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Ipoteza de lucru si obiectivele generale

La Tnceputul anilor 2000, in domeniul glomerulopatiilor s-a conturat o noua directie de
cercetare ca entitate separata desprinsa din acestea - podocitopatiile.

Diagnosticul de nefropatie cu leziuni glomerulare minime (NLGM) se realizeaza doar dupa
excluderea anomaliilor patologice in examinarea de microscopie optica (MO), cu punerea in
evidenta a stergerii” proceselor pediculate in microscopie electronica (ME) drept singura
modificare existenta la nivelul glomerulilor; de obicei se considera ca raspunde favorabil la terapia
glucocorticoida. Cu toate acestea, rebiopsierea pacientilor ce initial au fost incadrati drept NLGM
a demonstrat aparitia glomerulosclerozei focale si segmentare (GSFS), cu o incidentd mare de
progresie spre boala renala cronica (BRC) stadiul terminal [1,2]. Trebuie tinut cont ca o biopsie de
mici dimensiuni poate sd nu includd zonele segmentare de posibila scleroza si in aceste conditii sa
fie omis diagnosticul initial de GSFS. Astfel, ipoteza centrald de lucru a acestei teze este conturata
in jurul ideii de a gasi/ descrie markeri anatomo-patologici de diferentiere intre NLGM si GSFS
fara elemente de scleroza segmentara identificate la prima punctie biopsie renald (PBR) a
pacientului, centrate pe studiul modificarilor podocitare.

Obiectivele generale ale cercetarii doctorale au vizat caracterizarea descriptiva a entitatilor
patologice NLGM si GSFS, precum si analiza corelatiilor clinico-patologice care fundamenteaza
tabloul evolutiv al afectarii renale in aceste entitati diagnostice.

Rezultatele pe care le-am obtinut contribuie in mod decisiv la aprofundarea stadiului actual
al cunoasterii referitor la profilul national al nefropatiilor pediatrice, intrucat exista foarte putine
studii in literatura de specialitate care sa aduca informatii epidemiologice despre distributia acestui
tip de patologii la copiii din Romania [3].

Pe de alta parte, cu ajutorul statisticii inferentiale, cercetarea doctorald a vizat identificarea
elementelor de diagnostic diferential intre NLGM si glomerulii optic normali din GSFS, chiar si
in acele cazuri cu putini glomeruli in preparatul de PBR (cazuri interpretate intr-o prima etapa
drept NLGM, dar pentru care la rebiopsiere diagnosticul confirmat a fost GSFS, aspect certificat
si de evolutia nefavorabild a pacientului la tratamentul corticosteroid). Unii autori considerd ca
existd numeroase similitudini intre NLGM si GSFS, din punct de vedere clinic si histologic, pentru
a le incadra in aceeasi entitate patologica, dar ca doud manifestdri diferite in functie de stadiul de

progresie [4].



S-a considerat ca dimensiunea medie a glomerulilor normali la copiii sub 5 ani este de
aproximativ 95 pm diametru, in timp ce la adulti este de 140-160 um diametru [5]. Tindnd cont de
acest aspect, analiza morfometricd a aratat ca in biopsiile initiale, dimensiunea glomerulilor Tnainte
de a se initia procesul de glomeruloscleroza a fost semnificativ mai mare la pacientii la care s-a
confirmat ulterior GSFS fata de cei la care s-a mentinut diagnosticul de NLGM [1]; s-a considerat
un cut-off de > 50% de glomeruli mariti in volum fata de normalul pentru varstd ca fiind un
indicator sensibil de progresie spre glomeruloscleroza [6,7].

Aparitia hipercelularitatii mezangiale (> 80% din glomeruli cu > 3 celule Tn matricea
mezangiald/ obiectiv 400x) a fost consideratd multa vreme un factor de prognostic nefavorabil al
pacientilor cu NLGM si risc crescut de dezvoltare a GSFS. Toate studiile care au cercetat acest
factor au aplicat diferite definitii ale "hipercelularitatii mezangiale”, motiv pentru care este dificil
de evaluat impactul unui criteriu definit neuniform. Alt factor ce a fost incriminat in a distinge
intre NLGM aparenta si GSFS fara scleroza segmentara pe biopsie este reprezentat de depozitele
de IgM Tn imunofluorescenta (IF) in asociere cu hipercelularitatea mezangiala.

”Stergerea” proceselor pediculate reprezintd un fenomen intalnit atdt in NLGM, cét si la
nivelul tuturor glomerulilor din GSFS, indiferent daca acestia sunt afectati sau nu de scleroza
segmentard. Aplatizarea pedicelelor cu disparitia diafragmei de filtrare nu permite o diferentiere
clara intre NLGM si GSFS, dar s-a observat cd procesul este mai pregnant in GSFS primare fata
de cele secundare. Astfel, un alt studiu a corelat hipertrofia glomerulara si distributia segmentara
a “stergerii” proceselor pediculate sub 50% din suprafata totala a capilarelor glomerulare cu GSFS
secundara fata de GSFS idiopatica [8]. Cu toate acestea, unele studii atesta ca in NLGM are loc o
,stergere” difuza a proceselor pediculate, implicAnd > 75% din suprafata membranei bazale
glomerulare (MBG) [9], iar in GSFS idiopatica este raportata o “’stergere” a proceselor pediculate
> 50% [10].

S-a demonstrat ca CD44, un marker al celulelor epiteliale parietale activate ce tapeteaza
ghemul capilar glomerular, a fost pozitiv in cazurile incipiente de recadere a GSFS la pacientii
transplantati ce prezentau doar “’stergerea” proceselor pediculate, inainte de reaparitia
glomerulosclerozei segmentare [11]; astfel, s-a luat in considerare acest marker in diagnosticul
precoce al GSFS idiopatice (nu doar al GSFS recurente in rinichii transplantati). Pe de altd parte,
unii autori considera ca CD80 poate fi un marker de diagnostic in biopsii renale pentru NLGM la
adulti [12].



Metodologia generala a cercetarii

Lotul de studiu a fost constituit din pacientii pediatrici internati in cadrul Departamentului
de Nefrologie al Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii "Maria Sklodowska Curie” Bucuresti,
n perioada 2010-2020, ce au fost supusi procedurii de PBR. Tehnica propriu-zisa a PBR a fost
realizata la Spitalul Clinic de Nefrologie “Dr. Carol Davila” Bucuresti, prin acordul de colaborare
existent intre cele doua unitati medicale.

Studiul realizat astfel este un studiu retrospectiv. Datele clinice si paraclinice ale pacientilor
au fost extrase din foile de observatie si baza electronicd de date a Spitalului Clinic de Urgenta
pentru Copii “"Maria Sklodowska Curie” Bucuresti. Datele specifice diagnosticului
anatomopatologic au fost preluate din registrele si baza electronica de date (care include imagini
de IF, MO respectiv . ME ale preparatelor pacientilor din momentul diagnosticului) ale
Departamentului de Anatomie Patologica al Spitalului Clinic de Nefrologie “Dr. Carol Davila”
Bucuresti. Complementar, din arhiva Departamentului de Anatomie Patologica au fost selectate
preparate microscopice (pentru analiza morfometricd) si capsule polimerizate din rasini epoxidice
(pentru analiza imunohistochimicad - IHC) ale pacientilor biopsiati, tratati in Spitalul Clinic de

Urgenta pentru Copii "Maria Sklodowska Curie” Bucuresti.

Profilul clinico-patologic al nefropatiei cu leziuni glomerulare minime

si al glomerulosclerozei focale si segmentare

Beneficiind de experienta solida in acest domeniu a fiecarei institutii si de caracterul
multidisciplinar al patologiei, am considerat oportuna alcatuirea unei baze de date care a inclus
pacientii pediatrici ai Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii "Maria Sktodowska Curie”
Bucuresti pentru care s-a practicat PBR, in vederea analizei profilului epidemiologic si al stabilirii
corelatiilor intre aspectele clinice, paraclinice (profil biologic si anatomopatologic), tindnd cont de
evolutia In timp a patologiei si implicit de prognosticul asociat acesteia.

Obiectivele definite au constat in evaluarea spectrului leziunilor identificate prin PBR la
copii, caracterizarea profilului clinico-patologic in doud dintre cele mai frecvent intilnite
nefropatii pediatrice — NLGM respectiv  GSFS si stabilirea corelatiilor intre parametrii
epidemiologici si clinico-biologici. In paralel, studiul a vizat caracterizarea pacientilor cu NLGM

cu prognostic nefavorabil, pentru a identifica elementele morfologice ce confera acestor pacienti



o evolutie clinicd mai degrabad asemandtoare cu GSFS, comparativ cu tabloul clinic clasic descris
al NLGM.

Material si metoda

Lotul analizat a inclus initial 126 pacienti pediatrici tratati in Spitalul Clinic de Urgenta
pentru Copii “Maria Sktodowska Curie”, Bucuresti in perioada 2010-2020, al caror diagnostic a
fost stabilit prin PBR.

Pentru fiecare pacient am identificat parametrii clinici, paraclinici si anatomopatologici
utilizand informatiile existente in baza de date electronica InfoWorld a spitalului de provenienta,
din foile de observatie ale acestora si din informatiile disponibile in baza de date a Spitalului Clinic
de Nefrologie “Dr. Carol Davila” Bucuresti.

Criteriile de excludere in alcatuirea lotului de lucru au fost reprezentate de:

- Pacienti pierduti din evidenta Sectiei de Nefrologie a Spitalului Clinic de Urgenta pentru

Copii “Maria Sktodowska Curie” Bucuresti;

- Pacienti cu informatii clinice incomplete in foile de observatie sau in baza de date
electronica a Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii “ Maria Sktodowska Curie”
Bucuresti,

- Pacienti fara imagini de IF in baza de date electronica a Departamentului de Anatomie
Patologica a Spitalului Clinic de Nefrologie “Dr. Carol Davila” Bucuresti;

- Pacienti fara preparate incluse in rasini epoxidice si lame in arhiva Departamentului de
Anatomie Patologica al Spitalului Clinic de Nefrologie “Dr. Carol Davila” Bucuresti
(prelucrarea acestora s-a efectuat in alte laboratoare de Anatomie Patologica).

Consecutiv aplicdrii criteriilor de excludere, lotul de studiu a fost format din 118 pacienti.
Informatiile clinico-patologice ale celor 118 pacienti au fost introduse intr-o baza de date in Excel,
urmarind la fiecare pacient urmatoarele criterii de la momentul efectuarii PBR (+ 14 zile inainte
sau dupa efectuarea acesteia):

- date epidemiologice: varsta, gen, mediul de provenient;

- diagnostic clinic (indicatia PBR);

- date paraclinice: valoarea proteinelor totale serice, lipide totale, colesterol, trigliceride,

acid uric, uree, creatinina, proteinurie/ 24 h;

- date anatomopatologice: diagnosticul histopatologic, aspectul in MO, ME si IF.



De asemenea, pe langd parametrii enumerati mai sus, identificati la momentul biopsierii, in
baza de date a fost adaugata o variabila suplimentara pacientilor cu NLGM — anume prognosticul.
Evaluarea prognosticului a fost realizata in functie de datele existente in anul 2020 la pacientii
aflati inca in evidenta Clinicii de Nefrologie a Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii “Maria
Sktodowska Curie” Bucuresti, luand n considerare:

- incadrarea sindromului nefrotic: corticosensibil (SNCS), corticodependent (SNCD),

corticorezistent (SNCR);

- tratamentul urmat in prezent de pacient;

- pentru pacientii la care a fost disponibild, rebiopsierea acestora in urma céreia a fost
stabilit diagnosticul de GSFS.

Astfel, valorile pe care le poate avea variabila prognostic au fost definite ca fiind de tip

categorial: favorabil respectiv nefavorabil.

In functie de criteriul diagnostic anatomopatologic, din acest lot am selectat pacientii cu
NLGM respectiv GSFS, fiind patologii reprezentative pentru podocitopatii.

Pacientii diagnosticati cu NLGM (51 cazuri) au fost urmariti din momentul practicarii PBR
pana 1n anul 2020, sau pana ce acestia au implinit varsta de 18 ani si au iesit din evidenta Sectiei
de Nefrologie a Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii “Maria Sktodowska Curie” Bucuresti.
Din baza de date electronicd a spitalului si din foile de observatie ale pacientilor am selectat
informatiile necesare incadrarii pacientilor cu NLGM in doud subgrupuri: cei cu evolutie
favorabila si cei cu evolutie nefavorabila, in functie de parametrul temporal.

Criteriile de includere Tn grupul cu NLGM — evolutie nefavorabild au fost urmatoarele:

- schimbarea incadrdrii in evolutia sindromului nefrotic din corticosensibil in
corticorezistent (cu toate consecintele adiacente impuse de aceastd recomandare, cele
mai pregnante fiind cele legate de ajustarea conduitei terapeutice cu diferite clase de
imunosupresoare);

- atingerea stadiilor IV sau V de BRC;

- pentru pacientii care au fost supusi unei a 2-a biopsii renale, diagnosticarea GSFS, desi
la prima biopsie renald au primit diagnosticul de NLGM.

Algoritmul general aplicat 1n selectia principalelor subgrupuri este redat in Figura 1.
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Rezultate

Caracterizarea generala a lotului

Din totalul celor 118 pacienti selectati, 52 pacienti au fost de gen feminin (44.06%) iar 66
pacienti de gen masculin (55.93%). Varstele pacientilor inclusi in studiu au fost cuprinse Intre 3 si
18 ani, varsta medie la care acestia au necesitat PBR fiind de 10.44 + 3.45 ani. Distributia totald a
cazurilor in functie de judetul de provenienta se poate observa in Figura 2.

Tn analiza ulterioara a cazurilor am identificat indicatiile pentru care s-a efectuat PBR la

fiecare caz in parte. Acestea sunt rezumate in Figura 3.
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Figura 3. Distributia cazurilor in functie de indicatia PBR
In functie de criteriul diagnostic, rezultatele obtinute in urma analizei lotului de studiu sunt
ilustrate in Figura 4.
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Figura 4. Distributia cazurilor in functie de diagnosticul anatomopatologic
Profilul clinico-patologic al nefropatiei cu leziuni glomerulare minime si al
glomerulosclerozei focale si segmentare — analiza comparativa
Din lotul initial de 118 pacienti am selectat subgrupurile de pacienti diagnosticati cu NLGM
(51 pacienti) si GSFS (17 pacienti).
Varsta medie a pacientilor in subgrupul cu NLGM a fost 9.94 + 3.59 ani iar in grupul cu
GSFS, varsta medie a fost de 10.29 + 2.91 ani (Figura 5), fara diferente semnificative statistic intre

cele doua subgrupuri (p=0.71 — T student independent).
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Figura 5. Virsta medie a pacientilor Figura 6. Vdrsta medie a pacientilor in
diagnosticati cu NLGM respectiv GSFS functie de diagnostic si gen

In ambele grupuri analizate, genul masculin a fost predominant fata de genul feminin: la cei
cu NLGM - 52% gen masculin, iar la cei cu GSFS — 70% gen masculin. Cu toate acestea, in
distributia pacientilor in functie de varsta medie si gen (Figura 6), rezultatele obtinute au fost
urmatoarele: pentru genul feminin, varsta medie a pacientilor cu NLGM a fost 8.91 + 3.78 ani si
pentru GSFS 11 + 1.58 ani. Pentru genul masculin, varsta medie a pacientilor cu NLGM a fost

10.85 + 3.21 ani iar pentru GSFS 10 £ 3.33 ani. Analiza statisticad comparativa a subgrupurilor de
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diagnostic pentru genul feminin (p=0.24, testul T student independent) si pentru genul masculin
(p=0.45, testul T student independent) nu a demonstrat diferente semnificative statistic.

La o analiza detaliatd asupra varstei la diagnostic in urma PBR, am observat ca distributia
cazurilor in functie de gen nu respecta distributia normald, gaussiana a populatiei (spre exemplu,
pentru pacientii de gen masculin se observd doud varfuri de incidenta ale diagnosticului — n

intervalul 8-9 ani respectiv 15-16 ani) - Figura 7.
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Figura 7. Histograma de frecventd a cazurilor in functie de varsta la momentul diagnosticului si

gen pentru NLGM respectiv GSFS
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Figura 8. Reprezentare box-plot comparativa a varstei pacientilor cu NLGM si GSFS in functie
de gen



Prin analiza box-plot — Figura 8, am observat ca pentru genul feminin, pacientii cu NLGM
au mediana varstei situatd aproximativ central in intervalul interquartile, cu o distributie mai larga
a valorilor fata de cei cu GSFS. De asemenea, pentru NLGM, doi pacienti de gen feminin cu varsta
la diagnostic de 17 respectiv 18 ani au fost interpretati drept outlieri. Pentru genul masculin, atat
pentru pacientii cu NLGM cit si pentru cei cu GSFS, mediana a fost situata in partea inferioara a
intervalului interquartile, ceea ce a determinat o deviere la dreapta a curbei distributiei valorilor Tn
ambele cazuri.

Pacientii cu NLGM si GSFS au fost analizati si din punctul de vedere al constantelor
biologice. In analiza comparativa a valorilor acestor constante, apreciate sub formi de medie +
deviatie standard, nu am identificat diferente semnificative statistic pentru niciun parametru

paraclinic, intre pacientii diagnosticati cu NLGM respectiv GSFS — Tabel I.

Tabel I. Analiza comparativa a pacientilor cu NLGM si GSFS din punctul de vedere al

constantelor biologice

Variabile paraclinice NLGM \ GSFS p
Medie + deviatie standard

Proteine totale (g/dl) 6.13+2.04 5.42 £ 0.65 0.16
Lipide totale (mg/dl) 967.66 + 423.46 | 890.41 + 206.07 0.47
Colesterol (mg/dl) 388.74 +174.78 | 334.61 £ 98.49 0.23
Trigliceride (mg/dl) 193.72 £107.41 | 185.23 + 79.53 0.76
Acid uric (mg/dl) 543+ 1.59 6.72+2.13 0.32
Uree serica (mg/dl) 43.84 + 39.18 48.83 £ 13.80 0.60
Creatinina serica (mg/dl) 0.54 + 0.49 1.00 + 1.05 0.1
Proteinurie/24h (g/24h) 2.75+3.28 2.15+1.30 0.46

Profilul clinico-patologic al nefropatiei cu leziuni glomerulare minime — prognostic
favorabil si al nefropatiei cu leziuni glomerulare minime — prognostic nefavorabil — analiza
comparativa

Rezultatele evaludrii comparative intre cele doua grupuri de studiu din punctul de vedere al
constantelor paraclinice sunt sumarizate in Tabelul 1l. Analiza statistica a evidentiat absenta
diferentelor semnificative intre grupuri, cu exceptia proteinuriei (p < 0.01, testul T student
independent). Acest rezultat a confirmat faptul ca proteinuriile pacientilor cu NLGM ce au evoluat
nefavorabil au fost semnificativ diferite (mai mari) fata de proteinuriile pacientilor cu NLGM si

evolutie favorabila.



Tabel Il Analiza comparativa a pacientilor cu NLGM si GSFS din punctul de vedere al

constantelor biologice

NLGM - NLGM -
PROGNOSTIC | PROGNOSTIC p
Variabile paraclinice FAVORABIL | NEFAVORABIL
Medie + deviatie standard
Proteine totale (g/dl) 6.98 £1.82 592 +1.65 0.29
Lipide totale (mg/dl) 906.15 £415.12 | 1102.23 + 423.07 0.12
Colesterol (mg/dl) 346.05 + 150.97 | 324.99 £ 96.35 0.53
Trigliceride (mg/dl) 194,31 +121.04 | 192.43 +72.43 0.95
Acid uric (mg/dl) 4.76 + 1.00 5.03+1.08 0.73
Uree serica (mg/dl) 32.69 + 16.58 40.04 £11.79 0.19
Creatinina serica (mg/dl) 0.42 £0.23 0.58 £0.11 0.07
Proteinurie/24h (g/24h) 1.52 +2.03 439+2.19 <0.01

Curba ROC 1n functie de valorile proteinuriei si prognosticul nefavorabil al pacientilor cu
NLGM a evidentiat o arie de sub curba de 0.915, cu un interval de incredere 95%, cuprins intre
(0.836;0.994). Sensibilitatea si specificitatea cat mai Inalte ale testului au fost obtinute prin
maximizarea Indexului Youden. In urma aplicarii acestor parametri, cut-off-ul proteinuriei peste
care poate fi consideratd un indicator pentru prognosticul nefavorabil al pacientilor cu NLGM a

fost de 2.2 g/24 h.

Elemente de morfometrie in nefropatia cu leziuni glomerulare minime
si in glomeruloscleroza focala si segmentara — studiu Tn microscopie
optica

NLGM se caracterizeaza prin absenta leziunilor glomerulare, vasculare si tubulo-interstitiale
in MO, dar exact acelasi aspect poate fi intalnit la pacientii cu GSFS incipientd in situatia in care
nu se poate surprinde niciun glomerul cu zone de scleroza segmentara, cele mai frecvente motive
invocate fiind profilul de sectiune al glomerulilor ce nu include aceastd zona sau numarul redus de

glomeruli existenti In preparatul de punctie spre a fi examinati.
Obiectivul definit a vizat caracterizarea subgrupului de NLGM — prognostic nefavorabil cu
ajutorul MO, pentru a identifica elementele necesare enuntdrii unui prognostic (favorabil/
nefavorabil) in fata unui preparat cu glomeruli optic normali, Inca de la momentul primei biopsii

renale, fard a fi necesard o a doua rebiopsiere pentru elucidarea prognosticului nefavorabil.
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Material si metoda

Din totalul celor 118 pacienti internati in Departamentul de Nefrologie al Spitalului Clinic
de Urgenta pentru Copii “Maria Sktodowska Curie” Bucuresti au fost constituite subgrupurile cu
NLGM (51 de pacienti) si GSFS (17 pacienti). Ulterior, pacientii cu NLGM au fost grupati in cei
cu prognostic favorabil (35 de pacienti) respectiv prognostic nefavorabil (16 pacienti) in functie
de criteriile enuntate in capitolul anterior.

Intrucat in literatura de specialitate nu existi mentionate valori de referinti ale dimensiunilor
glomerulare normale pentru copii, la nivel national si international, am alcatuit initial un lot martor
(lotul martor I) din piese provenite de la necropsii realizate in cadrul Departamentului de Anatomie
Patologica al Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii “Maria Sktodowska Curie” Bucuresti (total
— 68 piese), cu mentiunea ca pentru fiecare pacient cu NLGM sau GSFS a fost alocat, in lotul
martor, o piesd de tesut renal necropsic provenita de la un pacient cu aceeasi varsta si acelasi gen
cu cele ale pacientului cu podocitopatie. Pe langa criteriile de varstad si gen care au fost luate Tn
considerare, pentru includerea 1n lotul martor a fost respectatd conditia ca pacientul decedat sa nu
aiba antecedente clinice sau dovezi morfologice ale unei boli renale primare sau o altd patologie
cu posibild atingere renala secundara (diabet zaharat, lupus eritematos sistemic). Tn a doua etapi a
studiului, am selectat doar pacientii cu NLGM spre a-i diferentia pe cei cu prognostic favorabil de
cei cu prognostic nefavorabil. Acestia au fost analizati in functie de dimensiunile glomerulare si
valoarea proteinuriei/24 h.

Ca reper n analiza comparativa, am format un nou lot martor, considerat lotul martor II,
alcatuit din 51 de pacienti investigati prin PBR pentru afectiuni renale cu exceptia proteinuriei de
rang nefrotic (cea mai frecventd indicatie fiind hematuria micro/ macroscopicd recurenta).

Analiza morfometrica a fost realizata pe preparatele microscopice scanate — lame digitale,
cu ajutorul scanner-ului Leica Aperio AT2. Masuratorile au fost efectuate prin utilizarea
programului Digital Image Hub versiunea 4.0.6, furnizat de Leica.

Am aplicat doud metode pentru a determina dimensiunea glomerulard: mdasurarea
diametrului glomerular (Figura 9), respectiv trasarea manuala a perimetrului glomerular (Figura
10), urmand ca aria sa fie estimati in primul caz ca fiind dedusi cu ajutorul formulei clasice mr?,
iar in cel de-al doilea caz dedusa direct de programul Digital Image Hub 4.0.6, in baza conturului

delimitat manual.
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Figura 9. Masurarea diametrelor Figura 10. Tehnica trasarii manuale a

glomerulare (albastru de toluidina, 200x) perimetrului glomerular (AT, 200x)
Rezultate
Lotul martor | alcatuit din preparate microscopice provenite de la necropsii a inclus un total
de 68 de piese (29 de gen feminin si 39 de gen masculin), cu o varsta medie a subiectilor de la care
proveneau de 10.11 £ 3.25 ani.

Analiza statistica aplicata (testul T student dependent - two tailed, paired test) pentru
compararea celor doud metode de masurare a relevat absenta diferentelor semnificative statistic (p
= 0.8467). Acest rezultat a aratat ca, indiferent de metoda aplicata (masurarea diametrului sau a
perimetrului glomerular), ambele metode au fost fiabile pentru estimarea ariei glomerulare, oferind
rezultate asemandtoare.

Prin metoda de masurare a diametrului glomerular, grupul de control a avut valori cuprinse
n intervalul (123.98;196,58) cu o medie a valorilor de 155.06 £+ 26.41 um; grupul cu NLGM —
prognostic favorabil a avut valori cuprinse intre (142.79;209.54) cu o medie a valorilor de 172.84
+ 27.91 pm; grupul cu NLGM - prognostic nefavorabil a avut valori cuprinse in intervalul
(148.50;235.84) cu o medie a valorilor de 207.74 £+ 29.39 pm iar grupul cu GSFS a avut valori
cuprinse 1n (176.96;221.67), cu o medie a valorilor de 202.54 + 22.43 um. Media valorilor
diametrelor obtinute pentru fiecare grup studiat este reprezentata grafic in Figura 11.

Intre valorile obtinute pentru fiecare grup analizat am obtinut p < 0.05 (testul T student
dependent — two tailed, paired test), pentru fiecare comparatie, cu o singura exceptie. Singurul caz

in care diferentele semnificative statistic au fost absente a fost reprezentat de compararea
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pacientilor cu NLGM — prognostic nefavorabil cu pacientii cu GSFS (p= 0.8296, test T student

dependent — two tailed, paired test).
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Figura 11. Media diametrelor glomerulare pentru fiecare subgrup studiat

Prin cea de-a doua metoda aplicata, anume masurarea perimetrului glomerular, am obtinut
urmatoarele valori pentru estimarea ariei glomerulare: in grupul control, valorile au fost cuprinse
n intervalul (13498.78 - 21784.55), cu o medie de 17023.56 + 3087.62 um?; in grupul NLGM —
prognostic favorabil, valorile obtinute au fost intre (14223.94 - 26904.45) cu o medie de 20608.34
+ 5179.664 um?; in grupul NLGM — prognostic nefavorabil, rezultatele au fost cuprinse Tntre
(20178.44 - 29983.73) cu o medie de 26157.93 + 4306.528 um? iar in grupul cu GSFS am obtinut
valori cuprinse ntre (20387.69 - 30189.44) cu o medie de 25178.89 £ 3985.59 um?. Similar cu
rezultatele inregistrate prin masurarea diametrului glomerular, am obtinut p <0.05 (testul T student
dependent — two tailed, paired) pentru fiecare comparatie intre grupurile analizate din punctul de
vedere al masurarii ariei glomerulare prin cea de-a doua metoda, cu exceptia notatd anterior.

Rezultatele evaluarii morfometrice au fost analizate prin raportare la valorile proteinuriei,
avand ca element de referinta lotul martor II - control, alcatuit din 51 de pacienti (24 de gen feminin
si 27 de gen masculin), cu o varstd medie la momentul PBR de 9.5 + 2.37 ani.

Datele rezultate din compararea valorilor proteinuriei celor trei subgrupuri (lot martor II,
subgrup NLGM — prognostic favorabil si subgrup NLGM — prognostic nefavorabil) au indicat
diferente semnificative statistic (p < 0.05) in fiecare situatie (testul Mann-Whitney-Wilcoxon).

Intr-o etapa ulterioard, am folosit regresia liniard pentru analiza existentei unei relatii intre
dimensiunile glomerulului si valoarea proteinuriei pentru fiecare pacient. Au fost comparate pe
de-o parte diametrul glomerulului si valoarea proteinuriei si, pe de alta parte, aria glomerulara si
proteinuria/24 h a pacientului. Atat pentru grupul NLGM — prognostic favorabil cat si pentru

grupul NLGM — prognostic nefavorabil am obtinut o corelatie stransa (p < 0.05) intre aceste valori
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(Figura 12), demonstrand astfel o relatie directa de tip: cu cat este mai mare glomerulul, cu atat
este mai ridicata si valoarea proteinuriei. In mod concret, in toate cazurile investigate, pacientii cu
glomeruli de dimensiuni crescute au prezentat valori ale proteinuriei mai ridicate fata de cei care

au avut glomeruli cu dimensiuni reduse.
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Figura 12. Regresie liniara intre pacientii cu NLGM din punctul de vedere al diametrului

glomerular si al proteinuriei/24h

Particularitati structurale Tn nefropatia cu leziuni glomerulare
minime si in glomeruloscleroza focala si segmentara — studiu Tn

microscopie optica si imunofluorescenta

Multi autori considera glomerulonefrita mezangioproliferativa si nefropatia cu IgM ca fiind
variante histologice ale NLGM sau GSFS [13], alte opinii sustindnd definirea ca entitati
diagnostice de sine stitdtoare. Existd rezultate care atesta ca acei copii diagnosticati cu NLGM
care asociaza hipercelularitate mezangiala au un prognostic nefavorabil din punctul de vedere al
numarului crescut de recaderi [14]. Pe de alta parte, un alt studiu efectuat pe copii cu NLGM a
demonstrat relatia dintre proliferarea de celule mezangiale si un prognostic favorabil [15,16].

Intrucat nu este clar stabilit impactul pe care hipercelularitatea mezangiala il poate avea
asupra prognosticului pacientilor cu NLGM, numeroase studii au incercat sa coreleze prezenta
acesteia cu cea a depozitelor de IgM in IF. Tinand cont si de pozitivarea in IF a depozitelor de

IgM, si in acest caz aspectele sunt controversate. Exista studii care sustin ca prezenta depozitelor
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de IgM in mezangiu nu influenteaza prognosticul pacientilor [17,18], in timp ce alte studii sustin
ca depozitele IgM pozitive in IF pot fi markerii initiali de severitate ai bolii [19].

In acest context, obiectivul definit a urmarit evaluarea prezentei hipercelularititii mezangiale
si a depozitelor de IgM, in relatie cu prognosticul pacientilor cu NLGM.

Material si metoda

Studiul a vizat pacientii diagnosticati cu NLGM, indiferent de prognosticul acestora.
Fragmentele tisulare recoltate au fost prelucrate corespunzator pentru MO, IF si ME. Au fost
utilizati anticorpi conjugati cu izotiocianat de fluoresceina anti-lgG, anti-IgA, anti-lgM, anti-
fractiuni complement (Clq, C3c, C4), anti-subunitati kappa sau lambda ale Ig, anti-albumina si
anti-fibrinogen. Cazurile diagnosticate ca NLGM au fost evaluate din punctul de vedere al
prezentei hipercelularitatii mezangiale respectiv al depozitelor de IgM 1in IF.

Rezultate

Din totalul celor 51 pacienti diagnosticati cu NLGM, un numadr total de 4 pacienti au
prezentat hipercelularitate mezangiala, iar 3 dintre acestia au asociat IgM pozitiv in IF. In functie
de distributia acestora din punctul de vedere al prognosticului, 3 dintre pacientii cu
hipercelularitate mezangiald au avut prognostic nefavorabil (18.75%), toti 3 avand si depozite de
IgM pozitive in IF, si doar un pacient din subgrupul cu prognostic favorabil a prezentat proliferare
mezangiala (2.85%), IF 1n acest caz fiind negativa. Analiza statistica (testul exact Fisher) aplicata
pentru a stabili relatia dintre prezenta hipercelularititii mezangiale difuze si prognosticul
nefavorabil nu a relevat diferente semnificative statistic (p = 0.0857). Absenta diferentelor
semnificative statistic a fost evidentiata si pentru asocierea dintre hipercelularitatea mezangiala

corelatd cu IgM pozitiv in IF si prognosticul nefavorabil la pacientii cu NLGM (p = 0.25).

Elemente de morfometrie in nefropatia cu leziuni glomerulare minime
si in glomeruloscleroza focala si segmentara — studiu Tn microscopie

electronica

Una din principalele trasaturi ale podocitopatiilor este reprezentata de ,,stergerea” proceselor
podocitare. Cea mai frecventa patologie diagnosticata in urma PBR la copii este NLGM, aceasta
fiind strans legata de aplatizarea proceselor podocitare, in timp ce numarul total de podocite

ramane constant, asemanator cu numdrul de podocite existente intr-un glomerul normal.
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”Stergerea” proceselor podocitare poate fi intalnita si in cadrul altor patologii — precum in fazele
incipiente de GSFS, urmata de detasarea podocitelor de MBG si intrarea in apoptoza. Obiectivul
definit a urmarit evidentierea unor diferente morfologice ce ar putea sa influenteze prognosticul
pacientilor cu NLGM 1inca de la prima biopsie renald, sau sa indice o posibila suspiciune de GSFS
n lipsa altor elemente definitorii ale bolii. Complementar acestui obiectiv, am studiat relatia dintre
»stergerea” proceselor podocitare si singura variabila paraclinicd pentru care am obtinut diferente
semnificative statistic intre pacientii cu NLGM stratificati in raport de prognostic — anume
proteinuria/24 h.

Material si metoda

Studiul a inclus pacientii diagnosticati cu NLGM, stratificati in functie de prognostic si pe
cei diagnosticati GSFS. Grupul martor a fost alcatuit din 68 de pacienti, care au necesitat PBR
pentru hematurie micro/macroscopica persistenta. Am definit “stergerea” proceselor podocitare
prin fuziunea completd a acestora intr-o zona specifica astfel incat diafragmele de filtrare sa nu
mai fie vizibile, iar MBG sa fie acoperita in acea zona de o banda subtire formata din fuziunea
pedicelelor.

Pentru analiza morfometrica, sectiunile realizate pentru ME au fost examinate, iar pentru
fiecare caz am selectat 5 imagini corespunzatoare a 5 bucle capilare diferite ale glomerulului, la o
putere de marire cuprinsd intre 5000 si 20000x. Toate imaginile au fost salvate cu extensia .tif si
au fost analizate cu ajutorul softului de prelucrare al imaginilor Image J versiunea 1.52a.

Am masurat, In fiecare imagine, lungimea MBG din bucla capilard situata pe versantul
dinspre spatiul urinar (fard a include MBG dinspre mezangiu) si lungimea zonei corespunzatoare

> %

de pe MBG 1in care se observa “stergerea” pedicelelor (Figura 13).

Figura 13. Tehnica de masurare utilizata in
studiu (linia galbena corespunde lungimii
MBG iar sagetile negre delimiteaza zona in
care se observa ’stergerea’ proceselor

podocitare; ME
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Rezultate

Rezultatele masuratorilor au relevat urmatoarele: in grupul martor, lungimea din MBG
corespunzatoare “stergerii” proceselor podocitare a fost cuprinsa intre 1.73% si 17.44%, cu o
medie a valorilor de 8.42 £+ 4.59%; grupul pacientilor diagnosticati cu GSFS a avut valori cuprinse
intre 38.57% si 87.07%, cu o medie a valorilor de 55.44 + 16.17%; in grupul cu NLGM —
prognostic nefavorabil am obtinut valori cuprinse intre 41.95% si 77.77%, cu 0 medie de 55.96
11.14%, iar in grupul NLGM — prognostic favorabil pacientii au avut valori cuprinse intre 59.2%
si 98.67%, media fiind de 74.74 £ 11.56%.

Datele obtinute au relevat valori apropiate ale lungimii medii a MBG corespunzatoare
’stergerii” proceselor podocitare pentru pacientii cu GSFS si cei cu NLGM — prognostic
nefavorabil. Analiza statisticd a evidentiat diferente semnificative statistic Intre valorile medii ale
masuratorilor realizate intre grupul martor si fiecare dintre cele 3 grupuri de studiu (p < 0.001, test
T-student independent), indicand astfel ca aplatizarea proceselor podocitare nu ocupa acelasi
spatiu la nivelul MBG la pacientii fard proteinurie, comparativ cu pacientii cu patologii
caracterizate prin proteinurie. Valorile obtinute au fost semnificativ statistic diferite intre grupul
GSFS si grupul NLGM — prognostic favorabil, respectiv intre grupul NLGM — prognostic
nefavorabil si grupul NLGM — prognostic favorabil (p < 0.001, test T student independent). Nu
am Tnregistrat diferente semnificative intre grupul GSFS si grupul NLGM — prognostic nefavorabil
(p =0.81949, test T student independent).

Analiza statisticd a evidentiat, prin testul Mann-Whitney si regresie statistica, prezenta unei
corelatii directe intre afectarea podocitara prezenta in grupurile NLGM stratificate in functie de
prognostic si proteinuria pacientului (g/24 h) (p=0.0035 respectiv p=0.0049) (Figura 14).
Reprezentarea graficd a rezultatelor a marcat dependenta dintre cresterea procentului in care sunt
’sterse” procesele podocitare si valoarea proteinuriei, functia care a redat cel mai bine acest aspect
(cea mai mare valoare obtinuti pentru R? in ecuatia redati grafic) fiind functia exponentiala (Figura
14). Datele noastre au confirmat faptul ca pacientii cu NLGM — prognostic nefavorabil au prezentat
proteinurii mai mari fatd de cet NLGM — prognostic favorabil, in schimb “stergerea” pedicelelor a

fost mai putin reprezentata la cei cu prognostic nefavorabil fata de cei cu prognostic favorabil.
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Figura 14. Relatia dintre “stergerea” proceselor podocitare (%) si proteinurie (g/24 h) la
pacientii cu NLGM

Particularitati structurale in nefropatia cu leziuni glomerulare
minime si in glomeruloscleroza focalia si segmentara — studiu

imunohistochimic

Literatura de specialitate acorda un spatiu important analizei similitudinilor si diferentelor
clinico-morfologice dintre NLGM si GSFS, in tentativa de a stabili daca cele doua entitati
diagnostice sunt etape evolutive ale aceleiasi afectiuni, sau daca sunt dezvoltate prin mecanisme
fiziopatologice distincte.

Conform rezultatelor publicate in fluxul principal, markerul de activare CD44 poate
diferentia NLGM de stadiile incipiente ale GSFS [20]. De asemenea CD44 este pozitiv si in stadiile
precoce de recadere a GSFS la pacientii care au beneficiat de transplant renal, singurul aspect
initial observat fiind “stergerea” proceselor pediculate inainte de aparitia clara a GSFS [11]. Aceste
doua studii furnizeaza argumente solide pentru utilizarea CD44 drept marker pentru posibilul
diagnostic de GSFS incipienta. Odatd cu publicarea studiului efectuat de Shimada et al., in 2011
[21], NLGM a fost privita drept o patologie cu dubld componenta initiala: pe de-0 parte prin
modificari ale suprafetei podocitare, reflectate prin expresia CD80 pe membrana podocitara si, pe
de alta parte, prin disfunctia limfocitelor T reglatorii. Astfel, numeroase studii au vizat investigarea
expresiei CD8O0 ca si element de diagnostic diferential intre NLGM si GSFS, printr-o metoda non-
invaziva - anume dozarea CD80 urinar. S-a demonstrat ca prezenta CD80 urinar si valorile acestuia

la copiii cu sindrom nefrotic pot diferentia NLGM de GSFS [22,23,24]. Suplimentar, studii recente
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au demonstrat ca prezenta CD80 la nivel glomerular reprezintd un marker sensibil de diagnostic al
NLGM, fara insa a putea diferentia intre formele corticosensibile sau corticorezistente de NLGM
[12].

Avand 1n vedere cele enuntate mai sus, obiectivul definit a vizat analiza expresiei markerilor
CD44, Ki-67 si CD80, urmarind identificarea profilului particular al exprimarii lor in corelatie cu
patogenia leziunilor pacientilor diagnosticati cu NLGM — prognostic nefavorabil, leziuni care pot
masca apartenenta diagnostica la NLGM — forma corticorezistentd sau la GSFS — forma incipienta,
inainte de aparitia sclerozei segmentare.

Material si metoda

Lotul de studiu a fost alcatuit din cei 51 de pacienti diagnosticati cu NLGM, stratificati in
functie de prognostic. Fragmentele tisulare ale acestor pacienti incluse in rasini epoxidice sub
forma de capsule etichetate, au fost sectionate suplimentar in vederea efectuarii IHC pe sectiuni
semifine. Tehnica propriu-zisa de efectuare a examenului IHC in aceste conditii este practicata in
cadrul Departamentului de Anatomie Patologica si Citologie al Spitalului Ambroise-Paré,
Boulogne-Billancourt, Paris — Franta.

Rezultate

Expresia Ki-67 a fost negativa pentru toti cei 51 de pacienti (atat pentru cei cu prognostic
favorabil, cat si pentru cei cu prognostic nefavorabil).

Expresia anticorpului antiCD80 a avut un grad de pozitivare de 72.54% din totalul
pacientilor (37 de pacienti din totalul celor 51). In functie de apartenenta la subgrupul de studiu,
reactia CD80 a fost pozitiva pentru 33 de pacienti din cei 35 cu NLGM — prognostic favorabil,
(94.28%) si 4 pacienti din cei 16 cu NLGM — prognostic nefavorabil (25%) — Figura 15. Imagine

reprezentativa cu CD80 pozitiv in subgrupurile de studiu este ilustrata in Figura 16.
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Figura 15. Distributia CD80 in cele doud Figura 16. CD80, 1000x, pozitiv la un

grupuri studiate pacient cu NLGM — prognostic nefavorabil
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Analiza statistica (testul exact Fisher) a relevat diferente semnificative statistic (p < 0.001)
ntre expresia CD80 pozitiv in subgrupul de NLGM — prognostic favorabil si, respectiv, NLGM —
prognostic nefavorabil.

Expresia antiCD44 a avut un grad de pozitivare de 25.49 % din totalul pacientilor cu NLGM
(13 pacienti din totalul celor 51), distributia in functie de subgrupurile de studiu indicand ca toate
cazurile pozitive au facut parte din subgrupul NLGM — prognostic nefavorabil, (13 cazuri din cele
16 - 81.25%) si ca nu a existat niciun caz pozitiv pentru CD44 in subgrupul NLGM — prognostic
favorabil (Figura 17). Aspect reprezentativ pentru reactia CD44 pozitiva la pacientii cu NLGM —

prognostic nefavorabil este ilustrat in Figura 18.
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Figura 17. Distributia imunomarcajului Figura 18. Imunomarcaj CD44, 1000x,
CD44 in cele doua grupuri studiate pozitiv la pacient cu NLGM — prognostic

nefavorabil

Analiza statisticd (testul exact Fisher) a evidentiat faptul ca existd o diferentd semnificativa
statistic (p=0.0269) intre expresia CD44 pozitiv in grupul de NLGM — prognostic favorabil si
NLGM — prognostic nefavorabil.

Integrarea rezultatelor imunoreactiei pentru markerii CD44 si CD80, pentru fiecare caz in
parte, a condus la caracterizarea celor doua subgrupuri de NLGM, cu prognostic favorabil si
respectiv cu prognostic nefavorabil, prin prisma substratului molecular care poate diferentia cele
de aparitia sclerozei segmentare.

Astfel, avand in vedere faptul ca pacientii cu NLGM — prognostic favorabil au prezentat
imunoreactie negativa pentru CD44 (potential marker pentru GSFS incipientd, inainte de aparitia

sclerozei segmentare), am considerat ca acest marcaj este tipic pentru NLGM, in corelatie cu
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prognosticul. In paralel, 33 din 35 pacienti din acest subgrup au prezentat imunoreactic CD80
pozitiva, marcaj considerat un argument in plus pentru diagnosticul de certitudine al leziunilor
histopatologice specifice NLGM. Tn baza acestor considerente, subgrupul NLGM — prognostic
favorabil a fost considerat ca subgrup martor, aspectul IHC fiind interpretat ca si aspect tipic de
NLGM.

Rezultatele obtinute in investigarea IHC pentru subgrupul NLGM — prognostic nefavorabil,
au permis diferentierea de subgrupul NLGM - prognostic favorabil. Aceastd diferentiere
moleculard, care a adus informatii suplimentare examenelor in MO, IF si ME, a indicat
posibilitatea incadrarii acestui subgrup ca GSFS incipienta, inainte de dezvoltarea sclerozei
segmentare.

Rafinand analiza profilului IHC care a caracterizat subgrupul NLGM - prognostic

» CD44 pozitiv si CD80 negativ — 12 pacienti (75%);

» CD44 negativ si CD80 pozitiv — 3 pacienti (18.75%);

» CD44 pozitiv si CD80 pozitiv — 1 pacient (6.25%).

Cele trei tipuri ale imunoreactiei au fost interpretate in corespondentd cu profilul clinic,
tinand cont ca aceste cazuri au provenit de la pacienti cu un prognostic atipic pentru NLGM:

» CD44 pozitiv si CD80 negativ — situatie corespunzatoare unei GSFS incipiente inainte de
aparitia zonelor de scleroza focala si segmentara;

* CD44 negativ si CD80 pozitiv — situatie corespunzatoare NLGM, fara implicarea GSFS;

* CD44 pozitiv si CD80 pozitiv — situatie de granita cu elemente din ambele patologii, atat
NLGM cat s1 GSFS, susceptibila cu ipoteza conform careia aceste podocitopatii sunt de fapt stadii
diferite de evolutie din continutul aceluiasi proces fiziopatologic.

Rezultatele noastre indica faptul cd proportia pacientilor care au prezentat pozitivitate pentru
un singur anticorp a fost covarsitoare (15 pacienti - 93.75%), spre deosebire de pozitivitatea
ambilor anticorpi la un singur pacient din cei 16 — 6.25% (Figura 19). Acest aspect a fost interpretat
ca reper pentru a Inclina balanta cétre infirmarea ultimei ipoteze mentionate, si pentru certificarea
ca NLGM, respectiv GSFS, sunt entititi fiziopatogenice distincte, cu mecanisme patogenice

diferite.
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Figura 19. Pacient diagnosticat cu NLGM — prognostic nefavorabil. A — CD44, 1000x, pozitiv in
special la nivelul celulelor parietale din vecinatatea capsulei Bowman, discrete celule epiteliale
parietale activate, migrate in interiorul glomerulului; B — CD80, 1000x, pozitiv difuz pozitiv la
nivelul podocitelor

Avand in vedere majoritatea pozitivarii cazurilor pentru CD44 (75%), datele obtinute au
indicat ca pacientii diagnosticati initial ca NLGM — prognostic nefavorabil ar putea constitui cazuri

.....

glomerul.

Concluzii si contributii personale

Concluzii

Ideea in jurul careia a fost construita cercetarea doctorala a fost reprezentata de identificarea
si analiza aspectelor distinctive ale pacientilor pediatrici care au fost diagnosticati cu NLGM dar
care, in evolutie, nu au prezentat prognosticul asteptat conform datelor din literatura de
specialitate. Astfel, am realizat o caracterizare completa a grupului de pacienti inclusi in studiu,
din punct de vedere demografic, clinic, paraclinic si anatomopatologic — utilizand maximul de
informatii existente pe preparatul initial de PBR. Avand in vedere noile cercetdri din domeniul
podocitopatiilor, am pornit de la ipoteza conform careia diagnosticul de NLGM stabilit initial
poate masca, in cazul pacientilor cu evolutie nefavorabild, un diagnostic mult mai sumbru, anume
GSFS — scleroza segmentara fiind imposibil de evidentiat morfologic la momentul prezentarii
pacientului. Consecutiv, intrebarea cheie la care studiul doctoral a urmarit formularea unui raspuns

a fost enuntata astfel: ”in fata unui pacient cu glomeruli optic normali, IF negativa si pedicele
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“sterse” extensiv Tn ME, existd anumiti parametri care s indice o posibild evolutie spre aparitia
sclerozei glomerulare, sau diagnosticul de NLGM este singurul luat in considerare?”

Studiul de fatd a caracterizat intregul grup NLGM cu prognostic nefavorabil din punct de
vedere epidemiologic, clinico-paraclinic si morfologic (in baza modificarilor prezente in
fragmentele tisulare prelevate prin PBR), datele obtinute fiind interpretate utilizand statistica
descriptiva si inferentiala. De cele mai multe ori a fost utilizat un lot martor cu care a fost comparat
grupul de studiu, pentru a valida semnificatia rezultatelor obtinute. Obiectivele de cercetare
definite au fost realizate cu ajutorul studiilor morfometrice in MO, ME cét si cu ajutorul IHC
efectuata pe sectiuni semifine.

Metodele utilizate pot fi integrate intr-un algoritm de analiza care rafineaza posibilitatea
precizarii, pentru fiecare pacient la care se suspicioneazd NLGM, dacd va avea prognosticul
scontat de literatura de specialitate sau va face parte din categoria celor corticorezistenti, sau din
categoria celor care prezinta GSFS incipienta.

Astfel, am demonstrat cd investigarea acestor pacienti apeland la noi parametri
imunohistochimici si evaluare morfometrica poate fi de un real folos in identificarea unor aspecte
cu aplicabilitate practica pentru clinicienii care se confruntd cu alegeri dificile in stabilirea
managementului terapeutic. Trebuie Tnsa subliniat faptul ca tehnicile utilizate nu pot fi aplicate in
practica de rutind. Analiza morfometrica este o metoda operator dependenta, consumatoare de
timp, si care necesita programe specializate de analiza si prelucrare ale imaginilor. Tehnica [HC
cu aplicarea CD44 a condus la obtinerea unui rezultat fiabil in precizarea unei GSFS incipiente,
dar aceastd tehnicd a ridicat si cele mai multe probleme de prelucrare ale tesutului, datorita
particularitatilor de arhivare ale fragmentelor tisulare prelevate prin PBR (capsule etichetate,
polimerizate in rasini epoxidice).

Limitele studiului doctoral deriva din numarul relativ mic de subiecti inclusi in studiu.
Dimensiunea grupului analizat nu a permis obtinerea unor rezultate cu putere statistica ridicata,
sustinand astfel clarificarea unor aspecte importante pentru diagnosticul diferential — de exemplu
validarea cut-off-ului pentru proteinurie in diagnosticul diferential al pacientilor NLGM cu
prognostic favorabil, fatd de cei cu prognostic nefavorabil.

Directiile de cercetare ar trebui axate pe elucidarea mecanismelor care stau la baza proceselor
fiziopatologice ale acestor doud podocitopatii. Odata intelese toate aspectele, inclusiv modul in

care se suprapun aceste procese, existd avantaje majore de ordin terapeutic, spre exemplu folosirea
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abataceptului la cei cu recadere de NLGM. Trebuie efectuate studii clinice randomizate cu
includerea unui numar mare de subiecti pentru a stabili cu certitudine relatiile existente Intre

diferitele mecanisme fiziopatologice si rasunetul lor clinic.

Contributii personale

* Studiul de fata a inclus un numar de 126 pacienti diagnosticati in cadrul Departamentului
de Nefrologie Pediatrica al Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii “Maria Sktodowska Curie”
Bucuresti, evaluati prin PBR in perioada 2010-2020; dintre acestia, urmand criteriile de selectie si
pe cele de excludere, am selectat 51 pacienti cu diagnosticul NLGM si 17 pacienti cu diagnosticul
GSFS. Pacientii cu diagnostic de NLGM au fost incadrati in doud subgrupuri: cu prognostic
favorabil (35 de pacienti) respectiv cu prognostic nefavorabil (16 pacienti). Ceilalti pacienti pentru
care, in urma evaluarii PBR, au avut alte incadrari diagnostice, au constituit lotul/ loturile martor.

* La nivelul intregului lot selectat a existat o usoara dominantd a genului masculin (55.93%
fata de 44.06% pentru genul feminin), iar varsta medie la diagnostic a fost de 10.44 + 3.45 ani.
Majoritatea cazurilor au provenit din zona de sud-est a tarii, fapt ce se coreleaza cu adresabilitatea
crescutd a pacientilor din aceastd zona pentru capitala.

* Principala indicatie clinica de efectuare a PBR a fost SNCR (33%), iar in urma acesteia,
cel mai frecvent diagnostic stabilit a fost reprezentat de NLGM (43%).

« In analiza comparativd a pacientilor cu NLGM si, respectiv, GSFS, vérsta medie a
pacientilor cu NLGM a fost de 9.94 + 3.59 ani, iar in cadrul grupului cu GSFS - 10.29 + 2.91 ani,
fara diferente semnificative statistic intre cele doua grupuri diagnostice.

* Atat pentru pacientii cu NLGM, cat si pentru cei cu GSFS am observat o pondere crescuta
pentru genul masculin — 52%, respectiv 70%. Stratificand pacientii in functie de varsta si gen, nu
am obtinut rezultate semnificative statistic in analiza comparativa a subgrupurilor de diagnostic.

* Luand in considerare criteriul de biopsiere, majoritatea pacientilor NLGM (43%) au fost
biopsiati pentru SNCR, acesta indicatie fiind majoritara si pentru pacientii GSFS (82%).

« In analiza variabilelor paraclinice (proteine totale, lipide totale, colesterol, trigliceride, acid
uric, uree, creatinind, proteinurie/ 24 h) nu am obtinut diferente semnificative statistic intre
pacientii cu GSFS si cei cu NLGM.

« In analiza comparativa a pacientilor cu NLGM — prognostic favorabil si, respectiv, cu

NLGM - prognostic nefavorabil, analiza statistica a relevat diferente semnificative statistic pentru
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parametrul varsta. Distributia pe genuri a fost cvasiegala pentru grupul cu prognostic favorabil.
Desi pacientii de gen masculin au reprezentat 68.75% din subgrupul cu prognostic nefavorabil,
analiza statisticd nu a confirmat corelatia dintre acest gen si prognostic.

* Principalele indicatii de biopsiere in cazul pacientilor cu NLGM — prognostic favorabil au
fost SNCR (28%) si SNCS cu lipsa raspunsului tardiv la tratamentul steroidian dupa un raspuns
favorabil Tntr-o prima etapa (28%), in timp ce 75% pacientii NLGM — prognostic nefavorabil au
fost biopsiati pentru SNCR.

* Analiza comparativa a pacientilor cu NLGM — prognostic favorabil si, respectiv, NLGM —
prognostic nefavorabil, din punctul de vedere al constantelor biologice, a relevat diferente
semnificative statistic pentru valorile proteinuriei. Pacientii cu evolutie nefavorabila au avut valori
mult mai mari ale proteinuriei/24 h fatd de cei cu evolutie favorabild, curba ROC indicand o

« In analiza de MO, pentru o caracterizare cit mai obiectivd a subgrupului NLGM —
prognostic nefavorabil, am efectuat o analizd comparativa cu subgrupul NLGM — prognostic
favorabil si subgrupul GSFS, asigurand 1n constituirea subgrupurilor corespondenta de varsta si
gen.

* Pentru studiul de morfometrie in MO, am utilizat doud tehnici de masurare ale glomerulilor
in MO (diametrul glomerular si perimetrul glomerular) care au permis calcularea ariei glomerulare.
Cele doua metode de masurare au oferit rezultate similare, astfel incat au fost validate si aplicate.

* Am obtinut, in urma analizei morfometrice, urmatoarele valori medii ale diametrelor
glomerulare: pentru grupul martor 155.06 + 26.41 um, grupul cu NLGM — prognostic favorabil
172.84 £ 27.91 pum; grupul cu NLGM — prognostic nefavorabil 207.74 + 29.39 um iar pentru
grupul cu GSFS 202.54 £+ 22.43 ym. Comparand mediile diametrelor glomerulare intre grupurile
studiate, am obtinut diferente semnificative statistic, cu exceptia comparatiei dintre grupul NLGM
— prognostic nefavorabil si grupul GSFS. Conform datelor obtinute, pacientii cu NLGM —
prognostic nefavorabil pot avea diametre glomerulare cu aproximativ 20% mai mari decét
diametrele glomerulare ale pacientilor NLGM ce vor evolua favorabil.

* Rezultatele masurdrii mediei ariei glomerulare au fost urmatoarele: in grupul control,
17023.56 + 3087.62 um?; in grupul NLGM — prognostic favorabil 20608.34 £ 5179.664 um?; in
grupul NLGM — prognostic nefavorabil 26157.93 + 4306.528 pm? iar in grupul cu GSFS 25178.89

+ 3985.59 um?. Analiza statistici a relevat diferente semnificative statistic intre grupuri, cu
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exceptia comparatiei dintre grupul GSFS si grupul NLGM — prognostic nefavorabil. Conform
datelor obtinute, pacientii cu NLGM — prognostic nefavorabil pot avea o arie glomerulara cu 27%
mai mare fatd de cea a pacientilor cu prognostic favorabil.

» Analiza statisticd a indicat diferente semnificative intre valorile proteiuriei in grupul
NLGM - prognostic favorabil si, respectiv, grupul NLGM — prognostic nefavorabil. Cu ajutorul
regresiei liniare, am pus in evidentad o relatie de dependenta intre valorile proteinuriei si
dimensiunile glomerulare, in ambele grupuri. Dimensiunile glomerulare crescute au fost corelate
cu valori ridicate ale proteinuriei/ 24 h.

« In grupul NLGM — prognostic nefavorabil am identificat 3 pacienti cu hipercelularitate
mezangiala difuza care au asociat si IgM pozitiv In IF. Analiza statisticd nu a confirmat corelatia
dintre hipercelularitatea mezangiala difuza, respectiv prezenta depozitelor de IgM si prognosticul
nefavorabil.

* Analiza morfometricd In ME a vizat grupul NLGM (stratificat n raport de prognostic),
grupul GSFS si grupul martor. Pentru fiecare pacient au fost efectuate masurdtori ale “stergerii”
pedicelelor in raport cu lungimea MBG, iar media rezultatelor obtinute a fost: 8.42 +4.59 % pentru
grupul martor, 55.44 £+ 16.17 % pentru pacientii cu GSFS, 55.96 + 11.14 % pentru pacientii NLGM
— prognostic nefavorabil si 74.74 = 11.56 % pentru pacientii NLGM — prognostic favorabil.
Analiza statistica a relevat diferente semnificative statistic Intre grupul GSFS si grupul NLGM —
prognostic favorabil, precum si intre grupul NLGM — prognostic favorabil si grupul NLGM —
prognostic nefavorabil; nu au fost inregistrate diferente semnificative statistic intre grupul GSFS
si grupul NLGM — prognostic nefavorabil, la acesti pacienti proportia in care procesele podocitare
sunt “sterse” fiind similara.

* Analiza statisticd a evidentiat existenta unei corelatii intre valorile proteinuriei si procentul
in care sunt “sterse” pedicelele la grupul NLGM — prognostic favorabil si, respectiv, grupul NLGM
— prognostic nefavorabil. Conform datelor obtinute, pacientii cu NLGM — prognostic nefavorabil
au avut proteinurii mai mari si o aplatizare mai restransa a pedicelelor, comparativ cu pacientii cu
NLGM - prognostic favorabil.

» Examenul THC, utilizand tehnica particulara si anticorpi anti-Ki-67, anti-CD44 si anti-
CD80, a urmarit validarea ipotezei conform careia pacientii cu NLGM — prognostic nefavorabil
pot fi pacienti cu GSFS nediagnosticata datoritd evaluarii intr-un stadiu incipient, precursor al

aparitiei sclerozei segmentare.
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* Imunomarcajul Ki-67 negativ, atat pentru grupul cu NLGM — prognostic favorabil, cat si
pentru grupul NLGM — prognostic nefavorabil, a indicat absenta existentei podocitelor intrate in
ciclul de diviziune celulara si, implicit, aparitia GSFS varianta cu colaps glomerular.

* Imunomarcajul pentru CD80 a fost pozitiv in 94.28% cazuri din grupul NLGM — prognostic
favorabil, si in 25% cazuri din grupul NLGM — prognostic nefavorabil, analiza statistica indicand
diferente semnificative statistic Intre expresia CD80 in cele doua grupuri. Consecutiv, CD80
reprezintd un marker podocitar valoros pentru identificarea leziunilor tipice de NLGM ale
pacientilor 1n recadere.

* Imunomarcajul pentru CD44 a fost negativ pentru toate cazurile din grupul NLGM —
prognostic favorabil, si pozitiv pentru 81.25% cazuri din grupul NLGM — prognostic nefavorabil,
analiza statistica indicand diferente semnificative statistic intre expresia CD44 in cele doud
grupuri.

« In grupul NLGM - prognostic favorabil, imunoreactia CD44 negativa in toate cazurile si
imunoreactia CD80 pozitiva in 94.28% din cazuri a fost interpretatd ca expresie tipica pentru
aceastd conditie patologica. In grupul NLGM — prognostic nefavorabil, 75% cazuri au prezentat
imunoreactie CD44 pozitiva si CD80 negativa, 18.75% cazuri — imunoreactie CD44 negativa si
CD80 pozitiva, si 6.25% cazuri imunoreactie pozitiva dubla, pentru CD44 si CD80. Consecutiv,
profilul IHC al pacientilor cu imunoreactie CD44 pozitiva si CD80 negativa poate fi interpretat ca
reper de identificare a transformarilor produse la nivel molecular, intr-un stadiu incipient de GSFS,

premergator aparitiei glomerulosclerozei.
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