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INTRODUCERE

In realizarea dezideratului milenar, cel al medicinei personalizate, in care
stabilirea predispozitiei, diagnosticului si terapiei vor fi adaptate profilului individual,
biomarkerii reprezinta un instrument de lucru indispensabil, ei fiind chemati sa ofere
informatii personalizate despre profilul genic si metabolic, despre reactiile la diferiti
factori de mediu, de modificarea unor parametrii celulari si fizilogici in diferitele stadii

ale unei boli, de raspuns la aplicarea unei terapii.



In acest context abordarea patologiei pediatrice are la dispozitie noi
instrumente de investigare a etiologiei, diagnosticului si predispozitiei unor boli
complexe dintre care cele congenitale au primit in ultimul timp o atentie deosebita
deoarece, in ciuda progreselor din medicina si a eforturilor de reducere a incidentei
acestora, bolile congenitale detin in continuare o pondere semnificativa in
morbiditatea si mortalitatea infantila.

Pe aceasta linie de preocupari se inscrie si studiul de fata care si-a propus ca
scop si obiective clarificarea si consolidarea valorii unor noi biomarkeri in abordarea
unei patologii pediatrice complexe, in conditiile in care pe plan national nu se cunosc
inca abordari multifactoriale ale acestei tematici, iar la nivel international exista inca

controverse.

PARTEA GENERALA

Tulburarile genetice si defectele la nastere reprezinta un procent ridicat al
internarilor copiilor in spitale. Malformatiile congenitale si anomaliile cromozomiale
sunt cele mai frecvente cauze ale mortalitatii infantile .

Hipotiroidismul congenital (HC) este cea mai frecventa afectiune endocrina la
varsta pediatrica si determina deficiente neurologice, motorii si de crestere, retardul
mental ireversibil reprezentand cea mai redutabila complicatie.

Programele de screening neonatale pentru HC din ultimele patru decenii au
fost eficiente diagnostic si benefice din punct de vedere economic. Copiii afectati sunt
detectati foarte timpuriu dupa nastere, Thainte ca simptomele clinice si semnele sa
devina evidente. Detectarea si tratamentul precoce previn morbiditatea, in special
dizabilitatile neurologice.

in privinta patogenezei hipotiroidismului congenital s-a evidentiat ca
deficientele genetice sunt detectabile nu numai la pacientii cu disormonogeneza, dar
Si la pacientii cu defecte de dezvoltare ale tiroidei, care anterior au fost considerati a
avea o tulburare sporadica . Cu toate acestea, desi testarea genetica moleculara
poate clarifica cauza dishormonogenezei la majoritatea pacientilor, baza moleculara
a hipotiroidismului congenital la cei cu disgezie tiroidiana ramane in mod predominant

necunoscuta.



Osteogeneza imperfecta sau o boala oaselor fragile este o afectiune clinica,
cu etiologie in genetica formarii matricei si remodelarii osoase, caracterizata prin
masa osoasa scazuta, fragilitate si deformare osoasa, statura mica, sclera cenusie
sau albastra si surditate.

Osteogeneza imperfecta sau o boala oaselor fragile este o afectiune clinica,
cu etiologie in genetica formarii matricei si remodelarii osoase, caracterizata prin
masa osoasa scazuta, fragilitate si deformare osoasa, statura mica, sclera cenusie
sau albastra si surditate.

Etiologia bolii este data majoritar (peste 90%) de mutatii dominante la nivelul
genelor COL1A1 si COL1A2, mutatii ce genereazad modificari cantitative si/sau
calitative ale colagenului de tip |, componenta majora a matricei extracelulare a
oaselor si a pielii. O proportie de aproximativ 10% se datoreaza mutatiilor dominante
sau recesive, la nivelul mai multor gene noncolagenice, implicate ih procesarea post-
translationala a procolagenului I, in transportul colagenului la nivel intracelular, in

semnalizarea specifica la nivelul osteoblastelor .

PARTEA SPECIALA

Prezenta lucrare de doctorat isi propune sa aduca o contributie in identificarea
si evaluarea unor factori implicati in patologia pediatrica, in special in etiologia unor
boli congenitale, factori cu valoare de biomarkeri in diagnostic si orientare terapeutica.

Un prim studiu urmareste evaluarea efectului disfunctiei tiroidiene in
anomaliile hematologice in sindromul Down (DS), cunoscand faptul ca DS este
asociat cu complicatii multiple , intre care exista un risc crescut pentru leucemie si
disfunctii tiroidiene . Investigatia de fata este un studiu clinic care si-a propus sa
examineze distributia cantitativa si calitativa a celulelor din sange in pacienti cu DS
fara leucemie sau tulburari tranzitorii ale mielopoiezei . In acelasi timp s-a evaluat
efectul disfunctiei tiroidiene asupra acestor anomalii hematologice din DS.

Un alt studiu , avand ca tema etiologia hipotiroidismului congenital cat si in
evaluarea monoterapiei cu levotiroxina a acestuia, a investigat implicarea
polimorfismului genei deodinaza 2 iodotironina.

In alt studiu , dedicat osteogenezei imperfecte, s-au evaluat biomarkerii

metabolismului 0osos in evaluarea tratamentului cu pamidronat , iar in ultimul studiu,



dedicat artritei idiopatice juvenile, a fost investigata posibilitatea utilizarii ca biomarker
a vitaminei D, mai exact a formei plasmatice 25(OH)D, in evaluarea severitatii si
duratei acestei afectiuni.

Principalele obiective propuse si atinse in decursul stagiului doctoral au fost
urmatoarele:
1. Proiectarea studiilor clinice, stabilirea loturilor de studiu si a lotului control,
elaborarea criteriilor de includere si excludere din studiu, elaborarea fisei de
consimtamant al pacientului, obtinerea avizului comisiei de etica.
2. Stabilirea si optimizarea metodelor de laborator de analizd a parametrilor
antropometrici, fiziologici si biochimici, precum si a metodelor de analiza a
biomarkerilor din sénge.
3. Constituirea loturilor de pacienti si loturi control pe parcursul perioadei de studiu.
Recoltarea, conservarea si analiza probelor biologice .
4. Centralizarea rezultatelor, analiza statistica si interpretarea datelor obtinute.
5. Elaborarea concluziilor finale gi stabilirea valorii de biomarker al profilului celular in
sindromul Down, al polimorfismului deiodinazelor in cazul hipotiroidismului congenital,
a vitaminei D in cazul artritei idiopatice juvenile si a markerilor metabolismului 0sos in
cazul tratamentului cu pamidronat in osteogeneza imperfecta.
6. Diseminarea rezultatelor prin publicatii in reviste de specialitate si participarea la

conferinte cu tematica in domeniul temei de studiu.

REZULTATE SI DISCUTII

Pacientii cu DS au prezentat o neutrofilie si o limfopenie mai mare decéat au
facut pacientii DS si hipotiroidism si pacientii cu hipotiroidism. Surprinzator, pacientii
cu DS au aratat un grad semnificativ de eozinopenie in sangele periferic. Interesant,
hipotiroidismul a avut un efect atenuant asupra diferitelor linii celulare din probele de
sange. Constatarile prezentului studiu sustin date anterioare din literatura privind
modificarile asociate DS in hemoleucograma. Studiul nostru arata, de asemenea,
modificari ale numarului total de celule din sange la pacienti fara leucemie cu DS in
asociere cu hipotiroidism. Efectul atenuant al disfunctiei tiroidiene asupra schimbarilor
n diferitele linii celulare sanguine, in contextul DS, este o observatie noua care merita
analiza suplimentara in studii mai ample.

CBC significant differences between the three group of patients using Z score (P value <
0,05)



Celule

. DS-ht vs ht DS vs DS-ht DS vs ht
sanguine
Z score Z score Z score
f]/‘t’DS' %ht (E/)"S :{‘;DS' %DS | %ht
(P value) (P value) (P value)
J211 4 3.09
Euzinofile 46,2 11,8 | -- -- -- 70 11,8
(0,034) (0,002)
12.88 1 2.66
Neutrofile -- -- -- 50 |0 50 5,9
(0,003) (0,007)
4229 43.22
Limfocite -- -- -- 50 7,7 50 0
(0,022) (0,001)

ht: hipotiroidism; DS-ht: sindrom Down cu hipotiroidism; DS: sindrom Down fara
hipotiroidism; 7 crestere numar CBC ; ¥: scadere numar CBC ; --: diferente
nesemnificative..

Investigarea prevalentei polimorfismului genei deiodinaza 2 iodotironina
Ala92Thr la copii cu hipotiroidism congenital din Vestul Roméaniei si impactul acesteia
asupra nivelului TSH a demonstrat ca la pacientii cu valori ridicate ale TSH dupa
tratamentul cu levotiroxina, genotipurile AA au fost semnificativ mai prevalente (p =
0,044) decat genotipurile TT si AT.

Aceasta corelatie se explica printr-o afectare functionala a deiodinazei D2
generata de polimorfismul AA, afectare care va reduce conversia T4—T3 si in aceste
conditii chiar daca nivelul plasmatic al T4 este normal, scaderea cantitatii de T3
(hormonul tiroidian efector) va afecta restabilirea completa a functiei tiroidiene. Efectul
va fi mai pronuntat la nivelul creierului unde peste 80% din T3 este rezultatul activitatii
deiodinazei 2, iar acest lucru va afecta procesul de diferentiere al tesutului cerebral
mediat de hormonul tiroidian.

Rezultatele studiului aratda ca, pentru polimorfismul genei D2 Ala92Thr,
genotipul AA poate fi defavorabil pentru realizarea eutiroidismului la pacientii cu CH
tratati cu levotiroxina, si prin urmare, politerapia ar putea fi considerata o abordare mai
buna la acesti pacienti.

Investigarea efectelor terapiei antiresorbtiva cu pamidronat in tratamentul

copiilor cu osteogeneza imperfectd a urmarit promovarea experientei in tratamentul



osteogenezei imperfecte in conditiile in care nu exista un consens in ceea ce priveste
forma optima, doza sau durata terapiei cu bifosfonati.

Tratamentul cu pamindronat, administrat prin perfuzii intravenoase administrat
(0.5 mg/kg — prima doza, urmata de doza urmatoare 1 mg/kg/ciclu) intr-o perioada de
3-4 ore, la fiecare 3 luni, timp de 3 ani) a demonstrat o toleranta buna, fara efecte sau
evenimente adverse, fara afectarea pubertatii.

Evaluarea tratamentului s-a realizat pe baza parametrilor clinici (cresterea
inaltimii, mobilitate, DMO, scaderea durerii si numarului de fracturi), a biomarkerilor
caracteristici (fosfataza alcalina sericad si fosfataza alcalind specific osoasa,
osteocalcina si beta-C-telopeptidele serice (bCTx) ) si a evaluarii imbunatatirii calitatii
vietii. Tratamentul s-a dovedit eficient, pacientii ajungénd la o inaltime normala in
functie de sex si de varsta lor ulterioara .

Alte efecte descrise la pacientii nostri au fost: mobilitate crescuta si DMO
evidentiate prin scor Z la evaluarea DXA, scaderea durerii si ratei fracturilor si
imbunatatirea calitatii vietii.

Investigarea biomarkerilor specifici tesutului osos au aratat ca fosfataza
alcalina specific osoasa prezinta o buna corelatie intre aspectele clinice si evolutia sub
tratament (p < 0,05) la fel fiind si osteocalcina si beta-C-telopeptidele serice (bCTXx),
in timp ce fosfataza alcalina serica nu s-a corelat nici cu evolutia clinica nici cu numarul
de fracturi.

Investigarea posibilitatii introducerii vitaminei D ca biomarker in etiologia si
evolutia artritei idiopatice juvenile corespunde tendintelor de cercetare in domeniu
deoarece in ciuda nivelelor mai scazute ale vitaminei D la copiii cu artrita juvenila,
interpretarea rezultatelor este problematica si controversata, deoarece nu exista o
definitie acceptata a deficientei vitaminei D in aceastd categorie si ca urmare
standardizarea nivelelor de vitamina D la populatia pediatrica si in special in artrita
juvenila devine o cerinta. In acelasi timp nu existda un studiu privind efectul
suplimentarii cu vitamina D asupra activitatii sau a rezultatelor bolii in artrita juvenila.

Rezultatele studiului sunt similare celor din literatura : 66% dintre copiii din
grupul AJl au deficit de vitamina D si 27% insuficienta de vitamina D, totalizdnd 93%
din lotul de studiu cu nivele sub valorile normale de vitamina D.

Tot in cadrul studiului s-au obtinut corelatii semnificativ statistice (p<0.05) intre
severitatea bolii (numarul de articulatii cu leziuni radiologice evidente ) si durata bolii.
in ce priveste categoriile de AJl cele mai afectate de deficit al vitaminei D acestea sunt



formele poliarticulare sistemice si cele cu factor reumatoid pozitiv, si din acest motiv
aceste afectiuni trebuie supuse unui screening de rutina pentru identificarea deficitului
de vitamina D si, in consecinta, tratate prin administrare suplimentara de vitamina D.

Studiul de fata a reprezentat o abordare complexa a factorilor implicati in
etiopatogenia si managementul unor boli pediatrice. S-a demonstrat o asociere intre
raspunsul la terapie in hipotiroidismul congenital si polimorfismul particular al D2
deiodinazelor, intre terapia cu pamindronat in osteogeneza imperfecta si markerii de
diagnostic, monitorizare si prognostic, precum si intre nivelul vitaminei D3 si etiologia

si managementul artritei juvenile idiopatice .

CONCLUZII

1. Studiu are ca principal scop aducerea unor contributii la identificarea si
evaluarea unor factori implicati in patologia pediatrica, in special in etiologia unor boli
congenitale, factori cu valoare de biomarkeri in diagnostic si orientare terapeutica

2. Obiectivele studiului au constat in stabilirea valorii de biomarker al
polimorfismului deiodinazelor in cazul hipotiroidismului congenital, a vitaminei D in
cazul artritei idiopatice juvenile si a markerilor metabolismului osos in cazul
tratamentului cu pamidronat in osteogeneza imperfecta.

3. Investigarea prevalentei polimorfismului genei deiodinaza 2 iodotironina
Ala92Thr la copii cu hipotiroidism congenital din Vestul Romaniei si impactul acesteia
asupra nivelului TSH a demonstrat ca la pacientii cu valori ridicate ale TSH dupa
tratamentul cu levotiroxina, genotipurile AA au fost semnificativ mai prevalente (p =
0,044) decat genotipurile TT si AT. Aceasta corelatie se explica printr-o afectare
functionala a deiodinazei D2 generata de polimorfismul AA, afectare care va reduce
conversia T4—T3 si in aceste conditii chiar daca nivelul plasmatic al T4 este normal,
scaderea cantitatii de T3 (hormonul tiroidian efector) va afecta restabilirea completa a
functiei tiroidiene. Efectul va fi mai pronuntat la nivelul creierului unde peste 80% din
T3 este rezultatul activitatii deiodinazei 2, iar acest lucru va afecta procesul nde
diferentiere al tesutului cerebral mediat de hormonul tiroidian.

Rezultatele noastre sugereaza ca, pentru polimorfismul genei D2 Ala92Thr,

genotipul AA poate fi defavorabil pentru realizarea eutiroidismului la pacientii cu CH



tratati cu levotiroxina, prin urmare, politerapia ar putea fi considerata o abordare mai
buna la acesti pacienti.

4. Investigarea efectelor terapiei antiresorbtiva cu pamidronat in tratamentul
copiilor cu osteogeneza imperfecta a urmarit promovarea experientei in tratamentul
osteogenezei imperfecte in conditiile in care nu exista un consens in ceea ce priveste
forma optima, doza sau durata terapiei cu bifosfonati.

Tratamentul cu pamindronat, administrat prin perfuzii intravenoase administrat
(0.5 mg/kg — prima doza, urmata de doza urmatoare 1 mg/kg/ciclu) intr-o perioada de
3-4 ore, la fiecare 3 luni timp de 3 ani) a demonstrat o toleranta buna, fara efecte sau
evenimente adverse, fara afectarea pubertatii. Evaluarea tratamentului s-a realizat pe
baza parametrilor clinici (cresterea inaltimii, mobilitate, DMO, scaderea durerii Si
numarului de fracturi), a biomarkerilor caracteristici (fosfataza alcalina serica si
fosfataza alcalina specific osoasa, osteocalcina si beta-C-telopeptidele serice (b-CTx)
) Si a evaluarii imbunatatirii calitatii vietii. Tratamentul s-a dovedit eficient, pacientii
ajungand la o inaltime normala in functie de sex si de varsta lor ulterioara . Alte efecte
descrise la pacientii nostri au fost: mobilitate crescuta si DMO evidentiate prin scor Z
la evaluarea DXA, scaderea durerii si ratei fracturilor si imbunatatirea calitatii vietii.

Investigarea biomarkerilor specifici tesutului osos au aratat ca fosfataza
alcalina specific osoasa prezinta o buna corelatie intre aspectele clinice si evolutia
sub tratament (p < 0,05) la fel fiind si osteocalcina si beta-C-telopeptidele serice (b-
CTx), in timp ce fosfataza alcalina serica nu s-a corelat nici cu evolutia clinica nici
numarul de fracturi

5. Investigarea posibilitatii introducerii vitaminei D ca biomarker in etiologia si
evolutia artritei idiopatice juvenile corespunde tendintelor de cercetare in domeniu
deoarece in ciuda nivelelor mai scazute ale vitaminei D la copiii cu artrita juvenila,
interpretarea rezultatelor este problematica si controversata , deoarece nu exista o
definitie acceptata a deficientei vitaminei D in aceasta categorie si ca urmare
standardizarea nivelelor de vitamina D la populatia pediatrica si in special in artrita
juvenila devine o cerinta .In acelasi timp nu existd un studiu privind efectul
suplimentarii cu vitamina D asupra activitatii sau a rezultatelor bolii in artrita juvenila.

Rezultatele noastre sunt similare celor din literatura, chiar si mai dramatice:
66% dintre copiii din grupul AJl au deficit de vitamina D si 27% insuficienta de vitamina

D, totalizand 93% din lotul de studiu cu nivele sub valorile normale de vitamina D. Tot



in cadrul studiului nostru s-au obtinut corelatii semnificativ statistice (p<0.05) intre
severitatea bolii (numarul de articulatii cu leziuni radiologice evidente ) si durata bolii.
In ce priveste categoriile de AJl cele mai afectate de deficit al vitaminei D acestea sunt
formele poliarticulare sistemice si cele cu factor reumatoid pozitiv, si din acest motiv
aceste afectiuni trebuie supuse unui screening de rutina pentru identificarea deficitului
de vitamina D si, in consecinta, tratate prin administrare suplimentara de vitamina D.

6. Studiul de fata a reprezentat o abordare complexa a factorilor implicati in
etiopatogenia si managementul unor boli pediatrice. S-a demonstrat o asociere ntre
raspunsul la terapie in hipotiroidismul congenital si polimorfismul particular al
deiodinazelor, intre terapia cu pamindronat in osteogeneza imperfecta si markerii de
diagnostic, monitorizare si prognostic, precum si in investigarea posibilitatii ca vitamin
D sa devina un biomarker important in etiologia si managementul artritei juvenile
idiopatice .

7. Rezultatele studiului au evidente aplicatii practice in investigatie si terapie.

In cazul tratamentului de substitutie al hipotiroidismului congenital, in cazurile
in care normalizarea nivelului seric de T4, in urma terapiei de substitutie cu
levotiroxina, nu este urmata si de o normalizare a nivelului ridicat de TSH, se impune
analiza polimorfismului genei D2 Ala92Thr , iar in caz de existent a profilului AA, se
impune o introducere in tratamentul de substitutie si a hormonului T3 pana la
normalizarea nivelului TSH.

In cazul tratamentului osteogenezei imperfecta se recomanda tratamentul cu
pamindronat, administrat prin perfuzii intravenoase administrat (0.5 mg/kg — prima
doza, urmata de doza urmatoare 1 mg/kg/ciclu) intr-o perioada de 3-4 ore, la fiecare
3 luni timp de 3 ani), pe termen mai indelungat, 3 ani, iar monitorizarea tratamentului
sa tina cont in special de normalizarea valorilor fosfatazei alcaline specific osoasa.

In analiza etiologica si tratamentul artritei idiopatice juvenile un element
necesar este investigarea nivelului seric al vitaminei D, forma 25(OH)Ds serica, iar in
caz de insuficienta sau deficit sa se instituie tratament de suplimentare cu vitamina
D pana la normalizarea valorilor . Studii ulterioare vor putea stabili daca se vor
adopta si variante in care sa fie introdusa si vitamina K . Datorita solicitarilor tesutului
0s0s pe perioada de crestere monitorizarea nivelului de vitamina D va trebui extinsa

cel putin pana la oprirea procesului de crestere .



Designul experimental si metodologia, utilizate in cazul investigarii
polimorfismului genic al deiodinazelor in hipotiroidismul congenital poate fi utilizat si in
alte maladii in care exista nivele ridicate de TSH concomitent cu valori normale de T4,
in conditiile excluderii altor etiologii posibile .
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