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Introducere

Creierul este cel mai complex si cel mai nobil organ din corp.

Bolile cerebrovasculare reprezintd o importantd problema de sdndtate publica la nivel
mondial si una din primele 3 cauze de mortalitate, aldturi de bolile cardiovasculare si neoplazii.
Cheltuielile sistemelor de sanatate pentru tratamentul acestor pacienti sunt foarte mari, datorita
faptului ca spitalizarea si recuperarea sunt de lungda durata, dar si incapacitatii de munca care poate
rezulta dupa un accident vascular cerebral. De asemenea, reprezintd principala cauza de
dizabilitate fizicd si mentald, la populatia adultd, de epilepsie secundara, dementd, depresie,
afectiuni care pot complica evolutia pe termen mediu, scurt si lung.

Accidentul vascular cerebral(AVC) ischemic apare atunci cand fluxul sanguin catre o parte
a creierului este Intrerupt sau redus sever, ceea ce duce la privarea de oxigen si substante nutritive
a tesutului cerebral.

Cauzele principale ale accidentului vascular cerebral ischemic sunt multiple; cele mai
importante includ tromboza, embolia si stenoza arteriald severa. Ischemia cerebrald declanseaza o
cascadd complexd de evenimente patologice, inclusiv disfunctia celulara, inflamatia si moartea
neuronala. Efectele ischemiei cerebrale pot varia de la deficite neurologice minore pana la
dizabilitate severa si deces.

Conform statisticilor Roméania ocupa primul loc atit din punct de vedere al incidentei si al
mortalitatii, cat si al dizabilitatii pe termen scurt, mediu si lung. Literatura de specialitate trage un
semnal de alarma datoritd aparitiei cazurilor de AVC la varste din ce In ce mai tinere, uneori chiar
si sub 30 de ani. Stilul de viatd majoritar sedentar, alimentatia nesandtoasd sau
supraponderabilitatea/obezitatea cresc riscul de boli cerebrovasculare, dar accidentul vascular
cerebral apare si la persoane foarte active din punct de vedere profesional sau la profesii la care
apare asa-numitul fenomen de burnout.

In prezent, cu performantele neuroimagisticii diagnostice moderne, diagnosticul de
accident vascular cerebral este aproape intotdeauna simplu. Totusi, atunci cand resursele sunt
limitate, biomarkerii serici sau din LCR pot sd aiba valoare diagnosticd, precum troponina in
infarctul miocardic acut. Mai mult decat atat, in conditii de prespital un biomarker seric cu dozare

rapidd poate fi fiabil pentru un diagnostic precoce.



Studiul biomarkerilor in accidentul vascular cerebral ischemic este un domeniu de
cercetare In continua dezvoltare, cu potential de a imbunatati considerabil managementul clinic al
acestor pacienti.

Identificarea si validarea unor biomarkeri specifici si sensibili pot facilita implementarea
unor strategii terapeutice personalizate si eficiente, reducand astfel impactul acestei afectiuni
devastatoare asupra indivizilor si societdtii. De asemenea, biomarkerii pot oferi informatii
valoroase pentru intelegerea mecanismelor patogenice si dezvoltarea de noi terapii.

Identificarea rapida si managementul corespunzator al AVC ischemic sunt esentiale pentru
reducerea sechelelor si imbundtétirea prognosticului pacientilor pe termen scurt, mediu si lung.

Tratamentul prompt poate include tromboliza, trombectomia mecanicd sau administrarea
de medicamente antitrombotice. Succesul interventiilor terapeutice depinde in mare masura de
timpul care decurge de la debutul simptomelor pana la initierea tratamentului, motiv pentru care
diagnosticarea precoce si precisa a AVC ischemic este cruciala.

Pe masura ce populatia globala imbatraneste si incidenta factorilor de risc creste, este de
asteptat ca si prevalenta AVC ischemic si creascd semnificativ in urmatoarele decenii. In acest
context, cercetdrile asupra biomarkerilor devin esentiale, nu doar pentru interventiile terapeutice
disponibile, dar si pentru dezvoltarea unor noi metode de preventie si terapie.

Identificarea unor biomarkeri cu sensibilitate si specificitate ridicatd poate modifica
abordarea medicald a AVC-ului ischemic, permitidnd o interventie mai rapida si mai eficienta.

In alegerea temei de cercetare doctorald am fost motivat de noutitile din domeniul
biomarkerilor ce pot determina stabilirea cat mai precoce a diagnosticului, interventia terapeutica,
precum si estimarea prognosticului. Cercetarea biomarkerilor este importantd pentru practica
medicald din mai multe considerente.

1. Diagnosticarea rapida a unui AVC ischemic este criticd pentru a initia tratamente care
pot limita extinderea leziunii cerebrale si pot reduce dizabilitdtile pe termen lung. Biomarkerii
specifici ajutd la confirmarea unui diagnostic de AVC ischemic si pot diferentia aceasta conditie
de alte patologii cu simptomatologie similara.

2. Biomarkerii oferad informatii valoroase despre severitatea accidentului vascular cerebral,
permitand medicilor sa stratifice riscul pacientilor si sa personalizeze tratamentele. De exemplu,
nivelurile crescute ale unor proteine inflamatorii sau ale markerilor de leziuni neuronale pot indica

un AVC mai sever, necesitand interventii terapeutice mai agresive.
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3. In timpul si dupi administrarea tratamentului, biomarkerii se utilizeazd pentru a
monitoriza eficacitatea interventiilor. Scaderea nivelurilor serice ale unor biomarkeri specifici
indicd un raspuns favorabil la tratament, in timp ce nivelurile crescute pot sugera necesitatea
ajustdrii terapiei.

4. Biomarkerii sunt utili pentru prognosticul recuperarii pacientilor si identificarea celor cu
risc crescut de complicatii, permitand interventii precoce in prevenirea sechelelor pe termen lung
si pentru imbundtatirea calitatii vietii pacientilor.

Conform Clasificarii Internationale a Bolilor, varianta 10 (ICD-10)[1], utilizata in prezent
in Romania, AVC ischemic este considerat o boala a sistemului circulator ce are codificarea 163
(163.0-163.9).

Prin urmare, aceastd teza de doctorat isi propune sa investigheze si sa aduca noi perspective
in domeniul cercetarii biomarkerilor in cadrul accidentului vascular cerebral ischemic, contribuind
astfel la avansarea cunostintelor si practicilor medicale in acest domeniu critic al neurologiei.
Eventualele implicatii clinice pot schimba semnificativ abordarea de rutind pentru a Tmbunatati

major rezultatele tratamentului, reducerea mortalitatii si a severitdtii complicatiilor AVC ischemic.

PARTEA 1
STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Istoria bolilor cerebrovasculare, in special a accidentului vascular cerebral (AVC), este
cunoscutd de secole intregi, dar contributiile cele mai importante au fost realizate n ultimii 50 de
ani. Primele informatii cu privire la sistemul nervos central (SNC) sunt din Egiptul Antic. Papirusul
descoperit de Edwin Smith (Fig.1) dateazd aproximativ din anul 3500 1.H si contine notiunea de
“creier” alaturi de informatii despre meninge si lichidul cefalorahidian (LCR).

Hipocrate a fost printre primii care au recunoscut semnele unui accident vascular cerebral
in urma cu aproximativ 2400 ani si a utilizat termenul de “apoplexie”, care se traduce, din limba
greaca, prin “lovit cu violenta”. Termenul a fost utilizat pentru a descrie un pacient care a dezvoltat
brusc un deficit motor asociat cu alterarea starii generale. Hipocrate a afirmat ca “atacurile de

amorteala si parestezii recurente ar reprezenta semne de apoplexie iminenta”, descriind astfel



tabloul clinic actual al unui accident ischemic tranzitor (AIT), ca moment premergator al unui AVC
ischemic constituit.

Starsitul secolului al XIX-lea si debutul secolului al XX-lea au marcat adevaratul punct de
plecare pentru Iintelegerea vascularizatiei cerebrale si a legaturii acesteia cu leziunile
cerebrovasculare. Charles Foix este considerat primul neurolog el erei moderne care a studiat
caracteristicile clinice si modelele anatomice rezultate din afectarea arterelor cerebrale anterioare
(ACA), medii (ACM) si posterioare (ACP), precum si teritoriul arterei coroidiene. Lucrarile lui
Foix au urmarit sa realizeze corelatia intre topografia leziunii si semnele clinice rezultate. Prima
lucrare importanta despre AVC a lui Foix se referd la sindromul arterei cerebrale posterioare
(ACP). Componentele majore clinice precum hemianestezia, hemianopsia si alexia la pacientii cu
ocluzie completd de ACP au fost descrise in aceasta lucrare.

C.M. Fisher propune mecanismul anatomopatologic din arterele care stau la baza AVC
lacunare, AVC hemoragice si ocluziei arterei carotide. Intr-un studiu clinico-patologic cu privire
la ocluzia ACI la nivel cervical a punctat importanta diagnosticului stenozelor carotidiene ca baza
pentru un viitor AVC. Studiul a evidentiat faptul cd ocluzia s-a dezvoltat preponderent in regiunea
cervicala, pe fondul unei ateroscleroze preexistente, iar accidentele ischemice tranzitorii anterioare
au atras atentia asupra unui AVC constituit In perioada imediat urmatoare. Cercetdrile ulterioare
au concluzionat ca etiologia trombembolica ar fi la baza majoritatii AVC ischemice, iar sursa
trombului ar putea fi localizata la nivelul cordului sau proximal, la nivelul arterelor mari. Embolul
poate sa apara dupa un infarct acut de miocard, de la nivelul auriculului atrial, asociat fibrilatiei
atriale (permanente sau paroxistice) sau dintr-un tromb desprins de la nivelul unei stenoze ale
arterei carotide interne din segmentul cervical.

Accidentul vascular cerebral (AVC) ischemic reprezintd o afectiune neurologica
determinatd de obstructia fluxului de sange catre teritoriul cerebral deservit de vasul respectiv.
Trombii care blocheazd vasele sanguine pot sd determine ruperea vaselor, cu hemoragie cerebrala
secundard. Din punct de vedere al mecanismului fiziopatologic, ischemia determina hipoxie la
nivel celular, asociata cu scaderea ATP (adenozintrifosfat) si trecerea de la un metabolism aerob la
cel de tip anaerob. Concomitent apare un influx intracelular de sodiu, apa si calciu care determina
aparitia edemului citotoxic. Alte evenimente importante sunt reprezentate de cresterea inflamatiei,
citotoxicitate, tulburdri in homeostazia neuronald, activarea cascadei complementului, acidoza

locala, toate determinand in final alterarea barierei hemato-encefalice si moarte neuronala.
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Notiunea de ,marker biologic” sau versiunea prescurtatd ,,biomarker” reprezintd o
categorie de indicatori care pot fi masurati cu precizie, rezultatele fiind reproductibile. Biomarkerii
sunt importanti pentru dezvoltarea unor noi terapii medicamentoase sau asistate de dispozitiv.
Termenul de ,,hiomarker” a fost pentru prima data utilizat in anul 1973 de catre Rho si colab.,
termeni asemandtori fiind descrisi anterior si de ctre Mundkur In 1949 sau Porter in 1957.

in 1998, Institutul National de Séanatate din SUA a definit un biomarker drept ,,0
caracteristica masurata si evaluata intr-un mod obiectiv si fiind un indicator al proceselor
fiziologice, patologice sau al raspunsului farmacologic la o interventie din exterior”. Organizatia
Mondiala a Sanatatii (OMS) in coordonare cu Natiunile Unite si Organizatia Internationala a
Muncii au definit biomarkerul ca fiind ,,orice substanta, proces sau structura care poate fi
mdsuratd in mod obiectiv si care influenteazd sau prezice un rezultat”. Intr-un raport comun cu
privire la validarea biomarkerilor, OMS impreund cu Programul International de Securitate
Chimica au stabilit ca definitie ,,orice proces care reflecta o interactiune dintre organism si un
potential pericol extern (chimic, fizic sau biologic) sau intern care poate fi masurat in mod obiectiv
si reproductibil”’. Mai mult decat atat, Administratia medicamentelor si alimentelor (FDA) din
SUA caracterizeazd biomarkerul ca fiind un indicator util in diagnosticul, prognosticul si
monitorizarea procesului fiziologic sau patologic.

Exemplele de biomarkeri sunt foarte variate: temperatura, frecventa cardiaca, tensiunea
arteriala, imaginile radiologice (radiografice, tomografice, etc.), analizele din: sange, lichid
cefalorahidian (LCR), urind, alte fluide sau tesuturi; practic de la cele mai simple teste
hemoleucograma (HLG), coagulograma, etc, la teste complexe de biologie moleculara.

Biomarkerii se clasificd- in functie de diversele aplicatii in practica medicald - 1n
biomarkeri de diagnostic, biomarkeri de monitorizare, biomarkeri farmacodinamici/de raspuns,
biomarkeri predictivi, biomarkeri de prognostic, biomarkeri de sigurantd si biomarkeri de
susceptibilitate/risc. Interesant este cd, un singur biomarker poate sd prezinte mai multe

semnificatii.



Diagnostic

Susceptibilitate/ .
useep } Monitorizare
de risc

Biomarkeri
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Prognostic Predictivi

Tipuri de biomarkeri

In situatia in care se produce un accident vascular cerebral ischemic acut, un biomarker
trebuie sa ofere informatii cu privire la procesul fiziopatologic aflat in desfasurare. Biomarkerul
potential, reprezentat de o moleculd, poate fi eliberat ca urmare a ischemiei si necrozei secundare
sau ca raspuns al organismului la ischemie, respectiv markeri inflamatori. Asadar, toate procesele
ce apar secundar unui AVC ischemic trebuie luate in considerare pentru a detecta cei mai fiabili
biomarkeri la un cost cat mai scazut. Desi s-au facut progrese importante in acest domeniu pentru
validarea unor biomarkeri, incd nu exista un biomarker sensibil, fiabil, usor de recoltat si analizat,
avand un cost rezonabil pentru diagnostic.

Trombomodulina

Trombomodulina este importantd pentru functionarea optimd a tuturor organelor, fiind
exprimatd de celulele endoteliale care captusesc toate categoriile de vase (artere, vene, limfatice si
capilare). Datorita acestei pozitiondri strategice, trombomodulina joaca un rol important in reglarea
coagularii, imunitatii innascute, inflamatiei si mobilitatii celulare. Trombomodulina este sintetizata
de o multitudine de celule: progenitoare hematopoietice, dendritice, keratinocite, epiteliale
alveolare pulmonare, uroteliale, mezoteliale, musculare netede vasculare, neutrofile, monocite,

macrofage, epiteliale corneene si unele celule tumorale.



Trombomodulina a fost sugerata ca fiind un potential biomarker al leziunilor endoteliului
vascular, fiind observate valori crescute in patologii cardiovasculare precum ateroscleroza,
hipertensiunea arteriald, accidentul vascular cerebral ischemic sau infarctul acut de miocard.

Caspaza-3

Caspazele sunt reprezentate de un complex de enzime (proteaze), initial inactive
(zimogeni), cu rol primordial in moartea programata (apoptozd), inflamatie, diferentierea celulara,
enzime prezente la mai multe regnuri, inclusiv la oameni. Functionarea optima a caspazelor este
necesara pentru o multitudine de celule din organism precum neuroni, cardiomiocite sau hematii.
Apoptoza este un proces crucial pentru eliminarea celulelor din organism care sunt deteriorate, dar
si pentru a permite dezvoltarea diferentiata a altor celule normale. Tulburarea acestui mecanism
poate sa determine aparitia unor afectiuni precum neoplazii, afectiuni neurodegenerative,
autoimune, etc. Aceste enzime scindeaza capatul C-terminal al aspartatului, rareori al glutamatului
si foarte rar al fosfoserinei.

Bolile neurologice acute sau cronice, printre care accidentul vascular cerebral ischemic,
scleroza laterala amiotrofica, boala Parkinson sau boala Huntington sunt caracterizate printr-o
distrugere importanta a neuronilor sau a celulelor de sustinere. Caspaza-3 a mai fost cercetata si in
alte afectiuni generale precum neoplaziile, afectiunile cardiovasculare, diabetul zaharat, bolile
inflamatorii sau reumatologice. Necroza celulara extinsa este prezenta si la mai multe zile dupa
evenimentul acut, caracterizatd de fragmentarea cromatinei si lezarea ADN-ului, precum si de
activarea caspazelor. Astfel, moartea neuronala este localizata in zona centrala a AVC, iar apoptoza
in zona de penumbrd ischemica. Experimental, au fost descrise 3 tipuri de leziuni la goareci:
ocluzia arterei cerebrale medii, ocluzia de artera carotida si un tip de leziune hipoxic-ischemica,
in toate acestea fiind activata caspaza-3.

Adiponectina

Adiponectina (ADP) este un hormon secretat de adipocite, are o actiune vastd la nivelul
organismului, intervenind in metabolismul lipidic si glucidic; totodata are rol antifibrotic,
vasodilatator, antiinflamator, antioxidant si determind apoptoza la nivelul celulelor tumorale. Are
un rol de protectie Tmpotriva diabetului zaharat si al aterosclerozei. ADP fiind in relatie cu factorii
de risc cardiovasculari precum HTA, diabetul zaharat sau dislipidemia, asocierea cu accidentul
vascular cerebral este previzibila. Unele studii au observat o corelatie negativa intre adiponectind

si boala cardiovascularad, iar alte studii au concluzionat cd nivelul seric nu ar influenta aparitia unui
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viitor accident vascular cerebral. Hipoadiponectinemia a crescut mortalitatea la 5 ani dupa
evenimentul acut si a crescut riscul de cardiomiopatie si HTA la pacientii cu diabet zaharat.

Chemerina

Chemerina este o proteina cu multiple functii, avand rol esential in hipertensiunea arteriala,
ciroza hepatica, infarctul acut de miocard, diabetul zaharat si alte afectiuni metabolice inrudite.
Chemerina are multiple roluri potentiale in diverse patologii, printre care boli cardiovasculare,
diabet zaharat, afectiuni metabolice, inflamatie, ateroscleroza, artita, psoriazis, neoplazii. Valorile
chemerinei serice sunt mai mari intr-o multitudine de afectiuni cardiovasculare. Corelatiile
chemerind-hipertensiune arteriald, chemerina-ateroscleroza au fost observate atét la soareci, cat si
la oameni. Chemerina secretatd la nivelul adipocitelor perivasculare determind cresterea
contractiei fibrelor musculare netede de la acest nivel prin intermediul unei substante numita
cheml.

Matrix metaloproteinaza tip-9

Matrix metaloproteinazele (MMP-urile) au roluri polimorfe, printre care remodelarea
tisulara si metabolizarea diferitelor proteine constitutive din matricea extracelulara. MMP-urile
influenteaza proliferarea, migrarea si diferentierea celulara, dar ar putea avea un rol in apoptoza,
angiogeneza, regenerarea tisulard si rdspunsul imun innascut sau dobandit.

Matrix metaloproteinazele au fost considerate biomarkeri cu multiple functii: diagnostic,
monitorizare sau predictie, datoritd faptului ca valorile serice sunt crescute Tn multiple patologii.
MMP-urile sunt corelate cu bolile cardiovasculare datorita rolului in dezvoltarea si progresia
aterosclerozei. Astfel, apare pierderea fibrelor de colagen, elastind si alte proteine cu rol contractil
din peretele vascular, cu risc de aparitie a accidentului vascular cerebral sau a infarctului acut de
miocard. Dintre toate MMP-urile, matrix metaloproteinaza de tip 9 a fost cea mai studiata in cazul
accidentului vascular cerebral ischemic. Disfunctia MMP-9 poate sa determine ruperea unor parti
sau a Intregii placi de ateroscleroza. Studiile au ardtat o corelatie pozitivd intre severitatea
accidentului vascular sau a transformarii hemoragice a unui AVC ischemic cu nivelul de MMP-9.
Totusi, sunt putine studii care au cercetat rolul MMP-9 in AVC ischemic.

Receptorul solubil al produsilor finali de glicare avansata (SRAGE)

Receptorul solubil ai produsilor finali de glicare avansatd (SRAGE) este considerat a fi in

relatie cu protectia impotriva infectiilor, a evenimentelor cardiovasculare sau a patologiilor legate



de varsta. Ultimii ani au adus un volum mare de informatii cu privire la rolurile descrise sau la
prognosticul diverselor afectiuni medicale, dar concluziile nu au fost constante.

Functia pe care o realizeaza sSRAGE din punct de vedere fiziologic a constituit subiectul a
numeroase dezbateri. Astfel, o teorie larg acceptata este aceea ca SRAGE are un rol antiinflamator,
prin legarea de anumiti liganzi cu rol in blocarea acestui proces. Confirmarea acestui rol a fost
evidentiat prin studii experimentale pe animale de laborator cu antecedente personale patologice
de diabet zaharat si/sau boala cardiovasculard, la care prin administrarea de SRAGE s-a imbunatatit
functia vasculard renald, scdderea leziunilor ischemice miocardice si reducerea progresiel
aterosclerozei. Alte studii au concluzionat cd reduce nivelul markerilor stresului oxidativ in
momentul In care este administrat la animalele cu disfunctie vasculard. Asfel, SRAGE are un

eventual rol antioxidant.

PARTEA II
PARTEA PERSONALA

Motivatia alegerii temei

Accidentul vascular cerebral (AVC) ischemic reprezintd una dintre cele mai frecvente si
severe cauze de morbiditate si mortalitate la nivel global. Caracterizat printr-o obstructie brusca a
fluxului sanguin catre creier, AVC ischemic determind moartea celulelor nervoase si afectarea
functiilor neurologice la nivel focal sau general.

Desi progresele in diagnostic si tratament au redus semnificativ mortalitatea asociata
acestei patologii, exista inca multe provocari In ceea ce priveste diagnosticul precoce, prognosticul
si managementul eficient al acestei afectiuni severe.

Alegerea temei Biomarkeri in accidentul vascular cerebral ischemic este motivatd de
importanta critica a identificarii si utilizdrii biomarkerilor pentru a Tmbunatéti evolutia clinicd a
acestor pacienti. In contextul AVC-ului ischemic, biomarkerii pot oferi informatii valoroase
privind diagnosticarea rapida, stratificarea riscului, monitorizarea progresiei bolii, eficienta

tratamentului si aprecierea prognosticului pe termen scurt, mediu si lung.



Important in alegerea temei este impactul socio-economic semnificativ al AVC-ului
ischemic. Costurile asociate tratamentului, reabilitarii si pierderii productivitatii sunt extrem de
importante, afectand nu doar pacientii cu familiile lor, ci si partea financiara a sistemelor nationale
de sanatate. Imbunatatirea diagnosticarii si tratamentului prin utilizarea biomarkerilor poate reduce
aceste costuri si poate ameliora calitatea vietii pacientilor.

Diagnosticul precoce al AVC-ului ischemic este esential pentru initierea rapida si eficienta
a tratamentului, cu reducerea semnificativa a leziunilor cerebrale s1 imbunatatirea prognosticului
pacientilor. In prezent, diagnosticarea se bazeazi pe imagistica cerebrald si pe evaluarea clinica,
care pot intarzia uneori interventia terapeuticd. Biomarkerii specifici vor facilita identificarea
rapida a accidentului vascular cerebral ischemic prin teste simple de sange, permitand astfel
interventia medicald mai prompta si mai eficienta.

Una dintre provocdrile majore in tratamentul AVC-ului ischemic este fereastra terapeutica
extrem de restransa. Pentru ca revascularizarea farmacologica sau trombectomia mecanica sa fie
eficiente, acestea trebuie administrate in primele ore de la debutul simptomelor. Biomarkerii pot
juca un rol crucial in accelerarea diagnosticarii si in stratificarea pacientilor care pot beneficia cel
mai mult de aceste interventii, reducand astfel timpul de la debutul simptomelor pana la tratament
si maximizand sansele de recuperare.

Medicina de precizie este un domeniu emergent care vizeaza personalizarea tratamentelor
pe baza caracteristicilor individuale ale pacientilor. Biomarkerii specifici vor ajuta la identificarea
subgrupurilor de pacienti cu raspunsuri diferite la terapii si vor ghida astfel alegerea tratamentelor
optime pentru fiecare pacient. Aceastd abordare personalizatd va Tmbunatdti eficacienta
tratamentelor, reducand riscul efectelor adverse.

Studiul biomarkerilor in AVC ischemic nu se limiteaza doar la diagnostic si prognostic, ci
creazi calea pentru noi descoperiri terapeutice. Intelegerea mecanismelor moleculare si genetice
care stau la baza AVC-ului ischemic va conduce la dezvoltarea de noi terapii care sa vizeze aceste

mecanisme specifice, oferind solutii pentru pacientii care nu raspund la tratamentele actuale.
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Scop si obiective

Teza de doctorat 1si propune sd aduca o contributie personala printr-o actualizare judicioasa
in managementul pacientilor cu accident vascular cerebral ischemic prin explorarea rolului
biomarkerilor in diverse etape ale acestei afectiuni.

Scopuri

1. Elucidarea mecanismelor moleculare implicate in patogeneza AVC-ului ischemic.

2. Identificarea biomarkerilor pentru diagnosticarea precoce a AVC ischemic in absenta
imaginii radiologice constituite, respectiv un scor ASPECTS 10 puncte.

3. Identificarea interrelatiei dintre biomarkeri cu antecedentele heredocolaterale si
personale patologice.

4. Stratificarea riscului de mortalitate al pacientilor cu AVC ischemic pe termen scurt,
mediu si lung.

5. Stabilirea unui “clasament” pe baza performantelor biomarkerilor privind diagnosticul
pozitiv al AVC ischemic acut.

Obiective

1. Investigarea modului in care inflamatia, stresul oxidativ si apoptoza sunt reflectate prin
modificari in expresia biomarkerilor.

2. Descoperirea biomarkerilor care pot fi detectati in stadii foarte timpurii ale AVC-ului
ischemic, inainte ca simptomele clinice sa devind evidente; corelarea nivelurilor serice al
biomarkeri pentru diagnosticul pozitiv si diferential al accidentului vascular cerebral ischemic

3. Corelarea valorilor biomarkerilor serici cu antecedentele personale patologice pentru o
abordare personalizatd a tratamentului AVC ischemic in stadiul acut.

4. Corelarea nivelurilor serice ale biomarkerilor cu severitate si riscul de deces pe termen
scurt, mediu si lung.

5. Corelarea performantelor biomarkerilor (sensibilitate, specificitate, etc.) cu diagnosticul

pozitiv al AVC ischemic acut.
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Material si metoda

Tindnd cont ca patologia cerebrovasculard este foarte complexd, iar integrarea
biomarkerilor moleculari specifici ischemiei cerebrale in acest domeniu este relativ noud in
practica medicala, a fost nevoie de o fazd de documentare importanta pentru a realiza un review
cat mai cuprinzator al literaturii de specialitate cu privire la acest subiect.

Astfel, am stabilit ipotezele de lucru, metodologia cercetarii si am incercat pe cat de mult
posibil, evitarea unor capcane ce ar putea sa influenteze in mod negativ rezultatele cercetarii.

Pentru accesarea informatiilor din literatura de specialitate s-au utilizat bazele de date
consacrate precum Web of Science, PubMed, MEDLINE, Elsevier, EBSCO, Google Scholar.

La momentul actual, practica medicala are la baza sintagma “medicina bazata pe dovezi”,
care urmareste sd aplice cele mai noi cunostinte din domeniu, coroborate cu tehnologii avansate
pentru a mentine la un nivel cat mai nalt starea de sdnatate sau pentru a ameliora complicatiile
unei anumite patologii.

Scalele standardizate (NIHSS, MRC, GCS, ADL, IADL, Barthel) reprezinta instrumente
extrem de importante in evaluarea obiectiva si sistematicd a pacientilor pentru a cuantifica deficitul
neurologic, a evalua gravitatea AVC sau pentru a monitoriza evolutia pacientilor in timp. Astfel,
prin utilizarea acestora se obtine o standardizare in modul in care sunt evaluati pacientii,
asigurandu-se ca evaluarile sunt reproductibile intre diferiti clinicieni si in diferite momente; in
acelasi timp, scalele standardizate prezinta anumite limite in diverse situatii.

Pentru cercetarea doctorald am realizat un studiu prospectiv, observational, monocentric,
care a inclus 70 de pacienti prezentati in serviciul de urgentd cu semne si simptome sugestive
clinice de accident vascular cerebral ischemic, semne si simptome ce au debutat cu maxim 24 ore
anterior prezentarii.

In grupul de control au fost inrolati 68 pacienti fara semne clinice sau imagistice de
accident vascular cerebral ischemic la momentul prezentarii in serviciul de urgenta.

Atat pacientii din lotul de studiu, cat si cei din lotul martor au fost internati ulterior in
Spitalul Clinic Judetean de Urgenta “Sfantul Apostol Andrei” Galati, Clinica de Neurologie, in
perioada ianuarie 2022 — mai 2023, fiind monitorizati 12 luni dupd externare din punct de vedere

clinic si paraclinic.
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Studiul doctoral s-a efectuat in concordantd cu Declaratia de la Helsinki (1964) si a fost
aprobat la nivelul spitalului de catre Comisia de Eticd cu numarul de inregistrare 524/07.01.2021.

Criteriile de includere in cazul lotului de studiu au fost reprezentate de: varsta peste 18 ani
la momentul prezentarii in serviciul de urgentd; semne clinice si simptome sugestive de accident
vascular cerebral ischemic acut care debutat cu maxim 24 ore anterior prezentarii; aspect computer
tomograf cerebral nativ la prezentare fara leziuni heterodense cu caracter acut, respectiv un scor
ASPECTS [440] (Anexa 1) de 10 puncte; consimtamantul scris al pacientului sau al apartinatorilor
de gradul I pentru participarea la studiul doctoral.

Criteriile de excludere in cazul lotului de studiu au fost reprezentate de: varsta sub 18 ani
la momentul prezentarii, aspect computer tomografic cerebral nativ la prezentare de accident
vascular cerebral hemoragic sau hemoragie subarahnoidiana; infectii sistemice diagnosticate la
momentul prezentarii; infarct acut de miocard concomitent la momentul prezentarii; insuficiente
organice avansate precum insuficientd cardiaca clasa NYHA III/IV, boala cronica de rinichi (BCR)
stadiul IV (inclusiv formele dializate), insuficientd hepaticd severa; neoplazii diagnosticate la
momentul prezentarii; istoric de interventii chirurgicale majore sau de traumatisme importante cu
6 luni anterior prezentarii; lipsa acordului scris al pacientului sau al apartindtorilor de gradul I
pentru participarea la studiul doctoral.

In situatia lotului martor criteriile de includere sau de excludere au fost similare, diferenta
fiind reprezentata la criteriile de includere prezentarea la spital pentru o altd patologie,
nonischemica cerebrala.

Au fost definite momentul prezentarii T; in serviciul UPU-SMURD si momentul evaluarii
la 48 ore, respectiv T> in Clinica de Neurologie.

Istoricul medical in detaliu a fost obtinut direct de la pacient sau In anumite cazuri de la
apartinatorii acestuia, cu exceptia cazurilor 1n care informatiile nu au putut fi obtinute de la pacient
sau apartindtorii acestuia, fiind colectate din baza de date Hipocrate (bilete de externare).

S-au efectuat tomografii computerizate cerebrale native la toti pacientii, exceptie anumite
cazuri selectionate, la care au fost efectuate si tomografii cerebrale cu contrast intravenos, conform
protocoalelor standard din cadrul spitalului. Imaginile tomografice au fost stocate utilizand baza
de date DICOM a spitalului si ulterior analizate de catre medicii radiologi pentru evidentierea unor

semne radiologice de accident vascular cerebral ischemic in stadiul acut.
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La momentul prezentdrii s-a completat scala de accident vascular cerebral a Institutului
National de Sanatate din SUA (scala NIHSS-anexa 2 [441]; ulterior la 48 ore si la externare.
Clasificarea Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment(TOAST) a fost utilizatd pentru a
subimparti pacientii cu accident vascular cerebral ischemic acut in cele 5 tipuri (ateroscleroza
vaselor mari, cardioembolia, ocluzia vaselor mici (lacune), AVC de cauza nedeterminatia- ESUS
(embolic stroke of unknown source) si alte cauze mai rare).

Setul de analize medicale initiale in serviciul UPU/SMURD a inclus hemograma completa
cu formuld leucocitara, coagulograma completa (APTT, INR, timp de protrombina, activitate
protrombinicd), glicemia, alaninaminotransferaza (ALT/TGP), aspartataminotransferaza
(AST/TGO), ureea, creatinina, rezerva alcalind, ionograma serica, bilirubina directa si bilirubina
totala, creatinkinaza (CK); ulterior, s-au efectuat in cadrul Sectiei clinice de Neurologie/ATI-
Neurologie lipidograma completa (colesterol total, trigliceride, lipoproteine cu densitate joasa —
LDL-col si lipoproteine cu densitate crescuta — HDL-col), sumarul de urind, urocultura, markerii
de inflamatie (proteina C reactivda, VSH- viteza de sedimentare a hematiilor, fibrinogen); analizele
de control s-au reluat la 48 de ore; in situatii speciale de AVC ischemic au fost solicitate analize
specifice pentru decelarea etiologiei. Pe langa acestea, toti pacientii au beneficiat la momentul
internarii de o radiografie cardiopulmonara standard de incidenta postero-anterioara.

La momentul prezentarii si ulterior la 48 ore s-au dozat urmatorii biomarkeri presupusi a
fi specifici pentru accidentul vascular cerebral ischemic, respectiv trombomodulina (TM),
adiponectina (ADP), caspaza-3 (CASP-3), chemerina (CHEM), matrix metaloproteinaza de tip-9
(MMP-9), receptorul solubil al produsilor finali de glicare avansata (SRAGE).

Probele de sange au fost recoltate in vacutainere de biochimie cu dop rosu, cu clot activator
de 9 ml pentru dozarea biomarkerilor la momentele Ti, respectiv T». Probele, trimise rapid in
Laboratorul clinic de analize medicale, au fost pastrate 1 orda la temperatura camerei pentru
decantare, apoi au fost centrifugate la 2000 rot/min, timp de 10 minute, iar serul a fost congelat la
o temperaturd constantd de -20°C pana la analizare.

Nivelurile serice ale biomarkerilor au fost masurate prin metoda ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), folosind urmatoarele kituri: HUMAN TM ELISA KIT (numar de catalog
E-EL-HO0166), HUMAN ADP/Acrp30 ELISA KIT (numar de catalog E-EL-H6122), HUMAN
CASP-3 ELISA KIT (numar de catalog E-EL-H0017), HUMAN CHEM ELISA KIT (numaér de
catalog E-EL-H0698), HUMAN MMP-9 ELISA KIT (numar de catalog E-EL-H6075), HUMAN
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sRAGE ELISA KIT (numar de catalog E-EL-H0295), toate acestea fiind furnizate de catre
ELABSCIENCE (Houston, Texas, SUA).

Procedura de lucru a biomarkerilor a necesitat pregatirea reactivilor si ulterior tehnica de
lucru propriu-zisa.

Citirea s-a efectuat cu ajutorul cititorului automat DYNAREAD.

Analiza statistica a fost efectuata cu ajutorul programului statistic R versiunea 4.4.0 (Viena,
Austria) — ,,Puppy Cup”[442]. Pentru figuri s-a utilizat programul Microsoft Office 365.
Variabilele continue au fost raportate ca mediand, percentile 25-75 sau medie + deviatie standard,
iar variabilele categoriale au fost raportate ca frecventa si procent. Normalitatea variabilelor
continue a fost testatd utilizdnd testul Kolmogorov—Smirnov, iar egalitatea variantelor a fost
cercetatd prin testul F sau Levene, dupa cerinte. Pentru variabilele continue, in cazul analizei a
doud grupuri au fost utilizate testul t student pentru variante egale sau inegale, sau testul Mann—
Whitney U, dupa caz, in functie de tipul distributiei variabilelor.

Diferentele dintre grupuri au fost evaluate folosind testul ANOVA sau testul Kruskal-
Wallis, in functie de tipul distributiei variabilelor.

Variabilele categoriale au fost analizate folosind testul Chi-Pétrat. Performanta modelului
de clasificare binar, folosind TM, CASP-3, ADP, CHEM, MMP-9, sRAGE ca biomarkeri de
diagnostic, a fost evaluata prin curbe tip ROC. Indicele Youden a fost utilizat pentru a stabili cel
mai bun prag de discriminare pentru variabila outcome de interes.

Au fost calculati parametri de precizie, sensibilitate, specificitate, valoare predictiva
negativa (VPN) si valoare predictiva pozitiva (VPP). Performanta curbelor ROC a fost comparata
folosind testul statistic DeLong.

Regresia logistica a fost utilizatd pentru analiza univariabila a impactului parametrilor
relevanti asupra decesului pacientilor cu accident vascular cerebral ischemic 1n decurs de 12 luni
dupa episodul acut. Variabilele semnificative au fost combinate folosind modelul multivariabil
pentru a identifica elementele asociate independent cu variabila outcome de interes.

Pentru toate analizele efectuate in acest studiu doctoral, valoarea p<0.05 a fost considerata

ca prag pentru semnificatia statistica.
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Rezultate

Studiul a inclus analiza datelor a 70 de pacienti diagnosticati cu accident vascular cerebral
ischemic acut, precum si a unui numar de 68 de pacienti pentru lotul de control internati cu alte
patologii non-ischemice cerebrale la momentul respectiv.

Pacientii cu AVC ischemic acut au fost internati in Spitalul Clinic de Urgenta “Sfantul
Apostol Andrei” Galati - Sectia clinicd Neurologie, pentru semne si simptome sugestive de
accident vascular cerebral ischemic acut, dar fard imagine constituitd la momentul prezentarii,
adica un scor ASPECTS de 10 puncte.

Tab. 2. Valorile normale ale celor 6 biomarkeri testati

Nr. crt. Biomarker Valori normale

1 Trombomodulina (TM) <10 ng/ml
2 Adiponectina (ADP) <10 ng/ml
3 Caspaza-3 (CASP-3) <2 ng/ml

4 Chemerina (CHEM) <10 ng/ml
5 Matrix metaloproteinaza-9 (MMP-9) <100 ng/ml

Receptorul solubil ai produsilor finali de glicare
6 ’ avansai)é (SR,AGE) ¢ <100 pg/ml

Caracteristicile demografice ale lotului cu AVC si ale lotului martor sunt prezentate in
tabelul:

-in lotul cu AVC au fost inrolati 43 pacienti de sex masculin si 27 de sex feminin; din punct
de vedere al mediului de provenienta au fost 46 (65.71%) de pacienti din mediul urban si 24
(34.29%) din mediul rural;

-in lotul martor au fost inrolati 68 de pacienti, dintre care 38 (55.88%) persoane de sex
masculin si 30 (44.12%) de sex feminin; 36 (52.94%) dintre pacienti au fost din mediul urban si
32 (47.06%) din mediul rural;

-varsta medie a fost de 70.24 (£10.93) ani pentru lotul cu AVC si 69.28 (£10.5) ani pentru
lotul martor (p=0.598).

Din punct de vedere al caracteristicilor demografice pacientii celor 2 loturi nu prezinta
diferente semnificative statistic.

Totusi, am notat diferente semnificative intre cele doud grupuri in ceea ce priveste

distributia anumitor comorbiditati.
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Diabetul zaharat a prezentat o frecventd mai mica in lotul de studiu comparativ cu lotul
martor, respectiv 15 pacienti (21.43%) vs 27 pacienti (39.71%); p=0.020 - diferentd semnificativa
statistic.

Atat pacientii cu accident vascular cerebral, cat si cazurile de control au prezentat
hipertensiune arteriala de diferite grade. Astfel, pacientii cu AVC au prezentat mai frecvent HTA
grad III decat pacientii din lotul martor — 41 pacienti vs 25 pacienti, in timp ce HTA grad I a fost
mai putin frecventa 5 pacienti vs 11 pacienti, p=0.027; diferente semnificative statistic

S-a analizat si diferenta de distributie a fibrilatiei atriale intre cele doua loturi, cu obtinerea
unei valori p sub nivelul de semnificatie statisticd (p=0.087), intrucat FiA a fost discret mai
frecventa in lotul pacientilor cu AVC fata de lotul de control, cu 27 pacienti vs 17 pacienti.

Dislipidemia a fost prezenta la mai mult de jumatate din subiectii inrolati in studiu, pacienti
cu AVC, existand doar o frecventa mai mica in aceastd patologie — 55 pacienti vs 41 pacienti;
p=0.177. Practic intre cele doua grupuri nu s-au inregistrat diferente semnificative statistic.

In ceea ce priveste comportamentele personale, analiza statisticd a aritat diferente
semnificative statistic prin frecventele mai mici ale consumului cronic de tutun si alcool in lotul
de pacienti cu AVC fata de lotul pacientilor fara AVC; p=0.02 pentru etilism cronic cu 10 pacienti
vs 21 pacienti, respectiv p=0.007 pentru tabagismul cronic cu 10 pacienti vs 23 pacienti (tabelul
3).

Aceste rezultate sunt in concordantd cu literatura de specialitate care a concluzionat ca
factorii de risc cei mai importanti pentru aparitia unui accident vascular cerebral ischemic sunt
reprezentati de catre diabetul zaharat, hipertensiunea arteriald, tulburdrile de ritm cardiac sau
comportamentele modificate, precum etilismul si tabagismul cronic.

Un scop principal al acestei cercetari doctorale 1-a reprezentat evaluarea capacitatii de
diagnostic a celor sase biomarkeri.

Astfel, am comparat nivelul seric al acestora Intre pacientii diagnosticati cu accident
vascular cerebral ischemic si lotul de control. Din analiz a reiesit un nivel semnificativ crescut
in serul pacientilor cu accident vascular cerebral ischemic a tututor biomarkerilor, in timp ce in
serul pacientilor din lotul de control valorile tuturor biomarkerilor au fost in intervale normale;
diferentele valorilor fiecarui biomarker avand o semnificatie statistica foarte Tnalta cu un p<0.001

(tabelul 17).
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Tab. 17. Valorile serice ale biomarkerilor la pacientii cu AVC vs control

Variabila control AVC pvalue
ADP T; (ng/ml) 3.95+1.8 17.324+6.94 <0.001
sRAGE T (pg/ml) 71.67+40.24 | 920.51+787.34 <0.001
CASP-3 T1 (ng/ml) 1.58+1.86 6.86+6.91 <0.001
CHEM T (ng/ml) 5.47+£2.81 25.16£10.71 <0.001
MMP9 T, (ng/ml) 38.194£22.43 | 405.86+£140.17 <0.001
TM T (ng/ml) 3.64£1.72 23.249.17 <0.001

Astfel, conform tabelului 17, am obtinut pentru fiecare biomarker urmatoarele valori la
pacientii cu accident vascular cerebral ischemic acut vs control: ADP 17.32(+6.94) ng/ml vs
3.95(£1.8) ng/ml; sSRAGE 920.51(£787.34) pg/ml vs 71.67(+40.24) pg/ml; CASP-3 s-a obtinut o
valoare 6.86(£6.91) ng/ml vs 1.58(%1.86) ng/ml; CHEM 25.16(%10.71) ng/ml vs 5.47(+2.81)
ng/ml; MMP-9 405.86(+140.17) ng/ml vs 38.19(#£22.43) ng/ml; TM 23.2(+9.17) ng/ml vs
3.64(£1.72) ng/ml, toate variabilele prezentand un p<0.001.

Tinand cont de faptul ca nivelurile serice ale biomarkerilor sunt semnificativ crescute la
pacientii diagnosticati cu accident vascular cerebral ischemic in absenta imaginii constituite la
computerul tomograf cerebral nativ, urmatoarea intrebare de relevanta clinica a fost legata de
capacitatea biomarkerilor de a diferentia pacientii cu accident vascular cerebral ischemic de
pacientii fara aceasta patologie, la momentul interndrii in spital (in primele 24 h de la debut, CT
cerebral fara imagine constituita — criterii de includere in studiu).

Pentru a raspunde la aceasta Intrebare am realizat curbe ROC pentru fiecare biomarker in parte si
am calculat parametrii caracteristici ale acestora.

Tab. 18. Parametrii curbelor ROC (T) pentru diferentierea pacientilor cu AVC de pacientii fara
AVC

Valoare optima Specificitate Sensibilitate Acuratete VPN VPP

sRAGE 197.191 pg/ml 1.000 0.829 0.913 0.850 1.000
ADP 7.321 ng/ml 0.985 0.971 0.978 0.971 0.986
CASP-3 2.470 ng/ml 0.897 0.886 0.891 0.884 0.899
CHEM 12.200 ng/ml 1.000 0.986 0.993 0.986 1.000
™ 8.690 ng/ml 1.000 0.986 0.993 0.986 1.000
MMP-9 101.756 ng/ml 1.000 0.986 0.993 0.986 1.000

vpn-valoare predictiva negativa; vpp-valoare predictivd pozitiva
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Astfel, coroborand valorile AUC din fig. 42-47 cu alte date statistice conform tabelului 18,
se obtin urmatoarele rezultate pentru biomarkeri:

* SRAGE - specificitate de 1.000; sensibilitate 0.829; valoare optima calculata de 197.191
pg/ml; o VPN de 0.850 si o VPP de 1.000; AUC de 0.926 (0.880 — 0.972);

» ADP - specificitate de 0.985; sensibilitate de 0.971; valoare optima calculata de 7.321
ng/ml; o VPN de 0.971 si o VPP de 0.986; AUC 0.990 (0.977 — 1.000);

* CASP-3 - specificitate de 0.897; sensibilitate de 0.886; valoare optima calculata de 2.470
ng/dl; o VPN de 0.884 si o VPP de 0.899; AUC de 0.906 (0.852 - 0.959);

* CHEM - specificitate de 1.000; sensibilitate de 0.986; valoare optima calculata de 12.200
ng/dl; o VPN de 0.986 si o VPP de 1.000; AUC de 0.994 (0.982 - 1.000);

* TM - specificitate de 1.000; sensibilitate de 0.986; valoare optima calculata de 8.690
ng/ml; o VPN de 0.986 si o VPP de 1.000; AUC de 0.988 (0.965 - 1.000).

* MMP-9 - specificitate de 1.000; o sensibilitare 0.986; valoare optima calculatda de 101.756
ng/ml; o VPN de 0.986 si o VPP de 1.000; AUC de 0.995 (0.986 - 1.000).

In continuare am analizat toate caracteristicile biomarkerilor din tabelul 18, pentru a evalua

performanta fiecaruia cu scopul de a realiza un clasament al celor 6 biomarkeri analizati, utilizand
testul DeLong. (tabelul 19)

Tab. 19. Comparatia performantei biomarkerilor pentru diagnosticul diferential dintre AVC

si control

p-value ADP sRAGE CASP-3 CHEM MMP9 ™
ADP -

sRAGE 0.008 -

CASP-3 0.002 0.521 -

CHEM 0.316 0.005 0.002 -

MMP-9 0.201 0.004 0.001 0.445 -
™ 0.772 0.018 0.004 0.324 0.324 -

Adiponectina a avut o performantd mai inalta fatd de sRAGE pentru diferentierea
pacientilor cu AVC fata de pacientii fara AVC data fiind acuratetea de 0.978 vs 0.913, p=0.008;

similar, pentru caspaza-3 cu o acuratete de 0.978 vs 0.891, p=0.002. Adiponectina a avut insa o
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performantd mai slabd in comparatie cu chemerina (acuratete 0.993 si p=0.316), matrix
metaloproteinaza-9 (acuratete 0.993 si p=0.201) sau trombomodulina (acuratete 0.993 si p=0.772).

In privinta SRAGE, acesta a avut o performanti mai buni fatia de caspaza-3 date fiind
acuratetea 0.913 fata de 0.891 si p=0.521. In schimb, SRAGE a avut o performanti mai scazuti
fatd de CHEM (acuratete 0.993 si p=0.005), MMP-9 (acuratete 0.993 si p=0.004), TM (acuratete
0.993 si p=0.018).

In privinta chemerinei a avut o acuratete similara cu MMP-9 (p=0.445) si cu TM (p=0.324),
toti cei 3 biomarkeri avand o acuratete de 0.993.

Cele mai slabe performante ale biomarkerilor au fost ale caspazei-3 (acuratete 0.891) fata
de CHEM (acuratete 0.993 si p=0.002), MMP-9 (acuratete 0.993 si p=0.001) sau TM (acuratete
0.993 si p=0.004).

Stratificand biomarkerii dupa acuratete au fost obtinute urmatoarele rezultate: CHEM, TM
st MMP-9 au prezentat fiecare o acuratete de 0.993, urmate de ADP cu acuratete de 0.978, SRAGE
cu acuratete de 0.913 si CASP-3 cu acuratete de 0.891.

In cadrul studiului de cercetare doctorald am observat anumite corelatii clinico-paraclinice
care m-au determinat sa anlizez cativa biomarkeri si din alte perspective obtinand rezultate
interesante.

Trombomodulina

Comparand pacientii cu AVC si cei fard AVC s-a evidentiat o crestere semnificativa a
nivelurilor in sangele persoanelor cu AVC ischemic.

In mod specific, persoanele cu AVC au prezentat o concentratic medie de TM de 23.2 £
9.17 ng/ml, in timp ce pacientii din lotul de control au prezentat un nivel semnificativ mai scazut

la 3.64 £ 1.72 ng/ml, p <0.001 (Fig. 60 A).
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Fig. 60 (A): Analiza comparativa a nivelurilor serice de TM la pacientii cu AVC acut si
martori. (B) Curba ROC si AUC pentru masuratorile TM serice in primele 24 de ore de
spitalizare. (C, D) Cifrele ilustreaza aceleasi analize dupa propensity score.

Ulterior, am efectuat o analizd ROC pentru a evalua eficacitatea TM ca biomarker precoce
in identificarea pacientilor cu accident vascular cerebral ischemic.

Rezultatele aratd cd, la un prag seric de 8.69 ng/ml, TM a prezentat o capacitate de
diferentiere puternica in diagnosticarea accidentului vascular cerebral in randul pacientilor cu
semne si simptome specifice, obtindnd o acuratete de 0.99 (Tabelul 21). Specificitatea a fost
calculata ca 1, In timp ce sensibilitatea a fost de 0.98. Mai mult, valoarea predictiva pozitiva (VPP)
si valoarea predictiva negativa (VPN) au fost calculate ca fiind 1 si respectiv, 0.98 (Figura 60(B),
Tabelul 21).
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Tab. 22. ROC parameters for the serum levels of TM in patients with acute stroke and
controls.

TM-T, Valoare optima | Specificitate | Sensibilitate| Acuratete | NPV | PPV
All cases 1 0.986 0.993 0.986 1
After propensity 8.69 ng/ml

; 1 1 1 1 1
matching

Avand in vedere prezenta diferentelor in comorbiditatile si istoricul pacientilor, am efectuat
un propensity score pentru a atenua orice posibile distorsiuni cauzate de aceste variatii.

Astfel, am alcatuit un model care a incorporat urmatoarele variabile, fiind patologii ale
pacientilor: diabet zaharat, hipertensiune arteriald, elitism cronic si tabagism cronic pentru a
selecta doud grupuri de pacienti cu cea mai buna similaritate.

Reanalizarea acestor doud grupuri (N = 58 de cazuri/grup) a evidentiat ca propensity
score a eliminat cu succes diferentele semnificative intre toti participantii la studiu (Fig. 61; Tab.

23).

Tab. 23. Demographic, clinical and pathological profiles of patients affected by acute stroke and
non-affected counterparts after popensity score matching.
. Control group Stroke group Chi Square
Variable N=58 N=58 p-value
Age (vears) meanzsd 69.97+10.3 70.38+10.7 0.832
Female 24(41.38) 20(34.48)
Sex N(%) . 0.444
Male 34(58.62) 38(65.52)

Residential Urban 29(50) 39(67.24) 0.059
background N(%) Rural 29(50) 19(32.76) '
Atrial Fibrillation No 44(75.86) 36(62.07)

| 0.108
N(%) Yes 14(24.14) 22(37.93)
Dyslipidemia N(%) No 29(50) 22(37.93) 0.19
slipidemia :
youp ’ Yes 29(50) 36(62.07)
. No 37(63.79) 43(74.14)
Diabetes N(%) — 0.229
Yes 21(36.21) 15(25.86)
Blood Hvpertensi grade 1 6(10.34) 5(8.62)
00¢ Eypertension grade 2 31(53.45) 24(41.38) 0.323
N(%)
grade 3 21(36.21) 29(50)
Chronic Alcohol use No 43(74.14) 48(82.76) _
: - _ 0.259
N(%) Yes 15(25.86) 10(17.24)
Chronic Smoker No 41(70.69) 48(82.76) _
. _ 0.124
N(%) Yes 17(29.31) 10(17.24)
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Fig. 61 Propensity score

Reanalizarea nivelurilor de TM a confirmat rezultatele anterioare. Si anume, dupa
propensity score, grupul cu accident vascular cerebral a prezentat niveluri semnificativ crescute
ale TM 1n sange in comparatie cu grupul de control (23.19 + 8.91 ng/ml vs. 3.5 + 1.7 ng/ml;
valoarea p < 0.001) (Figura 60 C).

Mai mult, analiza ROC a demonstrat o valoare AUC exceptionala de 1 (Figura 60 D,
Tabel 22).

Nivelurile serice de TM au fost evaluate in doud momente distincte: la prezentarea
pacientului in serviciul de urgenta si la 48 de ore dupa aceea. O comparatie Intre aceste masuratori
a evidentiat stabilitate intre nivelurile TM la cele 2 masuratori, dupa accidentul vascular cerebral
(23.2£9.17 ng/ml vs. 23.09 £+ 8.34 ng/ml; p = 0.361).

Nivelurile TM la T s-au dovedit a fi mai mari la pacientii cu AVC cu dislipidemie fata de

cei fara dislipidemie(25.12 + 9.64 ng/ml vs. 20.14 = 7.57 ng/ml; p = 0.021) (Tabel 24).
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Tab. 24. Variation of TM levels at the first measurement (T1) in patients with stroke and in the control

group.
All cases Control group Stroke group
t-test t-test t-test
Variable meanztsd meanzsd mean:tsd
p-value p-value p-value
Female 11.72+10.22 3.8+1.88 20.53+8.25
Sex 0.126 0.511 0.053
Male 14.85=12.76 3.52+1.6 24.87£9.42
Atrial No 12.99=12.09 3.51+1.69 24.23+9.05
Fibrillation 0411 ——— 0289 —— 0.236
N(%) Yes 14.78+11.31 4.02+1.82 21.5549.3
Dyslipidemia No 10.9549.74 3.65+1.86 20.14£7.57
N(%) 002r 093 ____ 0.026
N(% Yes 15.63=12.96 3.63x1.6 25.12+£9.64
No 14.57+11.89 3.39+1.73 22.9+8.98
Diabetes N(%) 0132 0134 0608
Yes 11.26=11.54 4.03+1.66 24.28+10.1
Chronic No 14.54+12.1 3.72+1.76 23.01£9.71
Alcohol use 0071 —— 0586 ———— 0.685
N(%) Yes 10.19+10.36 3.47£1.65 24.3+5.02
Chronic No 14.55=11.49 3.8+1.65 22.6+8.75
Smoker N(%) o087 0277 _____ 0.1I85
moker X, Yes 10.43+12.56 3.32+1.84 26.77+11.24

In plus, nivelurile de TM s-au corelat cu LDL-colesterol (p=0.002) si colesterolul total

(p=0.06), precum si cu transaminazele (p<0.001) (Tabelul 25).
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Tab. 25. Correlation of TM values at T; and T, with the biochemical parameters of the AIS
patients. R: Pearson correlation coefficient.
Biochemical parameter TM T TM T,

R p-value R p-value
LDL Cholesterol [mg/dl] 0.365 0.002 0.291 0.017
HDL Cholesterol [mg/dl] 0.14 0.253 0.064 0.608
Total Cholesterol [mg/dl] 0.333 0.006 0.241 0.05
Triglycerides [mg/dl] 0.075 0.544 0.031 0.805
Total Lipids [mg/dl] 0.255 0.036 0.17 0.169
Alanine aminotransferase (ALAT)
[U/L] 0.415 <0.001 0.377 0.002
Aspartate aminotransaminase (ASAT)
[U/L] 0.471 <0.001 0.475 <0.001
Urea [mg/dl] -0.114 0.345 -0.006 0.961
Creatinine [mg/dl] -0.109 0.371 0.032 0.795
Na [mmol/L] -0.069 0.573 -0.026 0.832
Cl [mmol/L] 0.166 0.169 0.166 0.176
K [mmol/L] -0.196 0.104 -0.176 0.151
AR [mmol/L] -0.09 0.458 -0.063 0.607

R=0.36,p=00022 R=033,p=00055
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Fig. 62 Correlation plots of TM levels at T; (A) and at T, (B) with biochemical parameters in AIS
patients. R: Pearson correlation coefficient.

Pacientii de sex masculin cu AVC ischemic au avut valori TM mai mari decat pacientii de

sex feminin la ambele momente masurate (T1: 24.87 + 9.42 ng/ml vs. 20.53 + 8.25 ng/ml; p =
0.053 si T2: 25.11 £ 8.76 ng/ml vs. 19.82 £ 6.53 ng/ml).
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Am cdutat sa evaluez corelatia dintre nivelurile serice de TM si tipul specific de accident
vascular cerebral. Cand am comparat pacientii cu AVC de cauza cardioembolica cu cei cu AVC de
cauza aterotromboticd, analiza efectuatd nu a evidentiat corelatie semnificativa intre nivelurile TM,
atat la momentul initial (T1), 21,55 + 9,3 ng/ml vs. 24,23 + 9,05 ng/ml; p = 0,236, cat si ulterior la
48 de ore(T2) 22,66 + 8,18 ng/ml vs 23,35 + 8,53 ng/ml; p = 0,744.

Tab. 26. TM values analysis with the type of stroke

mean:tsd
Variable Cardioembolic Atherothrombotic ttest p-value
TMT1 21.55+9.3 24.23%9.05 0.236
T™ T2 22.66+8.18 23.35+8.53 0.744

Am efectuat de asemenea o analizd comparativa intre pacientii care au beneficiat de
revascularizare intravenoasda cu alteplaza ca parte a tratamentului pentru AVC (pacientii
prezentandu-se la spital in maxim 4.5 ore de la debutul simptomatologiei specifice) si cei care nu
au beneficiat, fie din cauza cd au iesit din aceasta fereastra limitativa de timp sau au prezentat
contraindicatii pentru procedura. Am observat niveluri serice de TM usor mai scazute la pacientii
care au primit tromboliza comparativ cei fara revascularizare, atat la T (19,16 + 6,7 ng/ml vs.
23,87 £ 9,4 ng/ml) cat si la T2 (19,33 = 7 ng/ml vs. 23,74 + 23,74 ng/ml), desi aceste diferente nu
au atins semnificatie statistica (p = 0,134, respectiv p = 0,124).

In continuare, mi-am propus si evaluez corelatia dintre nivelurile serice de TM si
severitatea accidentului vascular cerebral, masurata cu ajutorul scalei NIHSS. Rezultatele releva o
corelatie modestd intre nivelurile TM si NIHSS la momentul prezentarii (coeficientul Pearson = -
0,22, p=0,07). Observatii similare au fost evidentiate in analiza de corelatie efectuata cu NIHSS
la 48 de ore post-prezentare (coeficientul Pearson = -0,23, p = 0,053). De remarcat puterea
corelatiei a parut sd scadd cu NIHSS in momentul externarii (coeficientul Pearson = -0,14, p =
0,27), fig. 63(A). In mod similar, aceasta corelatie a fost redus la analiza nivelurilor serice de TM

la T», fig.63 (B).
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Fig. 63 Analiza corelatiei dintre nivelurile serice de TM la T1 (A) si la T2 (B) si NIHSS masurate
la prezentarea pacientului, 48 de ore si la externare.
R: Pearson correlation coefficient.

Caspaza-3

Analiza nivelurilor serice medii al caspazei-3 la prezentarea tuturor pacientilor la spital a
evidentiat valori semnificativ mai mari la pacientii cu AVC cu 5.1 (3.4; 7.9) ng/ml decat la pacintii
lotul de control 1.13 (0.53; 1.91) ng/ml, p < 0,001, fig. 64 (A).

Puterea de calcul pentru aceasta analiza a fost de 98,02%. Mai mult, masuratorile repetate
la pacientii cu AVC efectuate la 48 de ore dupa spitalizare au ardtat o oarecare variatie intre
momente, unii pacienti prezentand niveluri in crestere, in timp ce altii au avut niveluri in scadere.
Cu toate acestea, nivelurile de caspazd-3 au ramas constante in sangele pacientilor (T1: 5.10 (3.42;
7.90) ng/ml vs. T2: 5.35 (3.45; 8.03) ng/ml, p = 0,899, fig. 64 (B).

Analiza de regresie logistica a evidentiat importanta caspazei-3 in clasificarea corectd a

pacientilor Inrolati (84.7%). Detaliat, pacientii au avut un HR de 2,08 la momentul diagnosticului
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de AVC (HR =2.08, 95% CI = 1.65; 2.75 p <0,001). Cel mai bun prag al caspazei-3 serice pentru
diferentierea intre AVC si martori a fost de 2.50 ng/mL.
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Fig. 64(A) Nivelurile de caspaza-3 la pacientii AVC si subiectii de control.
(B) Nivelurile de caspaza-3 la pacientii cu AVC la cele doud momente (T si T2)

Mai departe, am cdutat sa investighez daca nivelurile de caspaza-3 au fost asociate
antecedentelor personale patologice ale pacientilor cu AVC. Analiza a evidentiat absenta oricarei
corelatii dintre nivelul seric al caspazei-3 la pacientii cu AVC si parametri tip comorbiditati
(fibrilatie atriald, obezitate, diabet zaharat, dislipidemia, hipertensiunea arteriald), tipul de AVC,
teritoriul vascular, NIHSS si decesul precoce pe perioada interndrii.

Am cautat sd evaluez in continuare dacd investigatiile clinice si paraclinice efectuate la
internarea pacientului au variat cu nivelurile serice de caspaza-3 si am observat o asociere slab
pozitiva intre nivelurile de caspazd-3 si hemoglobind (r = 0,29; p < 0,05) (Fig. 65). Dupd cum era

de asteptat, NIHSS a fost asociat pozitiv cu varsta pacientilor si cu nivelurile AST.
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Fig. 65 Analiza corelatiei dintre investigatiile paraclinice si nivelurile serice de caspaza-3.
Valorile din cadranul din dreapta sus al graficului reprezinta coeficientii de corelatie, in timp ce
nivelul de semnificatie este raportat cu simboluri dupa cum urmeaza: ***: 0-0,001; **: 0,001—

0,01; *: 0,01-0,05; =: 0,05-0,10. Histogramele de distributie (violet mediu) si graficele de

densitate ale variabilelor sunt prezentate pe diagonald, in timp ce cadranul din stdnga jos arata
punctele individuale de date cu potrivirea modelului.

Tinand cont de faptul ca scala NIHSS reprezinta cel mai important predictor al mortalitatii
in randul pacientilor cu AVC [441], am cautat sd cercetez daca stratificarile suplimentare ale
riscului ar putea sd fie utile in cazul in care pacientii prezintd scoruri NIHSS de peste 16,

corespunzatoare claselor de severitate ale moderat/sever si sever.
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Dintre toti pacientii cu AVC analizati, un total de 20 (28,98%) au avut scorul NIHSS mai
mare de 16 puncte. La acesti pcienti am examinat caspaza-3 impreuna cu alte variabile.
Rezultatele au aratat ca pacientii cu exitus au prezentat niveluri mai scazute de caspaza-3 la
momentul T1: 5.85 (3.15; 7.1) ng/ml vs. 3.8 (3.15; 7.1) ng/ml, p = 0.027; fig. 66 (A). Dupa cum
era de asteptat, un NIHSS mai mare la 48 de ore a fost, de asemenea, asociat cu un prognostic

nefavorabil, respectiv 16 (15; 20) puncte vs. 20 (15; 20) puncte; p = 0,001.

»
™

p=0.027 p=0.109

Caspase-3 serum levels at T1 (ng/mL)
. 2 )
Caspase-3 serum levels at T2 (ng/mL)

No Yes 0 No Yes
N=12 N=8 N=12 N=8
Median {IQR) Median (IQR)
5.85(3.15,7.1)  3.8(3.15;7.1) 6(3.87,7.88)  3.7(3.87,7.88)

Early death in AlS patients with moderate/severe and severe
NIHSS

Fig. 66 Nivelurile serice de caspaza-3 la 24 de ore (A) si 48 de ore (B) de la spitalizare la
pacientii cu AVC si NIHSS peste 16 puncte. Dotul descris deasupra valorii p a fost identificat ca
un outlier (conform testului Dixon; p < 0,001) si ulterior exclus din analiza, dar retinut pe grafic

pentru integritatea si transparenta datelor.

Adiponectina

O analizd comparativd intre pacientii cu AVC ischemic si lotul martor (fara accident
vascular cerebral) a evidentiat o crestere importantd a nivelurilor serice de adiponectind in situatia
unui AVC ischemic acut.

Specific, pacientii cu AVC au prezentat un nivel mediu de adiponectina de 16.64 ng/ml cu
o variantd mai mare, in timp ce la grupul de control a fost obtinut un nivel semnificativ scazut de

3.78 ng/ml cu p < 0,001, fig. 67 (A).
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Fig. 67 (A) Nivelurile de adiponectind la pacientii cu AVC vs control; (B) Curba ROC
(controale directiei <cazuri AVC) care arata capacitatea de discriminare intre cazurile AVC si
controalele nivelurilor serice de adiponectina in 24 de ore dupd debutul accidentului vascular

cerebral la un prag de 7,32 ng/ml. AVC: AVC ischemic acut; C: control; NPV: valoare predictiva
negativa; PPV: valoare predictiva pozitiva; AUC: aria sub curba.

Nivelurile de adiponectind nu au prezentat modificari semnificative intre cele doua
momente de masurare, observandu-se doar o scadere usoara a mediei de 0.34 ng/ml; p=0,490.

A fost efectuatd apoi o analizda ROC pentru a evalua eficacitatea adiponectinei in
diagnosticarea pacientilor cu AVC ischemic. Analiza a indicat ca la un prag seric de 7.32 ng/ml
(fig. 67B) adiponectina a prezentat o acuratete de 0.99, o specificitate de 0.99 si o sensibilitate de
0.97, valori inalt semnificative In diagnosticul unui AVC ischemic; VPN a fost de 0.97 si VPP a
fost de 0.99. Eroarea standard a fost 0.007 si intervalul de Incredere de 95% a fost intre 0.957 si 1.
Statisca testului z de 72,69 si nivelul de semnificatie, p < 0,001, confirma importanta acestui test
pentru diagnosticul AVC.

Nivelurile adiponectinei serice au fost semnificativ mai scazute la pacientii cu AVC si
obezitate, in ambele momente (T; p=0.034; T2 p=0.038). In ceea ce priveste severitatea
accidentului vascular cerebral masurat pe scala NIHSS, nivelurile mai mari de adiponectina la T

au fost asociate cu un accident vascular cerebral moderat/sever la externare, respectiv 20,25 (17,11;
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22,14) puncte pentru pacientii cu un scor NIHSS >16 cu un p=0,048. Nu au fost observate alte
asocieri semnificative la celelalte momente.

In termen de un an de la diagnosticul episodului AVC, 12 (17.14%) pacienti au decedat.
Am investigat daca nivelurile de adiponectina au fost corelate cu acest rezultat. Concentratiile
mediane de adiponectina au fost mai scazute la pacientii care au supravietuit unui episod de AVC
ischemic acut, cu valori de 15.77 ng/ml la Ty, respectiv de 15.45 ng/ml la T2, cu o semnificatie
statistica la limitd de p = 0.054 respectiv, p = 0.075 (Fig. 68 A,B). Analizele ROC au relevat o
performanta modesta a adiponectinei in prezicerea acestui rezultat in ambele momente; Cu toate
acestea, adiponectina a avut VPN mari.
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Fig. 68 Nivelurile de adiponectind la T1-24 h (A) si T2-48 h (B) intre pacientii care au decedat in
decurs de un an de la momentul debutului AVC si cei care au supravietuit. Analiza ROC cu
urmatoarea directie: controale < cazurile de AVC au prezentat o performantd modesta, dar VPN
mari.

In continuare am evaluat parametrii care ar putea fi asociati in mod semnificativ cu
existusul pacientilor in decurs de 12 luni dupa episodul acut de AVC.

Analiza univariabila fiecdrui parametru a evidentiat ca hipertensiunea arteriald de gradul
III, NIHSS crescut la momentul prezentarii si nivelurile de adiponectina T de peste 13.92 ng/ml
sunt asociate semnificativ cu decesul pacientului, cu valori p= 0,031 si p 0,001 respectiv, p=0,049
(Tabelul 27).

In modelul multivariabil, hipertensiunea arteriala si NIHSS si-au mentinut semnificatia ca
factori de risc independenti (p=0,039 si p=0,005), in timp ce nivelurile de adiponectin au atins o

valoare statistica limita (p=0,060).
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Univariable Analysis Multivariable Analysis

'Variable OR (95%CI) p-value OR (95%CI) | p-value
Sex ref = female 0.86(0.24;3.2) 0.809
\Varsta 1.05(0.99;1.12) 0.149
Obezitate ref = normal weight | 0.57(0.03;3.59) 0.611
Tabagism cronic  [ref = non-smoker 0.49(0.03;3.00) 0.525
Etilism cronic ref = no use 1.25(0.17;5.98) 0.796
Fibrilatie atriald  [ref = absent 2.66(0.75;10.03) | 0.131
Diabet zaharat ref = absent 2.14(0.5:8.19) 0.277
HTA ref = grade I +1I 10.27(1.24;84.76) | 0.031 | 19.91(1.16;342.6) | 0.039
Tip AVC ref = cardioembolic 0.38(0.1;1.32) 0.131
INIHSS la

1.23(1.09;1.39) 0.001 1.28(1.08;1.53) | 0.005
prezentare
Adiponectin T1  fref < 13.92ng/mL. | 8.33(1.47;157.37) | 0.049 |14.08(0.90;221.74)| 0.060
OR: odds ratio; CI: confidence interval.

Discutii

Atat in domeniul medical Tn general cat si in cazul de fata al rutinei clinice din Romania,
bolile cerebrovasculare in stadiul acut necesitd de urgenta identificarea unui numar de biomarkeri
cu specificitate si sensibilitate Tnalte pentru diagnosticul de accident vascular cerebral, cu un raport
cost-beneficiu important, in special la nivel de prespital pentru o interventie cat mai prompta.

Trombomodulina(TM) a reprezentat un interes pentru cercetare, prin complexitatea
rolurilor pe care aceasta le evidentiaza in situatii fiziologice sau patologice. Astfel, nivelul seric
crescut al TM s-ar corela cu diversele antecedente personale patologice de tip: cardiovascular,
coagulare intravasculard diseminata, accident vascular cerebral ischemic, insuficienta multipla de
organe din diverse patologii sau chiar cu riscul de deces.

Valorile considerate normale la persoanele fard un AVC sunt considerate sub 10 ng/ml, iar
valorile peste aceastd limita au fost asociate cu diverse patologii.

Dohi si colaboratorii a ajuns la concluzia ca exista o relatie intre nivelul seric de
trombomodulind si riscul de boald aterosclerotica. Alte studii au obiectivat cd nivelul

trombomodulinei serice a fost semnificativ crescut la pacientii cu leziuni vasculare aterosclerotice

~33~



comparativ cu lotul martor, nivelul seric fiind direct proportional cu generalizarea procesului
aterosclerotic la nivelul intregului organism boala aterosclerotica fiind cunoscuta ca un puternic
factor de risc cardiovascular si implicit de AVC.

Studiile recente au demonstrat prin modele experimentale, cd administrarea
trombomodulinei ca forma de tratament in situatia unui AVC ischemic acut ar putea sa reduca
dimensiunea infarctului ca urmare a repermeabilizarii vasului de sange.

Rezultatul studiului de cercetare doctorala este in concordanta cu literatura de specialitate,
adicd nivelul trombomodulinei s-a corelat cu dislipidemia la pacientii cu AVC, dar nu au existat
diferente intre nivelul de trombomodulina si tipurile de AVC conform clasificarii TOAST.

Totusi, existd discrepante intre rolul posibil protectiv al trombomodulinei, deoarece un
studiu realizat de Olivot si colab. a observat ca trebuie sa se realizeze o interpretare a valorilor
trombomodulinei serice in functie de antecedentele personale patologice ale pacientului cu privire
la boala cerebrovasculara. Astfel, valorile serice crescute au posibil rol protectiv la pacientii fara
istoric de AVC, dar creste riscul de deces la pacientii cu istoric pozitiv. Analiza lotului de pacienti
cu accident vascular cerebral nu a evidentiat o asociere intre nivelul de trombomodulina si decesul
acestor pacienti, o posibild explicatie fiind aceea ca doar 8 pacienti au decedat pe perioada
spitalizarii in cadrul clinicii. Din lotul studiat, am avut un singur pacient cu istoric pozitiv de AVC
ischemic, care a confirmat posibilul rol neuroprotectiv al trombomodulinei.

In cadrul studiului de cercetare doctoraldi am masurat nivelul trombomodulinei la
momentul prezentarii si la 48 ore, iar la monitorizarea pe termen scurt am observat o corelatie
inversd intre severitatea episodului ischemic acut si nivelurile trombomodulinei serice. Ca
observatie, valoarea crescutd a trombomodulinei la momentul acut ar putea sd contribuie la
limitarea progresiei accidentului vascular si in acelasi timp sa ofere un potential efect protectiv pe
termen mediu si lung.

In cercetarea doctorald, am investigat utilitatea trombomodulinei serice ca marker
diagnostic si am evidentiat cd valori care depasesc 8.69 ng/ml s-au asociat cu prezenta AVC
ischemic acut.

Tinand cont ca exista interrelatii ale trombomodulinei cu diverse patologii, am utilizat
propensity score pentru a minimiza influenta datoratd anumitor comorbiditdti cu obtinerea unui

AUC de 1. Astfel, trombomodulina a reprezentat un important ajutor pentru identificarea
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pacientilor cu AVC in conditiile unei tomografii computerizate cerebrale native de aspect normal
(scor ASPECTS 10 puncte) la momentul prezentarii.

Caspazele, si in special caspaza-3, sunt bine cunoscute pe de o parte ca initiatori ai mortii
celulare, iar pe de alta parte ca executanti directi ai acestui proces.

Montaner si colab.(2011) au realizat un studiu pe baza unui panel de biomarkeri printre
care si caspaza-3, concluzionand ca valorile crescute ale caspazei-3 au reprezentat cel mai bun
indicator de diagnostic al pacientilor cu AVC comparativ cu ceilalati biomarkeri.

Rossel si colaboratorii, Intr-un studiu a concluzionat ca a existat o diferentd semnificativa
intre pacientii cu AVC ischemic acut si cei din lotul martor. Mai mult decét atat, cresterea nivelului
seric al caspazei-3 a fost in relatie direct proportionald cu volumul accidentului vascular pe baza
imagisticii prin rezonantd magnetica.

Lynch si colab. au efectuat un studiu prin care a urmarit nivelul seric al caspazei-3 la
pacientii cu semne si simptome sugestive de AVC ischemic in stadiu acut la 3 ore de la debut.

In studiul de cercetare doctorala nivelurile serice au fost mult crescute in primele 24 ore de
la debutul ischemiei cerebrale comparativ cu lotul de control; aceste valori s-au mentinut constant
crescute si la 48 ore, adica la momentul T». Deci caspaza-3 poate ajuta la diagnosticul diferential
intre un AVC ischemic si o patologie, noncerebrovasculara care mimeaza un AVC in primele 24
ore de la debut, in situatia In care pacientii se vor prezenta in acest interval relativ scurt de timp,
tinand cont de faptul cd imaginea constituitd pe tomografia computerizata nativa cerebrala se
evidentiazd de cele mai multe ori Intre 24-72 ore.

In ceea ce priveste dinamica nivelurilor serice ale caspazei-3, conform studiului lui Asahi
si colab., s-a observat o crestere a nivelurilor de ARNm si de caspaza-3 la modelele de ischemie
cerebrald focala la soareci dupa o ord de la debut. Mai mult decat atat, Namura si colaboratorii au
evidentiat pe modele experimentale de AVC ischemic acut la soareci niveluri crescute ale caspazei-
3 si fragmentelor sale, atingand valori maximale, la doud ore de la reperfuzia unei artere sylviene
in olcluzie. Pe 1anga aceasta, Qi si colab. au aratat ca nivelurile serice ale caspazei-3 au prezentat
o crstere lentd pe parcursul primelor 8 ore de la debutul ischemiei, urmate de o crestere extrem de
abrupta pand la 24 ore; dupa 72 ore de la momentul debutului ischemiei cerebrale focale ulterior
s-a evidentiat o scadere lenta.

Prin studiul de cercetare doctorald am masurat nivelurile serice ale caspazei-3 in doud

momente si am observat cd nivelurile acesteia au fost crescute la pacientii cu accident vascular
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cerebral in primele 24 ore de la debutul semnelor si simptomelor specifice ischemiei cerebrale,
valori mentinute crescute si la 48 de ore, comparativ cu lotul martor la care valorile serice s-au
mentinut normale.

In ceea ce priveste clinica pacientilor cu accident vascular cerebral ischemic,
Gafurodegullan si colab. au concluzionat ca nu existd diferente semnificative din punct de vedere
statistic intre nivelurile serice ale caspazei-3 si sexul pacientilor, gradul de severitate al AVC
masurat pe scala NIHSS sau volumul infarctului masurat pe CT/IRM. Studiul a fost efectuat pe un
lot de 100 pacienti cu AVC si antecedente personale patologice similare cu cu cele din studiul
doctoral (etilism cronic, tabagism cronic, DZ, sindrom coronarian sau HTA). in final acestia au
concluzionat ca intre nivelurile caspazei-3 nu au existat diferente semnificative statistic Intre lotul
de studiu comparativ cu lotul martor; mai mult decat atat nivelurile nu s-au corelat semnificativ
statistic cu momentul debutului ischemiei sau cu durata acesteia si nu au ajutat la selectarea cat
mai precoce a pacientilor care au putut beneficia de terapie de revascularizatie cerebrala prin
trombectomie sau tromboliza intravenoasa cu alteplaza.

Linfante si colaboratorii au remarcat ca nu exista diferente semnificative statistic intre
scorul de severitate al AVC masurat pe scala NIHSS si volumul infarctului cerebral, dar acestia au
cercetat doar nivelurile serice ale caspazei-3 la pacientii cu ischemie cerebrald in teritoriul
vertebrobazilar.

Diferentele observate in studiile anterioare ar putea sa apara datoritd momentului in care s-
a masurat caspaza-3, adica perioada de la debutul simptomatologiei pana la momentul recoltei.

In studiul doctoral nivelurile serice ale caspazei-3 au fost semnnificativ statistic mai mari
fata de lotul martor, lucru foarte important pentru managementul unui astfel de pacient atunci cand
imagistica prin tomografie nu prezinta leziuni ischemice cu caracter acut. Aceastd observatie are
un impact semnificativ, deoarece markerii serici pentru diagnosticul unui accident vascular
cerebral Tn aceastd situatie ar putea sa aiba o relevanta clinicd importanta.

O observatie de real interes a reprezentat-o nivelurile serice mai scazute ale caspazei-3
evidentiate la pacientii cu AVC care au decedat precoce pe perioada spitalizdrii; cu toate acestea
ipoteza ar trebui sa fie interpretatd cu prudenta.

Intr-un model experimental de ischemie cerebrala la sobolani la care s-a realizat ocluzia

arterei cerebrale medii, nivelul seric al caspazei-3 s-a mentinut mai scazut chiar si dupa ce au trecut
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24 de ore. Pe de alta parte, reperfuzia ulterioara a fost asociatd cu cu o crestere extrem de abrupta
a nivelului caspazei.

Tindnd cont de aceastd observatie, se poate emite ipoteza ca acei pacienti care au decedat
perioada spitalizarii au prezentat, probabil, ocluzia arterei cerebrale medii, ceea ce a determinat un
prognostic relativ rapid nefavorabil; astfel, nivelul seric fiind scazut nu s-a mai repermeabilizat
vasului arterial respectiv.

Cu privire la adiponectina, aceasta a fost marcata de cercetari importante in functie de
presupusul rol pe care il are in diverse afectiuni precum dislipidemia, HTA, obezitatea, DZ si alte
disfunctii metabolice. Nivelurile serice ale adiponectiei au avut modificari in sens pozitiv sau
negativ 1n prezenta afectiunilor neurologice, inclusiv cele cerebrovasculare. Receptorii
adiponectinei sunt bogat exprimati in diverse structuri ale sistemul nervos central unde exercita
multiple efecte neuroprotective. La acest nivel, adiponectina prezintda un rol important in
neurogeneza si refacerea membranei sinaptice, conform studiilor realizate pe soarecii de laborator.

Adiponectina influenteaza in mod negativ legarea si absorbtia lipoproteinelor cu densitate
joasa la nivelul celulelor spumoase, acest proces fiind extrem de important in initierea si progresia
aterosclerozei, influentdnd in mod negativ patogenia bolilor cerebrovasculare (accident vascular
cerebral ischemic si hemoragic) si a sindroamelor coronariene acute.

Cu toate ca adiponectina este o citokind cu rol important in afectiunle cardiovasculare,
semnificatia clinicd in privinta accidentului vascular cerebral este controversatd; datele din
literatura de specialitate cu privire la valorile serice sunt destul de putine si nu sunt inca pe deplin
integrate 1n privinta riscului, fiziopatologiei si a prognosticului acestuia.

Studiul efectuat de Wang si colaboratorii a concluzionat ca valorile adiponectinei erau mai
mari la pacientii care au prezentat un accident vascular cerebral acut in comparatie cu lotul de
control (p<0.001).

In studiul de cercetare doctorali am observat ci pacientii cu accident vascular cerebral
ischemic au prezentat valori semnificativ mai mari fatd de cei din lotul martor (p<<0.001).

Cu toate acestea, alte studii au demonstrat cd nu exista diferente semnificative statistic Intre
pacientii cu accident vascular cerebral si lotul de control.

La pacientii de cercetare doctorald nivelurile adiponectinei au fost in concordanta cu cele
din literatura de specialitate, dar nu a fost atins pragul de semnificatie statistica (probabil datorita

lotului mai mic de pacienti inrolati in studiu). Aceastd observatie aratd cd valoarea serica a
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adiponectinei poate s reprezinte un instrument de diagnostic al pacientilor cu AVC ischemic in
stadiu acut, la cazurile la care CT cerebral nativ nu a prezentat imagini hipodense de aspect
ischemic acut, oferind astfel posibilitatea initierii unui tratament cat mai rapid cu o posibila rata
de recanalizare arteriala mai buna.

Un alt studiu a concluzionat ca nivelul seric crescut al adiponectinei a fost asociat cu
decesul pacientilor ce au prezentat ateroscleroza carotidiana (confirmata imagistic), ulterior supusi
endarterectomiei carotidiene, dar fara asocieri cu viitoarele evenimente cardiovasculare ischemice.

Rezultatele studiului de cercetare doctorald sunt in concordantd cu aceste observatii, dar
prezintd semnificatie statisticd la limitd (numdr mic de cazuri, respectiv 12 pacienti), datoritd
faptului ca pacientii cu AVC ischemic care au decedat in decursul celor 12 luni de monitorizare au
avut niveluri ale adiponectinei serice mai mari. Mai mult decét atat, prin analiza multivariabila
care viza identificarea unor predictori independenti pentru decesul acestor pacienti, doar
hipertensiunea arteriala si scorul de severitate masurat pe scala NIHSS la internare au rdmas
semnificative din punct de vedere statistic.

Totusi, fiind un numar mic de decese, este necesar sa se efectueze investigatii suplimentare
pentru a confirma sau infirma aceste rezultate.

In ceea ce priveste analiza severititii AVC ischemic, nivelurile serice crescute ale
adiponectinei recoltate in primele 24 ore de la debutul semnelor si simptomelor ischemiei cerebrale
au fost asociate cu un scor NIHSS>16 puncte, adica un AVC moderat-sever. Desi semnificative
statistic, aceste rezultate necesita a fi interpretate cu prudenta, dat fiind numarul extrem de redus
(6 pacienti). In plus am observat ca semnificatia statistici s-a pierdut la momentul T2, deoarece nu
am putut urmari toti parametri, data fiind reducerea numarului lor prin deces.

Valoarea sericd crescutd a adiponectinei ar putea fi utilizata ca instrument de prognostic,
pentru predictia unor leziuni ischemice de lungd duratd, ceea ce ar necesita loturi mai mari de
pacienti.

Pera si colaboratorii au concluzionat ca la pacientii cu AVC ischemic, nivelurile serice ale
adiponectinei au prezentat o scadere in faza acutd. Aceste valori serice s-au corelat cu rezultatele
obtinute de catre Yatomi si colaboratorii pe un model experimental de accident vascular cerebral
folosind animale de laborator.

Sasaki et al au evidentiat ca existd o reducere tranzitorie a nivelurilor adiponectinei serice

in prima zi de internare pentru un episod acut de ischemie cerebrald focald comparativ cu a 14-a
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zi de internare. In cazul lotului studiat, sciderea nivelului seric de adiponectini intre cele 2
determinari a fost nesemnificativa.

Studiul efectuat de Park si colaboratorii a evidentiat ca nivelurile serice de SRAGE au fost
mai scazute la persoanele fara accident vascular cerebral comparativ cu lotul de studiu (p<0.01).
In cadrul cercetarii doctorale valorile serice de SRAGE au fost mult crescute la pacientii din lotul
cu accidentul vascular cerebral ischemic fatd de pacientii din lotul de control.

Tang et al au observat ca nivelurile de SRAGE s-au corelat cu severitatea accidentului
vascular cerebral masurat pe scala NIHSS. Nivelurile serice ale SRAGE au fost mai crescute la
pacientii cu accident vascular cerebral comparativ cu cei din lotul martor.

Niveluri mai scazute de SRAGE au fost prezente la pacientii cu tabagism cronic, scor de
severitate al accidentului vascular cerebral mai mare la momentul prezentarii si functia renalad
normala (p=0.05). La pacientii cu fibrilatie atriald a existat o corelatie importanta din punct de
vedere statistic (p=0.007). In acelasi timp sSRAGE era in relatie cu leucoaraioza severa, ca semn al
hipertensiunii arteriale vechi.

In studiul doctoral nu a fost evidentiati nicio semnificatie statisticd al valorii SRAGE in
corelatie cu scorul de severitate al AVC masurat pe scala NIHSS sau cu fibrilatia atriala.

Cercetarea lui Zhong si colaboratorii a observat ca existd o relatie semnificativ statistica
intre severitatea accidentului vascular cerebral masurat prin scorul NIHSS si nivelul seric al matrix
metaloproteinazei-9 (p<0.001), dar si o corelatie cu subtipul cardioembolic de AVC (p<0.001).
Nivelurile serice crescute ale MMP-9 au fost asociate cu dizabilitate neurologicd majora post
episod ischemic acut si risc de deces pe termen scurt si mediu.

Metaanaliza realizatd de catre Ramos-Fernandez a evidentiat cd nivelurile serice de MMP-
9 au fost crescute dupa un accident vascular cerebral, existind o corelatie cu volumul AVC;
totodata valoarea serica crescuta a MMP-9 ar putea deveni factor predictiv al transformarii
hemoragice 1n cazul revascularizdrii intravenoase cu alteplaza.

Hasirci si colaboratorii au remarcat cd nu exista nicio corelatie Intre valorile chemerinei si
scorul de severitate al AVC masurat pe scala NIHSS, valorile serice la pacientii cu AVC fiind mai
mari comparativ cu pacientii din lotul martor; p=0.001.

Limitarile cercetarii doctorale sunt reprezentate de: numarul mic de pacienti Inrolati, studiu
monocentric, perioada de urmarire posibil redusa (12 luni de la evenimentul acut). Esantioniul mic

de pacienti a limitat realizarea de subgrupuri populationale. Sunt necesare studii efectuate pe
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cohorte mari de pacienti, cu populatii diverse, pentru a putea observa dacd existd diferente
semnificative statistic din punct de vedere al etniei, mediului de provenienta sau al stilului de viata.

Cu privire la biomarkeri, acestia a fost masurati doar la momentul acut, respectiv la
prezentare si la 48 de ore, acest lucru putand sa nu ofere o imagine a variatiilor pe termen scurt,
mediu si lung. Totusi, validarea unor biomarkeri masurati cu ajutorul tehnicii ELISA ar fi sub
semnul intrebdrii dupa Bluher si colaboratorii, care au observat diferente ale valorilor intre

diferitele kituri disponibile pe piata.

Concluzii

Nivelurile serice ale tuturor biomakerilor analizati au prezentat o sensibilitate si
specificitate crescutd in diagnosticul accidentului vascular cerebral ischemic acut, in conditiile in
care tomografia computerizata cerebrald nativa efectuatd la momentul prezentarii in serviciul de
urgentd nu a relevat modificari hipodense cu caracter ischemic acut.

Trombomodulina poate fi considerata un biomarker de diagnostic la momentul debutului
unui accident vascular cerebral ischemic, chiar in situatia in care manifestarile clinice sunt minime,
adica prezenta unui scor NIHSS scazut. Astfel, valoarea trombomodulinei poate ajuta la initierea
terapiei de revascularizare, impreund cu scorul ASPECTS, dupd evaluarea contraindicatiilor
absolute si relative.

Valorile serice ale trombomodulinei au prezentat cresteri la pacientii cu accident vascular
cerebral ischemic 1n primele 24 ore de la debutul simptomatologiei specifice.

Mai mult decat atat, nivelurile s-au corelat cu severitatea episodului, dar si cu riscul de
deces, fiind in relatie directa cu factorii de risc cardiovasculari cunoscuti.

Pacientii care au beneficiat de revascularizare farmacologica cu alteplaza nu au prezentat
modificari semnificative ale nivelurilor de trombomodulina la prezentare sau la 48 de ore, fapt ce
a demonstrat cd tromboliza nu a influentat valorile trombomodulinei.

Se deschid noi perspective pentru de cercetare in vederea completarii rolului ca biomarker
de diagnostic si de prognostic.

Nivelurile serice ale caspazei-3 nu au avut semnificatie statistica in privinta severitatii sau
prognosticului accidentului vascular cerebral ludnd in considerare cele trei subgrupuri de severitate

pe baza scalei NIHSS. Cu toate acestea, la pacientii cu un scor NIHSS moderat-sever, nivelurile
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serice scazute ale caspazei-3 ar putea sugera prezenta ocluziei unei artere cerebrale de calibru
major, cu risc mare de deces 1n perioada imediat urmatoare.

Nivelurile serice ale adiponectinei s-au mentinut crescute atat la momentul Ti, cat si la
momentul T2, la pacientii cu AVC ischemic, In absenta imaginii constituite pe tomografia
computerizatd cerebrald nativa, indiferent de scorul de severitate pe scala NIHSS sau de
revascularizarea intravenoasa cu alteplaza.

Adiponectina a prezentat o mare acuratete ca biomarker de diagnostic al AVC, avind si un
posibil rol prognostic pe parcursul celor 12 luni de monitorizare.

Nivelurile serice ale SRAGE au prezentat o corelatie puternica cu dislipidemia, aceasta
mentinandu-se crescuta atit la momentul T (p=0.004), cat si la T> (p=0.002).

Nivelurile chemerinei serice s-au corelat cu severitatea accidentului vascular cerebral

ischemic masurat pe scala NIHSS si cu prezenta tabagismului cronic.

Contributii personale si perspective ale cercetarii

Prin aceasta teza de doctorat vin cu propunerea utilizarii a unui panel de biomarkeri alcatuit
trombomodulind, adiponectina si caspaza-3 la toti pacientii cu suspiciune de accident vascular
cerebral ischemic acut pentru a confirma diagnosticul cat mai rapid si precis; acesti trei biomarkeri
au prezentat cea mai bund corelatie cu tabloul clinico-imagistic. (Fig. 75)

Panelul propus ar putea fi inclus Intr-un test de sange simplu de efectuat, accesibil in
majoritatea spitalelor, ceea ce ar reduce timpul de initiere a tratamentului specfic cu scaderea
mortalitatii prin afectiuni cerebrovasculare.

De asemenea supravietuitori pot beneficia de scaderea riscului de dizabilitate fizica si/sau
mentald cu posibilitatea cu cresterea calitatii vietii prin reinsertie familiald, sociald si/sau
profesionala.

Implementarea utilizarii in practica medicald a biomarkerilor va duce la dezvoltarea unor
kituri de diagnostic mai ample bazate pe biomarkeri validati prin studii multicentrice nationale si

internationale tip cohorta.
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Fig. 69 Panelul propus si recomandarile de interpretare

Punctele tari ale cercetarii doctorale au fost reprezentate de omogenitatea lotului de
pacienti inrolati in studiu, investigatiile si tratamentul fiind sub supravegherea unei singure echipe
medicale multidisciplinard (neurolog, radiolog, medic de medicind de urgentd, anestezist,
cardiolog, medic de medicind de laborator), astfel nu au existat diferente semnificative in privinta
managementului acestor pacienti. Masurarea biomarkerilor la momentul prezentarii si la 48 ore au
evidentiat fiabilitatea testelor.

Alte directii de cercetare privind identificarea biomarkerilor asociati cu inflamatia si
neurodegenerarea poate conduce la o mai bund intelegere a patogeniei accidentului vascular
cerebral ischemic. Biomarkeri asociati cailor fiziopatologice specifice ar putea deveni tinte pentru
noi terapii inovatoare.

Nivelurile crescute ale trombomodulinei 1n stadiul acut necesitd cercetdri mai amanuntite
si o urmarire pe termen mai lung al pacientilor pentru posibilul efect protector.

In privinta caspazei-3 sunt necesare studii mai ample si pe un lot mai mare de pacienti cu
o perioada mai lunga de monitorizare pentru a putea intelege mai bine semnificatia acesteia ca

potential biomarker de prognostic la pacientii cu AVC ischemic acut.
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Posibilele implicatii ale caspazei-3 in fiziopatogenia mortii neuronale determina definirea
ei ca tinta terapeutica, ambele conducand la noi directii de cercetare ulterioare. Este important sa
se observe dacd blocarea caspazei-3 ar putea sa prevind moartea neuronald si sa imbunatateasca
recuperarea pacientilor, avand in vedere cd existd concluzii contradictorii cu privere la rolul
acesteia, conform datelor din literatura de specialitate.

Biomarkerii descoperiti ar putea fi utilizati in programe de screening pentru identificarea
persoanelor cu risc crescut de AVC ischemic. De exemplu, un test de sdnge pentru biomarkeri
specifici ar putea fi inclus in examenele medicale de rutind pentru persoanele cu factori de risc
cunoscuti, precum HTA sau DZ.

Astfel propun integrarea biomarkerilor intr-un algoritm referitor la managementul

pacientilor cu accident vascular cerebral ischemic in stadiul acut. (Fig. 76)
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Algoritmul recomandat pentru
managementul optimal al AVC 1schemic acut

4 1) Faza supraacuta — BIOMARKERI prespital
RECUNOASTERE Fnivel scdzut al CASP-3 7 probabil ocluzie

. TRANSPORT DE de arterd cerebrald medie — mortalitate mare
URGENTA CATRE {c}} CE o FAVC + HTA TIT — CASP-3 crescuti
SERVICIU SPITAL

MEDICAL
AMBULANTA EVALUARE PENIRU
DIAGNOSTIC AVC
CU MEDIC / (FAST, CPSS,LAPSS)
SERVICIU UPU
{ SMURD
= q/: NEGATIV
=0 PENTRU AVC
N
=g
=1
EVALUARE A
NEUROLOGICA
(NIHSS, ANALIZE UPU/
LABORATOR, STABILIZARE (3)
IMAGISTICA
CEREBRALA)
2) Faza acuta I- UPU
# nivel scazut al CASP-3 ? probabil oclizie
de arterd cerebrald medie -» mortalitate
mare STABILIRE
SERVICIU DIAGNOSTIC,
; PROGNOSTIC,
° NEUROLOGIE! T ALCARE
ATI MANAGEMENT
TERAPEUTIC

3) Faza acuta Il — Clinica Neuwrologie

# nivel scazut al CASP-3 ? probabil ocluzie de
arterd cerebrald medie - mortalitate mare

» AVC+ dislipidemie — TM crescuta

» AVC + LDL-colesterol T/ Colesterol T -TM
crescuta

» AVC+ dislipidemie — CASP-3 crescuti

# valorile ADP crescute la Ty s-au asociat cu
NIHSS mare la externare

RECUPERARE.

REABILITARE, @ . URMARIRE
MANAGEMENT AMBULATORIE
FACTORI DE RISC (12 LUNI)

4) Faza cronicd —recuperare si urmarire
CASP-3 scaruta — exitus
ADP crescuti - exitus

Viitoarele cercetdri in domeniul biomarkerilor se vor putea axa evaluarea eficacitatii
tratamentelor personalizate. Aceste studii vor putea testa diverse adaptate la profilurile
biomarkerilor pacientilor. Studiile clinice ulterioare vor contribui la rapiditatea progresului in
domeniul neurologiei cu implicatii asupra calittii atat a actului medical cat si a vietii pacientului

neurologic.
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