0 abordare
farmacologica. Incubarea cu Sitagliptin a redus efectele stimulatoare a TGF-B asupra

fibroblastelor, fara a avea efecte toxice asupra celulelor.

Exprimarea fortata a DPP4 la nivelul fibroblastelor umane recoltate de la donatori
sanatosi prin folosirea unui plasmid DPP4, a condus la cresterea cantitatii de ARN mesager
pentru genele ACTA2, COL1AL si COL1A2 in comparatie cu fibroblastele transfectate cu un
plasmid control.

Tratamentul cu Sitagliptin al fibroblastelor umane izolate de la donatori sanatosi si
stimulate cu TGF-f a redus transdiferentierea fibroblastelor la miofibroblaste, dupa cum

rezulta din coloratia de imunofluorescenta cu aSMA si fibre de stres (Figura 7.2.2.9).

aSMA Stress fibers Suprapus

Control

TGF-B

TGF-B, Sita

Figura 7.2.2.9. Imagini reprezentative ale coloratiei prin imunofluorescenta a
fibroblastelor izolate de la donatori sanatosi incubate cu Sitagliptin (Sita) Tn urma stimularii

cu TGF-B, folosind ca marker de identificare pentru miofibroblaste fibrele de stress si
aSMA.



7.2.3 Evaluarea mecanismului prin care DPP4 este implicat Tn promovarea
fibrozei

Tratamentul fibroblastelor umane recoltate de la donatori sanatosi cu sitagliptin a
prevenit efectele stimulatoare a TGF-B asupra caii de semnalizare ERK, conducand la

niveluri reduse de ERK fosforilat (pERK), forma activa a ERK (Figura 7.2.3.1.)
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Figura 7.2.3.1 Imagini de Western blot pentru identificarea nivelului de proteina
PERK n urma stimularii cu TGF-§ si apoi incubarea cu sitagliptin in lizatul celular obtinut
din culturile de fibroblaste umane recoltate de la donatori sinatosi. Dedesubt se afla
cuantificarea benzilor de Western Blot folosind programul Image J. Rezultatele sunt
prezentate ca medie + SD. * p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,000.

Tn schimb, inhibarea farmacologica a DPP4 in fibroblastele umane folosind sitagliptin
nu a interferat cu nivelul de SMAD3, STAT3, SRC, AKT, cJUN sau Fra2 induse de TGF-

7.3 Efectului inhibarii genetice sau farmacologice a DPP4 asupra fibrozei
cutanate si pulmonare

7.3.1 Evaluarea efectului inhibarii DPP4 la nivel genetic Th modelul animal de

fibroza cutanata indusa de bleomicina

Soarecii cu deficienta de DPP4 dezvoltd, in comparatie cu cei de tip salbatic, mai
putind fibroza cutanata conform analizei grosimii dermului, continutului de hidroxiprolina

sau numarului de miofibroblaste.
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Figura 7.3.1.1. Imagini reprezentative de hematoxilina eosina ale soarecilor DPP4

knockout si cei de tip salbatic injectati subcutanat cu bleomicina timp de 3 saptamani.

Alaturi, analiza grosimii dermului exprimata ca expresie relativa. Rezultatele sunt prezentate
ca medie = SD. * p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,000.

7.3.2 Evaluarea efectului inhibarii genetice si farmacologice a DPP4 in modelul

de fibroza pulmonara indusa de bleomicina

In urma instilarii bleomicinei intratraheal soarecii cu deficientd de DPP4 sunt partial
protejati de a dezvolta fibroza pulmonara conform evaluarilor tomografice, histologice dar

si a continutului de colagen din probe (Figura 7.3.2.1).

Imagini de tomografie computerizata (CT)
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Figura 7.3.2.1 Imagini reprezentative de CT pulmonar ale soarecilor de tip salbatic si
DPP4 knockout tratati cu ser fiziologic (NaCl 9%) sau cu bleomicina intratraheal si
cuantificarea imaginilor prin analizarea densitatii tesutului pulmonar masurat in unitati

Hounsfield (HU).

7.3.3 Evaluarea efectului inhibarii farmacologice a DPP4 Tn modelul de fibroza

cutanata indusa de bleomicina
Tratamentul cu sitagliptin si vildagliptin la soarecii cu fibroza cutanatd indusa de
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bleomicind are efecte anti-fibrotice. Astfel am observat la acesti soareci o grosime
semnificativ mai micd a dermului, un continut redus de colagen in probele cutanate cat si un

numar semnificativ redus de miofibroblaste.

7.3.4 Evaluarea efectului inhibarii farmacologice a DPP4 in modelul de boala

cronica grefa contra gazdei sclerodermic.

Inhibarea DPP4 are efecte semnificativ antifibrotice si in modelul bolii cronice grefon
versus gazdi (cGVHD). Tn urma tratamentului cu inhibitorii DPP4 timp de 3 saptamani,
grosimea dermului, dar si continutul de colagen si numarul de miofibroblaste sunt

semnificativ reduse in comparatie cu soarecii fibrotici control.

7.3.5 Evaluarea efectului inhibarii farmacologice a DPP4 in modelul de fibroza

cutanata indusa de topoizomeraza I.

Tn modelul fibrozei cutanate indusi de topoizomeraza | am obiectivat efectele

antifibrotice ale inhibarii farmacologice a DPP4.

7.3.6 Evaluarea efectului inihibarii farmacologice a DPP4 in modelul de fibroza
TSK-1

Pe langa efectele antifibrotice ale inhibarii DPP4 in modelele de fibroza cutanata
indusa prin mecanisme inflamatorii, sitagliptin are efecte antifibrotice semnificative si in

modelul de fibroza hipodermica la soarecii transgenici Tsk-1.

7.4 Evaluarea efectului inhibarii DPP4 asupra infiltratelor inflamatorii si rolul

celulelor inflamatorii DPP4 pozitive Tn aparitia fibrozei

7.4.1 Evaluarea efectului inhibarii DPP4 asupra infiltratelor inflamatorii din
modelul de fibroza cutanata indusa de bleomicina si modelul de boala cronica

grefon contra gazdei

Tn urma tratamentului cu sitagliptin si vildagliptin, ambele concentratii folosite au

redus infiltratele inflamatorii in modelul de fibroza cutanata indusa de bleomicina si cGvHD.
7.4.2 Evaluarea rolului celulelor inflamatorii DPP4 pozitive in aparitia fibrozei

Soarecii cu inactivarea genetica a DPP4 in celulele hematopoietice au prezentat o
extindere comparabila a fibrozei pulmonare cu cea observata la soarecii de tip salbatic
transplantati singenetic, pe cand soarecii cu inactivarea DPP4 in celule mezenhimale

(fibroblaste) au prezentat rezultate asemanatoare cu soarecii deficienti in DPP4 atat la nivelul

24



celulelor hematopoietice cét si in cele de origine mezenhimala (Figura 7.4.2.3). Rezultate
similare am observat si Tn modelul de fibroza cutanata indusa de bleomicina realizat pe

soarecii chimerici.
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Figura 7.4.2.3. Imagini reprezentative de CT pulmonar, coloratii Trichrome si Sirius

Red la soarecii chimerici tratati cu bleomicina intratraheal sau control.
7.5. Discutii si concluzii

Tn acest studiu am aritat ca DPP4 este exprimat in fibroblastele de la pacientii cu ScS.
Inducerea DPP4 este strans legata de calea de semnalizare non-canonica a TGF-p.
Fibroblastele DPP4-pozitive prezinta un fenotip activat. Expresia DPP4 este crescuta si in
diverse modele de animale fibrotice. Inhibarea DPP4 genetica sau farmacologica are efecte
antifibrotice Tn mai multe modele animale complementare de studiu al fibrozei. Inhibarea
DPP4 are si efecte antiinflamatorii, dar efectele antifibrotice sunt datorate preponderent

efectului lor asupra fibroblastelor.

Aceste rezultate pot avea implicatii translationale directe, deoarece inhibitorii DPP4

sunt deja Tn uz clinic Tn tratamentul diabetului zaharat de tip 2.
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1.

8.Concluzii

8.1 Concluzii generale

8.1.1 Concluzii generale Studiul I:

Prevalenta bolilor autoimune este mult mai mare la pacientii cu ScS, comparativ cu
pacientii cu PR (19,4% vs 5.7%, p <0.001). Cele mai frecvente boli autoimune n
lotul pacientilor cu sclerodermie au fost PR, LES si tiroiditele autoimune.

Frecventa deceselor la pacientii cu ScS si alte boli autoimune este mai mica decét la
pacientii cu ScS fara alte boli autoimune asociate.

Pacientii cu ScS si alte boli autoimune tind sa asocieze o patologie cutanata si
pulmonara mai blanda, iar ulceratiile digitale intervin intr-un procent mult mai mic

la pacientii cu ScS si alte boli autoimune, iar cele care apar nu sunt persistente.

8.1.2 Concluzii generale Studiul 11

In acest capitol am aratat ca expresia DPP4 este crescuta la pacientii cu ScS si n

diferite modele experimentale de fibroza:

1.

Expresia DPP4 este crescuta in probele cutanate ale pacientilor cu ScS, in special la
nivelul fibroblastelor (Cap 7.1.1)

Expresia DPP4 este crescuta in fibroblastele dermice izolate de la pacientii cu ScS
(Cap7.1.2)

Expresia DPP4 este crescuta in modelul de fibroza cutanata indusa de bleomicina si

Tn modelul bolii cronice grefa versus gazda (cGvHD) (Cap 7.1.3)

Mai departe, am aratat ca TGF-P este un factor important Tn inducerea celulelor DPP4-

pozitive. Am demonstrat pe mai multe niveluri experimentale ca semnalizarea non-canonica

TGF-B stimuleaza expresia DPP4:

1.

Stimularea fibroblastelor dermice cultivate cu TGF- recombinant conduce la
cresterea expresiei proteinei DPP4 in fibroblastele dermale normale (Cap 7.2.1).
TGF-f induce activitatea enzimatica a DPP4 n fibroblastele izolate de la pacientii
cu ScS (Cap 7.2.1).

Expresia excesiva a receptorului mutant al TGF-B creste expresia DPP4 la nivel
cutanat, confirménd astfel ca TGF- este suficient pentru a creste expresia DPP4 in

fibroblastele in vitro si in vivo (Cap 7.2.1).
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Expresia DPP4 este reglata prin calea non-canonica de semnalizare a TGF-f (Cap
7.2.1).

Inhibarea mediatorului non-canonic de semnalizare TGF-p ERK, inhiba efectele
stimulatoare ale TGF-B asupra expresiei DPP4 (Cap 7.2.1).

Fibroblastele DPP4 pozitive prezinta un nivel crescut de gene profibrotice (Cap
7.2.2).

Inhibarea genetica si farmacologica a DPP4 este asociata cu impiedicarea tranzitiei
fibroblast la miofibroblast (Cap 7.2.2).

Fibroblastele DPP4 negative prezinta o capacitate migratorie inferioara fibroblastelor
DPP4 pozitive (Cap 7.2.2).

Inhibarea DPP4 conduce la reducerea pERK, un mediator al caii non-canonice a
TGF- (7.2.3).

Inhibarea DPP4 n diverse modele experimentale de studiu al fibrozei are efecte

antifibrotice:

1.

Inhibarea genetica a DPP4 din soarecii DPP4 knockout previne fibroza cutanata si
pulmonara induse de bleomicina (Cap 7.3.1 si Cap 7.3.2).

Inhibarea farmacologica a DPP4 prin sitagliptin si vildagliptin reduc grosimea
dermului in modelele inflamatorii de studiu al fibrozei: modelul de fibroza cutanata
indusa de bleomicind, cGvHD si modelul de fibroza cutanata indusa de
topoizomeraza | (Cap 7.3.3, Cap 7.3.4 si Cap 7.3.5).

Inhibarea farmacologica a DPP4 are efecte antfibrotice si intr-un model fibrotic
experimental: modelul TSK-1 (Cap 7.3.6).

Mai departe, am demonstrat ca DPP4, chiar daca are efecte antiinflamatorii,

efectele antifibrotice datorate inhibarii DPP4 sunt exercitate preponderent prin actiunea

directa la nivelul fibroblastelor.

1.

Tratamentul cu inhibitorii DPP4 reduc infiltratele inflamatorii din pielea soarecilor
fibrotici (modelul de fibroza cutanata indusa de bleomicina si cGVHD) (Cap 7.4.1)
Efectele pro-fibrotice ale DPP4 necesita predominant expresia DPP4 in celulele

rezidente de tesut, cum ar fi fibroblastele (Cap 7.4.2)

27



8.2 Contributii personale:

Privita Tn ansamblu, aceasta lucrare prezinta doua capitole de cercetare originale bine
delimitate intre ele, care aduc informatii noi si de actualitate in domeniul Sclerodermiei

sistemice.

Inrealizarea celor doui proiecte originale de cercetare cuprinse in teza de doctorat, sub
indrumarea Sef Lucrari Carmen Marina Mihai si Prof. Dr. Univ. Victor Stoica (Studiul 1),
Prof. dr. Jorg Distler si Prof. dr. Georg Schett (studiul 2), am fost responsabila de planificarea
studiului, colectarea de date si analiza acestora, de planificarea, efectuarea si interpretarea
experimentelor de laborator, pregatirea textelor pentru publicatie cét si procesul de peer-

review al acestora.

Datele din cele doua proiecte prezentate au fost facute publice la congrese nationale
(Congresul Societatii Roméane de Reumatologie, Congresul Societatii Germane de
Reumatologie) si internationale (Congresul EULAR, Congresul Societatii Americane de
Reumatologie, Congresul Mondial de Sclerodermie Sistemica, Simpozionul Keystone din

Statele Unite ale Americii).

Primul studiu aduce informatii noi despre prevalenta bolilor autoimune la pacientii cu
Sclerodermie sistemica din centrul Eustar 100 din cadrul Spitalului Clinic ,,Dr. I.
Cantacuzino” din Bucuresti. Pana la momentul publicarii acestui studiu ih Revista Roméana
de Reumatologie Vol XXIV, Nr 2, 2015 (Revista acreditata CNCSIB B+), acesta a fost
primul studiu din tara care a cercetat sindroamele overlap la pacientii cu ScS. Tn acest studiu
am aratat ca prevalenta bolilor autoimune la pacientii cu ScS este mai mare decét la pacientii
cu poliartrita reumatoida. Alaturi de alte studii din domeniu, am aratat ca prognosticul
acestor pacienti este mai favorabil In comparatie cu pacientii cu ScS cu afectare cutanata
difuza. Acest studiu a fost realizat cu ajutorul unei burse cofinantate din Fondul Social
European prin Programul Operational Sectorial Dezvoltarea Resurselor Umane 2007-2013
Contract POSDRU/159/1.5/S/138907 ,,Excelenta 1n cercetarea stiintifica, interdisciplinara,
doctorald si postdoctorala, in domeniile Economic, Social si Medical — EXCELIS*
implementat de Academia de Studii Economice din Bucuresti in parteneriat cu Universitatea

din Bucuresti si Universitatea de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila” Bucuresti.

Al doilea studiu cuprinde o ampla cercetare de laborator desfasurata in cadrul
laboratorului de cercetare ,,Biologia aplicata a matricei celulare si cercetarea translationala

a fibrozei” condus de Prof. Dr. J. Distler (Heisenberg Group for applied Matrixbiology and
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translational fibrosis research) din cadrul Universitatii Friedrich-Alexander din Erlangen-
Nirnberg, Spitalul Universitar Erlangen. Pe perioada studiilor doctorale am beneficiat de o
bursa EULAR (European League Against Rheumatism) care mi-a permis deplasarea in
Centrul de Excelenta in Reumatologie din cadrul Universitatii Friedrich-Alexander din
Erlangen-Nirnberg - Spitalul Universitar Erlangen. Pe perioada acestei burse am desfasurat
primele experimente de laborator care au pus baza proiectului de fata. Pe langa bursa
EULAR, am beneficiat in continuarea acesteia, de bursa ARTICULUM pentru tineri
cercetatori care mi-a permis continuarea studiului Tn cadrul Spitalului Universitar din

Erlangen.

Rezultatele preliminarii obtinute Tn cel de-al doilea studiul au constituit baza unui grant
de cercetare ce mi-a permis finalizarea experimentelor. Prin céstigarea acestui grant din
partea ELAN (Finantarea proiectelor conduse de tineri cercetatori) am primit fonduri pentru
desfasurarea experimentelor si pentru angajarea unui tehnician de laborator pe o perioada de

un an (valoare aproximativa 50.000 Eur).

Tntruct pentru realizarea acestui studiu au fost necesare diverse modele de animale
fibrotice am realizat un review despre modele experimentale de studiu al fibrozei intélnite
Tn ScS. Acesta a fost publicat in Journal of Scleroderma and Related Disorders, Vol 1, Issue
3, Sept-Dec 2016. Pe langa acest review am contribuit si la scrierea unui alt review despre
noi perspective asupra patogenezei bolilor fibrotice, in special ScS, cu un accent asupra bazei
moleculare a studiilor clinice in curs de desfasurare in ScS. Acesta a fost publicat in Arthritis
and Rheumatology Feb 2017 (Factor de impact 7.750).

Al doilea studiu prezentat aduce un plus de cunoastere in domeniul patogenezei
sclerodermiei sistemice. Aici am demonstrat pentru prima data ca expresia DPP4 este
crescuta la pacientii cu ScS, iar expresia DPP4 este reglementata in principal de calea de
semnalizare a TGF-B, mediatorul principal al bolilor fibrotice. Experimentele in vivo,
desfasurate pe soarecii de laborator ofera un punct de pornire in studierea unei posibile noi
strategii terapeutice in sclerodermia sistemica. Studiul de fata are implicatii translationale
majore ntrucat inhibitorii DPP4 sunt deja folositi in tratamentul diabetului zaharat de tip 2.
Rezultatele acestui studiu au fost publicate Tn binecunoscutul Jurnal american Arthritis &
Rheumatology Tn anul 2020 (Factor de impact 7.750) (6).

Rezultatele obtinute in lucrarea de fata reprezinta puncte de reper in cercetarea din

sclerodermia sistemica atét din punct de vedere clinic cat si din punct de vedere al intelegerii
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patogenezei bolii. Prin aceasta contributie deschidem calea unor posibile noi studii

terapeutice Tn bolile fibrotice.

Pe langa cele doua studii prezentate in lucrarea de fata, am participat activ pe durata
studiilor doctorale si Tn realizarea altor proiecte, care au fost publicate cu succes in jurnale
de top din domeniul medical (Nature, Nature Medicine, Annals of rheumatic diseases, The
Journal of Immunology, Clinical Rheumatology) avénd ca focus atat patogeneza

fibrozei/sclerodermia sistemica cét si artritele (vezi lista publicatii).
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