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|. PARTEA GENERALA

1. SINDROMUL NEFROTIC IDIOPATIC — Notiuni generale

Sindromul nefrotic (SN) — conform ghidului KDIGO elaborat in anul 2012 - implica
prezenta proteinuriei de rang nefrotic (raport proteine/creatinind urinara > 2000 mg/g sau
prezenta a > 3+ proteine pe dipstick urinar) si a hipoalbuminemiei < 2,5 g/dl, modificari
paraclinice la care se adauga prezenta edemelor. [1] Cu toate ca exista o multitudine de afectiuni
glomerulare — cu debut in copildrie - care pot prezenta din punct de vedere clinic si paraclinic
aceste modificari, sindromul nefrotic idiopatic (SNI) reprezinta cauza cea mai frecventa. [2]Mai

mult decat atat, in populatia pediatricd, aceastd entitate reprezintd cea mai frecvent intalnita

glomerulopatie dobandita. [3]

Cu toate cd au fost facute progrese importante in ceea ce priveste intelegerea functiei
podocitelor — alterarea acesteia fiind cea care determina proteinuria masiva — etiologia exacta a
SNI reprezintd in prezent o enigma. Existd insa date in literaturd care sugereaza implicarea
mecanismelor imunologice, atat debutul, cat si recaderile apdrute in evolutia bolii fiind cel mai

frecvent in corelatie cu infectiile virale ale cailor respiratorii superioare. [4]

Clasificarea SNI poate fi facuta in functie de mai multi parametri — raspunsul la
tratamentul corticosteroid, numarul recaderilor, aspectul histopatologic observat dupa efectuarea
biopsiei renale, etc. In ceea ce priveste raspunsul la tratamentul corticosteroid, pacientii pot fi
clasificati in doud mari categorii — corticosensibili (prezintd remisiune completd in primele 4
saptdimani de la initierea tratamentului corticosteroid) si corticorezistenti (persistenta

proteinuriilor de rang nefrotic dupa 6-8 saptamani de la instituirea tratamentului). Remisiunea



completd este definitd conform ghidului KDIGO din 2012 prin absenta proteinuriei (raport
proteine/creatinind urinard < 200 mg/g sau prezenta a < 1+ proteine pe dipstick urinar) timp de 3
zile consecutiv[1]. Important de mentionat, o parte din pacientii corticosensibili pot prezenta
ulterior una sau mai multe recaderi, 50% dintre ei avand recaderi frecvente sau dezvoltand in

timp corticodependenta. [5,6]

2. INTERLEUKINA-13 — Prezentare generala

Interleukina 13 (IL-13) este o citokina a carei gena este localizata la nivelul cromozomului
5p23-q31, aceasta din urma fiind compusa din 6 exoni ce codifica aceasta proteind formata din
132 de aminoacizi. [7] Tn prezent sunt de actualitate cateva polimorfisme de la nivelul genei IL-
13, cum ar fi rs1800925 — localizat in regiunea promotor, rs2066960 — localizat la nivelul
intronului 1, rs1295686- localizat la nivelul intronului 3, rs20541 (Arg144Gln) si rs1295685 —

ambele localizate la nivelul exonului 4.

In ultimii ani, in cazul pacientilor diagnosticati cu SNI au fost studiate polimorfismele
genice ale mai multor molecule care si-au dovedit implicarea in afectarea functiei glomerulare.
Astfel s-a dorit a se observa daca aceasta variabilitate genetica poate modifica susceptibilitatea
de a dezvolta aceasti patologie sau daci poate modifica fenotipul acesteia. [8] Intre acestea a fost
inclusa si IL-13, fiind bine cunoscut rolul sau in alterarea functiei podocitare si existand in

literatura date care au evidentiat supraexprimarea ei in cazul pacientilor cu SNI activ. [9,10]

Anumite polimorfisme genice ale IL-13, cu ar fi rs20541, si-au dovedit utilitatea Tn a
prezice riscul pacientilor pediatrici (apartindnd anumitor grupuri etnice) de a dezvolta SN —

varianta anatomopatologica MCD. [9]

3. FACTORULUI DE NECROZA TUMORALA ALPHA (TNF-ALPHA)

— Prezentare generala

Gena TNF-alpha este localizatd in complexul major de histocompatibilitate, la nivelul
bratului scurt al cromozomului 6, iar variatiile genetice care implica locusul TNF-alpha sunt
implicate direct in productia acestei citokine. [11] Mai multe SNP-uri au fost identificate la

nivelul zonei promotor (zond deosebit de importantd pentru sinteza proteinei), acestea fiind



situate raportat la situsul initierii transcriptiei, in urmatoarele pozitii: —1031 (T—C), —863
(C—A), —857 (C—A), =851 (C—T), 419 (G—C), =376 (G—A), —308 (G—A), —238 (G—A),
-162 (G—A), si 49 (G—A), o parte dintre aceste fiind insd rar intdlnite In populatia
caucaziana.

Dintre toate, de departe cel mai studiat SNP este cel de la pozitia -308, mutatia la nivelul
unei singure baze azotate la aceastd pozitie (inlocuirea guaninei cu adenozina) ducand la aparitia
a doua alele — cea comuna (cu guanind) si cea mutanta (cu adenozind). Prezenta acestei din urma
pare a fi asociatd cu sinteza crescutd de citokina — atat in mod spontan, cat si ca urmare a unor
stimuli - atat in vitro, cat si in vivo. [12]

Exista in prezent in literatura date contradictorii cu privire la implicarea alelei minore -
308A a TNF-alpha in susceptibilitatea de a dezvolta SNI. Mai mult decat atat, nici influenta
acesteia asupra raspunsului la tratament in cazul pacientilor diagnosticati cu aceasta patologie nu

a fost complet elucidata, in urma studiilor obtinandu-se rezultate neuniforme.

4. INTERLEUKINA-4 — Prezentare generala

Cu toate ca date din literaturd sugereazd ca SNI reprezintd o afectiune imuna asociatd cu
existenta unui dezechilibru intre citokinele secretate de limfocitele T helper 1 si cele secretate de

limfocitele T helper 2 [13], pana in prezent patogenia acestuia nu a fost complet elucidata.

Rezultatele unor studii sustin cd pacientii care prezinta din punct de vedere anatomopatologic
glomerulonefrita cu leziuni minime (MCNS), prezinta foarte frecvent un raspuns inadecvat al
de limfocitele T helper 1. [14] Suplimentar, rolul citokinelor secretate de limfocitele T helper 2

(IL-4, IL-13, etc. ) in patogenia acestei afectiuni a fost sustinutd de anumiti investigatori. [15,16—

18]

Interleukina 4 (IL-4) reprezinta o glicoproteina pleiotropa, identificata pentru prima data in

anul 1982, ADN-ul sau complementar fiind clonat ulterior cu succes in anul 1986. [19,20]

Gena ce codificd IL-4 este o gend polimorfa, avand mai multe tipuri de polimorfisme:

polimorfisme mononucleotidice, insertii, deletii si alte tipuri de aranjamente (de exemplu



repetitii, transpozitii etc.). Printre cele mai studiate polimorfisme mononucleotidice ale IL-4 se

regasesc -34C/T (rs2070874), -590G/T (rs2243250) si -1098T/G (rs2243248).

Referitor la polimorfismul -590C/T - rezultatele obtinute sugereaza ca acesta ar fi implicat
atat in prognosticul SNI, cit si In evolutia din punct de vedere clinic a acestei patologii
nefrologice. [21] De asemenea, tot in cazul acestui polimorfism, s-au observat diferente in ceea
ce priveste atat frecventa genotipicd, cat si in ceea ce priveste frecventa alelica, intre pacientii

diagnosticati cu SNI — MCD si lotul control. [22]

II. CONTRIBUTII PERSONALE

5. ROLUL POLIMORFISMELOR MONONUCLEOTIDICE ALE GENEI
IL-13 IN POPULATIA PEDIATRICA DIN ROMANIA CU SINDROM
NEFROTIC IDIOPATIC

5.1 Introducere

Interleukina 13 (IL-13) este o citokina secretata de limfocitele de tip T helper 2 (Th 2)
activate, fiind un important reglator al raspunsului imun. [23] Gena care codifica IL-13 face parte
din clusterul genic al citokinelor de tip Th2 de pe cromozomul 5923-31 impreuna cu genele I1L-4
si IL-5 (Figura 5.1) si cuprinde 6 exoni ce codifica pentru doua izoforme ale acestei citokine,

conform datelor publicate in baza de date NCBI.[24]

5.2 Legitura dintre sindromul nefrotic idiopatic si atopie

Dupad cum am mentionat, mecanismele implicate in patogenia SNI sunt incd incomplet
elucidate. Insa in ceea ce priveste glomerulonefrita cu leziuni minime (MCD) - cea mai frecventi
forma anatomopatologicd a acestei patologii renale - datele din literaturd sugereaza implicarea
importantd a sistemului imun.[25] Mai mult decat atat, numeroase studii au raportat existenta
unei legdturi intre aceastd varianta histologica, nivelul seric crescut al IgE si predispozitia cétre

atopie.[26]

Printre primii care au observat asocierea dintre patologia alergica si SN au fost Fanconi et
al., in anul 1951. Studiul realizat de acestia a evidentiat ca 43% dintre pacientii cu SN prezentau

semnele unei "diateze alergice".[27] De atunci si pana in prezent au fost publicate date ce au



subliniat implicarea unor multipli alergeni, cum ar fi polenul, mucegaiul sau intepaturi de

insecte, in aparitia recaderilor la aceasta grupa de pacienti.[28,29,30]

5.3 Polimorfismele genice ale 1L-13 in populatia pediatrici cu sindromul nefrotic idiopatic
In ultimii ani a fost studiati intens posibila legatura dintre polimorfismele anumitor gene
ce codificd molecule implicate in functia glomerulard si aparitia SNI. Mai exact, existd in
literatura date cu privire la gena glypican-5 (GPC5) care codifica un proteoglican situat pe
suprafata podocitelor, variantele moleculare ale acesteia fiind asociate atat cu injuria podocitara
cat si cu proteinuria.[31] Alte molecule de interes au fost factorul inhibitor al migrarii
macrofagelor (MIF), ce pare a fi implicat in reglarea efectului imunosupresor al corticosteroizilor
[32], sintetaza oxidului nitric neural (NNOS) care joaca un rol important in hiperpermeabilitatea
glomerulara [33] si IL-13, aceasta din urma modificind functia podocitelor si fiind

supraexprimata la pacientii cu SNI aflati in puseu de activitate a bolii.[9]

In ceea ce priveste citokina IL-13, datele din literatura cu privire la implicarea
polimorfismelor acesteia 1n riscul de dezvoltare al SNI si in raspunsul la tratament sunt destul de
putine si neconcludente. Mai exact, studii efectuate atat in randul populatiei caucaziene, cat si in
randul celei asiatice, care au analizat polimorfisme genice variate (ex. Argl44Gin (rs20541)),
*526C/A(rs848), polimorfisme din regiunea 3'UTR), au obtiunt rezultate contradictorii.[10,34]

Prin urmare, scopul acestui studiu a fost si investigheze — in lotul pacientilor
pediatrici romani diagnosticati cu sindrom nefrotic idiopatic (SNI) - daca polimorfismele
mononucleotidice ale genei IL-13 influenteaza riscul de aparitie al acestei patologii. De
asemenea, a fost analizata relatia acestor doua polimorfisme atit cu raspunsul la
tratamentul corticosteroid (in loturile pacientilor cu SNI cortico-sensibil si cortico-

rezistent), cit si cu existenta unui teren atopic.

Acest studiu reprezintd prima cercetare din Rominia ce a urmairit implicatiile
acestor polimorfisme mononucleotidice in sindromul nefrotic idiopatic pediatric — cea mai

frecventa glomerulopatie diagnosticata la copilul de varsta mica.



5.4 Materiale si metode

Stabilirea bazei de date si selectia pacientilor

Pentru acest proiect de cercetare au fost inclusi in baza de date 75 de pacienti pediatrici
internati si diagnosticati cu sindrom nefrotic idiopatic (SNI) in cadrul sectiei de Nefrologie a
Spitalul Clinic de Urgenta pentru Copii "Maria Sklodowska Curie" din Bucuresti, in perioada
2015 -2018.

Cei 75 de pacienti cu SNI (55 de sex masculin, 20 de sex feminin), avand o varsta medie
de 4 ani si 9 luni, au fost diagnosticati pe baza criteriilor din ghidul propus de Kidney Disease
Improving Global Outcomes.[1] Acesti pacienti au fost ulterior subdivizati in doua categorii:
corticosensibili — cei care au obtinut remisiune completd in primele 4 saptamani de la inceperea
corticoterapiei (N= 62, 46 M/16 F, avand o varstd medie de 5 ani si 1 lund) si corticorezistenti —
cei care nu au obtinut remisiunea dupa 8 saptamani de tratament corticoterapic (N=13, 9 M/4 F,
avand o varsta medie de 4 ani si 6 luni).

Pentru realizarea lotului martor s-a utilizat un numar total de 110 probe. Saizeci si sase
dintre acestea apartin Colectiei de ADN a Disciplinei de Fiziopatologie si Imunologie I din
cadrul Facultitii de Medicina, UMF "Carol Davila," Bucuresti - initiatd in anul 2006 si
constituitd din ADN genomic total extras din probe sanguine prelevate de la subiecti sanatosi
(fard antecedente personale patologice de proteinurie, edeme sau alta afectiune cronica renald).
Acestia sunt potentiali donatori de organe aflati in baza de date a Institutului National de
Transfuzii Sanguine “Prof Dr. C.T. Nicolau”, Bucuresti. Suplimentar, in lotul martor, a fost
inclus un numar de 44 pacienti pediatrici admisi in sectia de Nefrologie a spitalului mai sus
mentionat, acestia prezentand patologii acute si fiind — de asemenea - fara antecedente personale
patologice semnificative. Fiecare subiect din lotul martor a semnat un formular de consimtamant
informat privind studiile de investigatie genetica.

Cel de-al treilea lot implicat in aceasta cercetare a fost cel in care au fost inclusi 84 de
pacienti pediatrici diagnosticati cu diverse alergii alimentare (F/M 29/55). Acesti pacienti au fost
inclusi in lot pe baza testelor efectuate in Ambulatoriul de Specialitate (Imunologie) al Spitalului
Clinic de Urgenta pentru Copii "Maria Sklodowska Curie" din Bucuresi, teste care au confirmat

existenta afectiunilor alergice.



5.5 Rezultate si concluzii

Rezultatele obtinute in urma studiului nostru sustin existenta unei asocieri intre prezenta
alelei minore si protectia fata de sindromul nefrotic idiopatic, pentru polimorfismul rs1800925
(p=0,03, OR 0,53). Pentru polimorfismul rs20541 frecventele alelei minore si ale genotipurilor
au fost similare in grupul de pacienti si martori, fara evidentierea unei asocieri cu SNI (p>0,05).
Haplotipul rs20541/rs1800925 CT a fost semnificativ mai frecvent la martori fata de pacientii
SNI (p=0,02).

In ceea ce priveste raspunsul la tratamentul corticosteroid, in studiul de fata s-a observat
ca pentru polimorfismul rs1800925, atat frecventele alelei minore, cat si cele ale purtatorilor
alelei minore (genotipurile CT si TT) sunt semnificativ mai reduse in subgrupul pacientilor
cortico-rezistenti (p=0,02, OR 0,14, respectiv p=0,03, OR 0,14). Daca rezultatele se confirma la
nivelul unor loturi mai extinse, acest SNP poate fi un marker al rezistentei la medicatia

imunosupresoare cortizonica.

Suplimentar, prezentul studiu nu a putut evidentia nici o corelatie intre polimorfismele

genei IL-13 si riscul de a dezvolta alergii alimentare.

6. ROLUL POLIMORFISMELOR MONONUCLEOTIDICE ALE GENEI
TNF-alpha iN POPULATIA PEDIATRICA DIN ROMANIA CU SINDROM
NEFROTIC IDIOPATIC

6.1 Introducere

TNF-alpha este o citokind multifunctionala de tip proinflamator, secretata de macrofage si
de limfocitele T.[35] Functiile biologice ale TNF-alfa sunt variate, iar mecanismul de actiune al
acestuia este complex. Aceasta proteind poate avea atat rol antiinfectios — confera rezistentd in
fata unor patogeni [36], cat si rol in aparitia unor afectiuni autoimune cum ar fi artrita reumatoida
[37], posibil datorita activarii unor cdi de semnalizare diferite; suplimentar, TNF-alfa are efect

anti-cancerigen, in special in combinatie cu Interferonul.[36,38]

Gena TNF-alpha este situata la nivelul bratului scurt al cromozomului 6, fiind precedata
de gena TNF-beta[39] si in legdtura stransa cu genele complexului major de histocompatibilitate.
Este alcatuita din 4 exoni si 3 introni si are o greutate de aproximativ 3kb . Au fost identificate o
serie de polimorfisme la nivelul promotorului TNF-alpha: -1031 (T/C), -863(C/A), -857(C/T), -



419(G/C), -308(G/A), -238(G/A) si 162(G/A). Polimorfismul de la nivelul pozitici -308(G/A),

respectiv rs1800629, a fost asociat cu o crestere a transcriptiei TNF [328,329], acesta impreuna

cu -857(C/T) fiind aparent implicate in susceptibilitatea de a dezvolta patologii imune.[40]

In ceea ce priveste rolul polimorfismelor TNF-alpha in susceptibilitatea de a dezvolta
SNI, respectiv in raspunsul la tratamentul imunosupresor, datele din literatura sunt contradictorii.
Este nevoie de studii suplimentare care sd includa loturi mai mari de pacienti, pentru a putea

confirma sau infirma aceasta ipoteza.

Obiectivul studiului nostru este obtinerea unor date preliminare in ceea ce priveste
o posibila asociere intre doui polimorfisme ale genei TNF-alpha (rs1799724 (-857C/T) si
rs1800629 (-308G/A)) si aparitia sindromului nefrotic, in populatia pediatrici din
Rominia. De asemenea, am investigat eventuala relatie intre aceste polimorfisme si

raspunsul la tratamentul corticosteroid.

Acest studiu reprezinta prima cercetare din Roménia care a urmarit implicatiile

acestor polimorfisme mononucleotidice in SNI.

6.2. Materiale si metode

Stabilirea bazei de date si selectia pacientilor

Au fost incluse in studiu 229 de persoane caucaziene neinrudite, provenite din populatia
Romaniei. Cei 70 de pacienti cu sindrom nefrotic (50 de sex masculin, 20 de sex feminin), avand
o varsta medie de 9 ani, au fost recrutati din Departamentul de Nefrologie Pediatrica al Spitalului
de Urgenta pentru Copii "M. S. Curie", Bucuresti. Toti pacientii cu aceastd patologie au fost
diagnosticati pe baza criteriilor din ghidul propus de Kidney Disease Improving Global
Outcomes.[1] Acesti pacienti au fost ulterior subdivizati in functie de raspunsul la tratament, in
doud categorii: corticosensibili — cei care au obtinut remisiune completd in primele 4 saptdmani
de la inceperea corticoterapiei (N=59, 42M/7F, avand o varsta medie de 8 ani) si corticorezistenti
— cei care nu au obtinut remisiunea dupa 8 saptamani de tratament corticoterapic (N=11, 8M/3F,

avand o varstd medie de 9 ani si 11 luni).

In lotul control au fost inclusi 159 de subiecti (103 de sex masculin, 56 de sex feminin,
avand o varsta medie de 39 ani) fard semne si/sau simptome sugestive pentru o afectiune renala

cronica si fara istoric personal de proteinurie sau edeme. Acestia sunt inclusi in Colectia de ADN



a Disciplinei de Fiziopatologie si Imunologie I din cadrul Facultatii de Medicind UMF ”Carol
Davila” - Bucuresti, existentd din anul 2006. Toti martorii sunt potentiali donatori de organe,
inregistrati in baza de date a Institutului National de Hematologie Transfuzionald ”Prof. Dr. C. T.

Nicolau”, Bucuresti.

6.3 Rezultate si concluzii

Tn acest studiu am investigat posibila asociere dintre doua polimorfisme ale genei TNF-
alfa si SNI, in populatia pediatrica din Romania. In ceea ce priveste polimorfismul rs1799724, cu
toate ca frecventa alelei minore T a fost mai crescutd n cazul subiectilor control, aceastd

diferenta nu a fost semnificativa din punct de vedere statistic (p=0,46, OR=0,818).

De asemenea, comparand pacientii cu SNI in functie de raspunsul la tratament
(corticosensibil versus corticorezistent), nu s-a observat nici o diferenta din punct de vedere
statistic, nici in ceea ce priveste frecventa alelica, nici in ceea ce priveste frecventa genotipica.
Suplimentar, nu au existat diferente notabile Intre nici unul dintre cele doud grupuri de pacienti si

lotul control

7. ROLUL POLIMORFISMELOR MONONUCLEOTIDICE ALE GENEI
IL-4 iN POPULATIA PEDIATRICA DIN ROMANIA CU SINDROM NE-
FROTIC IDIOPATIC

7.1 Introducere

Interleukina 4 (IL-4) reprezinta o citokina cu functie puternic imunoreglatoare, ce este
secretatd atat de catre mastocite, cat si de eozinofile, bazofile si celule T helper 2 (Th2).[41]
Aceasta interleukina a fost identificata de catre Howard si Paul in anul 1982 [42], dovedindu-se a
fi un "jucator" important in procese precum imunitatea mediata celular prin intermediul celulelor
Th2 [43] sau transformarea subsetului de imunoglobuline E in imunoglobuline B.[44] Faptul ca
IL-4 este implicatd in raspunsul imun este deosebit de important din punct de vedere practic,
aceasta citokind Tmpreund cu cdile sale de semnalizare fiind In prezent "tinta" unor molecule

menite sa trateze afectiunile alergice.[45]



7.2 Polimorfismele genice ale IL-4 in populatia pediatrici cu sindromul nefrotic idiopatic
Pana in prezent, conform datelor din literaturd, limfocitele Th17 si Th2 sunt implicate in
patologia SN, anumite citokine sintetizate de limfocitele Th2 (IL-4, IL-5, IL-9 si IL-10)

promovand aparitia acestei afectiuni.[46,47]

Sunt descrise o serie de polimorfisme ale genei IL-4, unele dintre cele mai studiate fiind:
rs2243248 (-1098 G/T, varianta upstream), rs2243250 (-590C/T, regiunea promotor), rs2070874
(-34C/T; regiunea 5’-netranslatata), rs2227284 (G/T, localizat Tn intron), rs2243268 (A/C,
localizat in intron) si rs2234665 (numere variabile de repetari in tandem - variable number of
tandem repeats, VNTR).[48]

Din punct de vedere molecular, exista date care sugereazd o asociere intre
polimorfismele genice ale IL-4 si MCNS in populatii asiatice, dar nu si in populatii
europene.[9,22,34]

Sunt publicate de asemenea date cu privire la posibila conexiune dintre polimorfismele
anumitor citokine ce apartin subtipului Th2 (IL-4, IL-6) si raspunsul la tratamentul

corticosteroid, in populatia pediatrica.[21,49,50]

Obiectivul studiului nostru a fost obtinerea unor date in ceea ce priveste posibila
asociere intre doui polimorfisme ale genei 1L-4 (rs2243250/-590C/T si rs2070874/-34C/T) si
susceptibilitatea de a dezvolta SNI, in populatia pediatricd din Romania. De asemenea, am
investigat eventuala implicare a acestor polimorfisme in raspunsul la tratamentul

corticosteroid.

Acest studiu reprezinta prima cercetare din Romiania care a urmairit implicatiile

acestor polimorfisme mononucleotidice in SNI.

7.3. Materiale si metode

Stabilirea bazei de date si selectia pacientilor

Au fost incluse in studiu 235 de persoane caucaziene neinrudite, provenite din populatia
Romaniei. Cei 75 de pacienti cu sindrom nefrotic (55 de sex masculin, 20 de sex feminin), avand
0 varsta medie de 4 ani si 9 luni, au fost recrutati din Departamentul de Nefrologie Pediatrica al
Spitalului de Urgenta pentru Copii "M. S. Curie", Bucuresti. Toti pacientii cu aceasta patologie

au fost diagnosticati pe baza criteriilor din ghidul propus de Kidney Disease Improving Global



Outcomes.[1] Acesti pacienti au fost ulterior subdivizati in doud categorii: corticosensibili — cei
care au obtinut remisiune completa n primele 4 sdptamani de la inceperea corticoterapiei (N=
62, 46 M/16 F, avand o varsta medie de 5 ani si 1 luna) si corticorezistenti — Cei care nu au
obtinut remisiunea dupa 8 saptamani de tratament corticoterapic (N=13, 9 M/4 F, avand o varsta

medie de 4 ani si 6 luni).

Tn lotul control au fost incluse 160 de persoane (104 de sex masculin, 56 de sex feminin),
fara antecedente de proteinurie sau edeme, incluse in Colectia de ADN a Disciplinei de
Fiziopatologie si Imunologie I din cadrul Facultatii de Medicina, UMF “Carol Davila”,
Bucuresti. Acestia sunt potentiali donatori de organe aflati in baza de date a Institutului National
de Hematologie Transfuzionald ”Prof. Dr. C. T. Nicolau”, Bucuresti. Studiul a fost aprobat de
catre Comisia de Eticd a Spitalului "M. S. Curie" Bucuresti, fiind obtinut acordul scris al

pacientilor in vederea efectudrii screeningului genetic (16266/10.06.2015).

7.4 Rezultate si concluzii
Tn acest studiu retrospectiv am investigat posibila asociere intre doud polimorfisme ale

genei IL-4 si SNI, in populatia pediatrica din Romania.

Au fost inclusi 75 de pacienti pediatrici diagnosticati cu SNI si 160 de martori sanatosi,
lotul de martori sanatosi cat si cel al pacientilor fiind in echilibru Hardy-Weinberg pentru toate

polimorfisme mononucleotidice studiate. Rata de genotipare a fost de 100%.

Rezultatele obtinute in lotul control au fost comparate cu cele disponibile pentru
descendentii europeni in NCBI Database of Short Genetic Variations (dbSNP). Frecventele
alelice si cele genotipice - in lotul martorilor sdnatosi - pentru cele doua polimorfisme investigate

au fost similare cu cele raportate de HapMap-CEU pentru populatia europeana.

Tn ceea ce priveste polimorfismul rs2243250, frecventa alelei minore T a fost de 12,84%
in lotul pacientilor cu SNI si 17,5% in lotul martor. Astfel, cu toate ca frecventa alelei minore T a
fost mai crescuta in cazul martorilor, aceasta diferentd nu a fost semnificativa din punct de
vedere statistic (p=0,18, OR=0,684). Nici in ceea ce priveste cel de-al doilea SNP (rs2070874)
nu au existat — intre cele doud grupuri - diferente semnificative din punct de vedere statistic intre

frecventele alelice si cele genotipice



De asemenea, comparand lotul pacientilor cu SNI cortico-sensibil cu cel al pacientilor cu
SNI cortico-rezistent, nu s-a observat nici o diferenta din punct de vedere statistic intre cele doua
— nici In ceea ce priveste frecventa alelica, nici In ceea cea priveste frecventa genotipica.
Suplimentar, nu au existat diferente notabile Intre nici unul dintre cele doua grupuri de pacienti si

lotul control.

Nivelul de dezechilibru de linkage n populatia analizati a fost estimat pe baza valorii r?,
rezultand un nivel mediu (r?=0,72). Doui variante haplotipice au avut frecvente peste 5% in lotul
martor, respectiv rs2243250/rs2070874 CC - 81% si TT - 16%. Nu s-au gasit asocieri cu riscul
de aparitie al SNI.

I11. CONCLUZII GENERALE SI CONTRIBUTIA PERSONALA

Ca urmare a realizarii celor trei studii de tip caz-control, in care am avut ca scop
stabilirea existentei unor posibile corelatii intre polimorfismele nucleotidice ale unor citokine de

tip T helper 2 si SNI - in populatia pediatrica, putem concluziona urmatoarele aspecte:

ROLUL POLIMORFISMELOR MONONUCLEOTIDICE ALE GENEI IL-13 TN
POPULATIA PEDIATRICA DIN ROMANIA CU SINDROM NEFROTIC IDIOPATIC

1. Acesta este primul studiu care investigheazd polimorfisme mononucleotidice
apartinand genei IL-13 intr-un lot de pacienti pediatrici diagnosticati cu SNI din

Romania.

2. In cazul polimorfismului rs1800925 al genei IL-13, s-a observat o frecventi
semnificativ crescutd a alelei minore T in lotul martor, fata de lotul pacientilor cu
SNI. Se poate considera astfel cd prezenta alelei minore reprezinta un factor de

protectie in ceea ce priveste dezvoltarea SNI, in populatia pediatricd din Romania.

3. 1n ceea ce priveste polimorfismul rs20541, frecventa alelei minore T a fost similari in
lotul martor si 1n lotul de pacienti cu SNI, analiza statistica confirmand absenta unei

asocieri.



4. Rezultatele analizei haplotipurilor reconstruite au evidentiat ca haplotipul
rs20541/rs1800925 CT poate fi considerat un factor protectiv, fiind semnificativ mai
frecvent in lotul martor fatd de pacientii SNI. Haplotipul CC a fost mai frecvent
intalnit in lotul pacientilor, aceasta diferenta nefiind insa semnificativa din punct de

vedere statistic.

5. In ceea ce priveste grupul de pacienti cortico-rezistenti, se observd pentru
polimorfismul rs1800925 o frecventda mult scazutd — semnificativd din punct de
vedere statistic - a alelei minore, cat si a purtdtorilor acesteia. Prin urmare alela
majora poate fi un factor care favorizeaza lipsa rdspunsului la tratamentul

corticosteroid.

6. Analizdnd corelatia dintre cele doua polimorfisme si raspunsul la tratamentul
corticosteroid, nu s-au observat diferente semnificative statistic intre lotul martor si

pacientii SNI cortico-sensibili, pentru niciunul din cele doua SNP-uri studiate,

7. In ceea ce priveste corelarea polimorfismelor investigate cu riscul de alergii

alimentare, nu s-au obtinut corelatii semnificative din punct de vedere statistic.

ROLUL POLIMORFISMELOR MONONUCLEOTIDICE ALE GENEI TNF-alpha IN
POPULATIA PEDIATRICA DIN ROMANIA CU SINDROM NEFROTIC IDIOPATIC

1. Din cunostintele noastre acesta este primul studiu care a analizat posibila implicare a
polimorfismelor genei TNF-alpha in aparitia si/sau raspunsul la tratament, in cadrul
unei populatii caucaziene cu SNI si - Tn particular - in populatia pediatrica cu SNI din

Romania.

2. In ceea ce priveste polimorfismul rs1799724, desi frecventa alelei minore T a fost
mai crescutd in cazul subiectilor control, aceastd diferentd nu a fost semnificativa din

punct de vedere statistic.



3.

De asemenea, comparand pacientii cu SNI in functie de raspunsul la tratament (corti-
cosensibil versus corticorezistent), nu s-a observat nici o diferenta din punct de vede-
re statistic, nici in ceea ce priveste frecventa alelica, nici in ceea ce priveste frecventa

genotipica.

Suplimentar, nu au existat diferente notabile intre nici unul dintre cele doua grupuri

de pacienti si lotul control.

ROLUL POLIMORFISMELOR MONONUCLEOTIDICE ALE GENEI IL-4 TN
POPULATIA PEDIATRICA DIN ROMANIA CU SINDROM NEFROTIC IDIOPATIC

1.

Scopul studiului prezent a fost de a analiza posibila asociere dintre doua polimorfisme
ale genei IL-4 (—590C/T si —34C/T) si riscul de a dezvolta SNI — intr-un lot de paci-
enti pediatrici din Romania. Suplimentar, am analizat implicarea acestora in raspunsul
la tratamentul corticosteroid. De mentionat — din cunostintele noastre - prezenta ana-
liza este prima la nivel national ce a verificat posibila legatura dintre polimorfismele

mononucleotidice ale acestei genei si susceptibilitatea de a dezvolta SNI.

In ceea ce priveste polimorfismul rs2243250, cu toate ca frecventa alelei minore T a
fost mai crescuta in lotul martorilor versus cel al pacientilor, aceasta diferentd nu a

fost semnificativa din punct de vedere statistic

De asemenea, comparand lotul pacientilor cu SNI cortico-sensibil cu cel al pacientilor
cu SNI cortico-rezistent, nu s-a observat nici o diferenta din punct de vedere statistic
intre cele doud — nici in ceea ce priveste frecventa alelicd, nici in ceea ce priveste

frecventa genotipica.

Suplimentar, nu au existat diferente notabile intre nici unul dintre cele doud grupuri

de pacienti si lotul control.

Cu privire la polimorfismul -34C/T, datele obtinute nu au evidentiat nici o diferenta

semnificativa statisticd intre cele doua loturi studiate, in ceea ce priveste frecventa



genotipica si frecventa alelica. Mai mult decat atat, acest polimorfism nu pare a fi im-

plicat in raspunsul la tratament.

Toate datele obtinute in prezentele studii trebuie interpretate intr-un mod judicios,
deoarece backgroundul genetic al fiecarei populatii este diferit. Astfel, aceste rezultate sunt
dificil de aplicat in afara populatiei pediatrice studiate. De asemena, existd o limitare
majord a studiului nostru reprezentata de numarul mic al pacientilor inrolati, rezultatele
putand conduce la concluzii incorecte. Prin urmare, considerim ca este necesara
reproducerea rezultatelor pe cohorte mai mari de pacienti pentru a determina daca
polimorfismele genice ale celor trei citokine au sau nu cu adevirat un rol atit in ceea ce
priveste predispozitia de a dezvolta SNI, cit si in ceea ce priveste raspunsul la tratamentul

corticosteroid.
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