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I.  Introducere generala

Sustinerea diagnosticului de boald Crohn necesita corelarea datelor clinice si paraclinice
— biologice, endoscopice, histologice si imagistice, obtinute de la pacientii cu sindrom diareic
cronic. Nu exista o investigatie considerata gold standard pentru diagnostic. In practica clinica
este necesard integrarea datelor paraclinice in context clinic. Totusi, de multe ori investigatiile
recomandate sunt limitate de fenotipul bolii cum ar fi in cazul stenozelor digestive ce nu pot fi
depasite endoscopic pentru obtinerea materialului bioptic, sau in cazul leziunilor endoscopice
severe care necesita intreruperea procedurii endoscopice din cauza riscului crescut de perforatie
iatrogend. Data fiind prevalenta crescuta a acestei boli in populatia activa economic, prezenta

bolii implica costuri ridicate pentru societate.

Red cell distribution width (RDW) este un parametru care evalueaza cantitativ
anizocitoza, care se defineste ca variabilitatea in dimensiune a eritrocitelor circulante. Este un

parametru de rutina furnizat de analizoarele de hematologie.[1]

RDW evalueaza procesul de hematopoieza ce poate fi influentat de mai multi factori
cum ar fi deficitul de fier, vitamin B12, folati, hemoliza, transfuzii repetate sau inflamatia

cronica. [1]

Cresterea RDW sugereaza o variabilitate crescutd a dimensiunilor eritrocitare, iar
asocierea cu MCV scazut sugereaza deficitul de fier. [2]. Pe de alta parte, valorile normale ale
RDW 1n contextual unui MCV redus sugereaza prezenta unei thalasemii. [3] Exista date in
literatura care au demonstrat utilitatea RDW ca factor de prognostic pentru morbiditatea si
mortalitatea de cauza cardiovasculard in insuficienta cardiac, la pacientii cu antecedente de
infarct miocardic, ipoteza sugerata fiind legata de prezenta unui sindrom inflamator cronic cu
implicatii asupra riscului crescut de boald cardiovasculara. [4]. De altfel, utilitatea RDW 1n
bolile inflamatorii intestinale(IBD) a fost deja dovedita pentru diferentierea intre boala
Crohn(CD) si colita ulcerativd(UC), pentru diagnosticul de boala inflamatorie comparativ cu

pacientii sanatosi si pentru diferentierea intre boala Crohn activa si boala in remisiune. [5-8]

Din aceste considerente, prima parte a prezentei cercetari a avut drept obiectiv principal
determinarea rolului RDW pentru evaluarea activitatii in boala Crohn. Ca si obiective secundare,

.....

activa cu cea a proteinei C reactive(CRP), vitezei de sedimentare a hematiilor(VSH) si
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fibrinogenului, evaluarea asocierilor dintre RDW si diferitele aspecte fenotipice ale bolii Crohn,
precum si integrarea comparativa a datelor obtinute in literatura de specialitate disponibild pana

in momentul de fata. Intervalul de referintd pentru RDW-SD a fost intre 39 si 46 FL.

A doua parte a cercetarii doctorale s-a concentrat pe investigarea unor elemente de
biologie moleculara la pacientii cu IBD, care, conform datelor actuale din literatura de

specialitate, nu au mai fost studiate in populatia din Roménia.

Rolul geneticii Tn bolile inflamatorii intestinale este deja un subiect de interes in
literatura de specialitate. Aceste boli sunt considerate a fi rezultatul interactiunii dintre
modificarile microbiomului intestinal — disbioza, si sistemul imun intestinal cu raspuns
modificat, contribuind la propagarea inflamatiei la nivel mucozal. Aceastd intreractiune
determina sinteza diferitelor citokine proinflamatorii dovedite a fi implicate 1n aparitia bolilor
inflamatorii intestinale, dintre care, de departe cea mai studiata este Tumor Necrosis Factor
alpha(TNF-a). [9-11]

Efectul TNF-a la nivel tisular se realizeaza prin legarea acestuia de receptorii sai - TNF-
a receptor 1(TNFR1) si TNF-a receptor 2 (TNFR2), cu activarea secundara a unor fenomene
de proliferare si diferentiere celulard, semnalizare proinflamatorie si apoptozd a celulelor
epiteliale intestinale, toate aceste fenomene contribuind la aparitia leziunilor observate in timpul

endoscopiei. [11]

Din acest motiv toate moleculele studiate ca tratament pentru bolile inflamatorii
intestinale s-au concentrat pe contracararea efectului TNF-alpha si altor molecule cunoscute a
fi implicate in propagarea fenomenului inflamator, dar marele minus al acestei strategii de
dezvoltare a fost reprezentat de ideea ca "one drug suits all”", acesta fiind probabil si motivul

pentru care exista o mare vairiabilitate in raspunsul pacientilor la aceste tratamente. [10]

Aceste observatii au reprezentat punctul de plecare pentru introducerea notiunii de
medicind personalizatd in domeniul bolilor inflamatorii intestinale cu scopul de a identifica
factori clinici, biologici, fenotipici, endoscopici, imagistici, histologici si moleculari, predictivi
pentru evolutia naturald, si sub tratament, a acestor boli, avand drept tintad finala stratificarea

pacientilor pe baza unor criterii, pentru a obtine o eficacitate a tratamentului maximala. [12—16]

Studiile de farmacogeneticd au drept scop identificarea pacientilor care ar putea

beneficia de pe urma unui anumit tratament, oferind totodatd informatii importante despre
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profilul genetic al pacientilor care nu raspund la tratament pentru a putea intelege mecanismele
implicate in dezvoltarea bolii la acestia din urma, si identificAnd astfel alte posibile tinte
terapeutice specifice acestui grup de pacienti. In general, in farmacogenetica, atat
polimorfismele la nivel farmacodinamic (actiunea unei anumite molecule) cat si cele la nivel
farmacokinetic (evolutia moleculei Tn organism) pot avea implicatii relevante in prezicerea
raspunsului la un anumit tratament. De altfel, este bine cunoscut, ca exemplu, rolul
polimorfismului mononucleotidic(SNP) al interleukinei-28 1in prezicerea raspunsului la

tratamentul cu Peg-interferon la pacientii cu hepatita cronica virala C. [10]

In consecinti, variabilitatea genetica cu implicatii asupra sintezei de TNF-a ar putea
avea un rol important in prezicerea raspunsului la tratament cu agenti antiTNF-q, stratificand
pe baza criteriilor de eficienta pacientii care ar beneficia de pe urma unui astfel de tratament,
limitand totodatd expunerea celorlalti la o molecula cu potentiale efecte adverse notabile si

reducand costurile sistemelor de sanatate.

De altfel, exista date 1n literatura care atesta faptul ca polimorfismele mononucleotidice
ale genei TNF sunt responsabile de evolutia mai agresiva a bolilor cu mecanism imun, de
raspunsul mai slab la tratament biologic cu agenti antiTNF, si pot fi folosite ca markeri de
diferentiere intre cele doua boli inflamatorii intestinale acolo unde diagnosticul este dificil

datorita trasaturilor clinico-biologice, endoscopice si histologice superpozabile. [17-20]

Pentru acest studiu am folosit pacienti cu IBD si martori sanatosi la care am investigat
ntr-o serie de studii de tip caz-control polimorfisme mononucleotidice apartinand genei TNF-
alpha 1n relatie cu susceptibilitatea de a dezvolta boala inflamatorie intestinald. Pe 1anga aceste
obiective principale, am urmadrit si cateva obiective secundare cum ar fi implicatia acestor
polimorfisme mononucleotidice in riscul de a dezvolta o boala mai severd/extensiva precum si
rolul posibil predictiv al acestor polimorfisme pentru raspunsul la tratament cu agenti biologici

antiTNF.

Ultima parte a cercetarii doctorale s-a desfasurat in colaborare cu Centrul de Diagnostic
din cadrul Institutul de Morfopatologie "Victor Babes™ unde au fost analizate din punct de
vedere histopatologic si molecular probele bioptice prelevate in timpul colonoscopiei de la
pacienti cu IBD diagnosticati si urmdriti in Clinica de Gastroenterologie a Spitalului Universitar

de Urgenta ELIAS.



Acest proiect a urmarit identificarea corelatiilor existente intre scorurile histologice
propuse in literatura pentru uniformizarea rezultatelor histopatologice, care inca nu sunt
recomandate pentru uz in practica clinica, si aspectul endoscopic evaluat pe baza scorurilor
endoscopice de severitate clar statuate in recomandarile societdtilor internationale de profil.
Suplimentar am efectuat analiza moleculara pe piesele bioptice, aceasta urmarind evaluarea
expresiei cantitative la nivel tisular a unui panel de 84 de gene implicate in bolile inflamatorii
intestinale contribuind la dezvoltarea mai multor procese imunologice, cu scopul de a identifica
o "semnaturd" specifica pentru anumite situatii. Am efectuat analize comparative ntre multiple

situatii particulare identificand gene diferential exprimate in toate aceste analize. [21-23]

1. Ipoteza de lucru si obiectivele generale ale lucrarii

Prezentul studiu a urmarit, pe de-0 parte, evaluarea unui parametru simplu, larg
disponibil, prezent pe buletinul de rezultat al unei hemoleucograme — RDW, ca marker de
activitate non-invaziv in bolile inflamatorii intestinale, iar pe de altd parte pe niste analize de
genetica si biologie moleculara cu scopul de a identifica corelatii cu susceptibilitatea crescuta
de a dezvolta IBD, cu evolutia si prognosticul acestor boli, cu raspunsul la tratament si cu riscul
de recadere. Niciunul din aceste cercetari nu a mai fost publicat anterior in literatura pe populatia

de pacienti cu IBD din Romania.

Prima ipoteza de lucru a fost ca valoarea RDW crescut poate reprezenta un marker de
activitate in boala Crohn, plecand de la premiza ca fenomenul inflamator cronic interfera cu
homeostazia fierului in organism, contribuind la aparitia unei false feriprivii ce determina
dezvoltarea anizocitozei. Obiectivul acestei cercetari a fost de a analiza corelatiile RDW cu
diferitele stadii de activitate a bolii Crohn si diferentele existente la nivelul valorilor acestui

parametru intre sindromul de intestin iritabil si boala Crohn.

A doua ipoteza de lucru a fost reprezentatd de posibila asociere intre prezenta alelelor
minore ale SNP-urilor -308G/A si -238G/A si riscul de dezvoltare a bolilor inflamatorii
intestinale precum si asocierea cu alte caracteristici fenotipice ale acestor boli sau cu raspunsul
la tratament. Obiectivul a fost de a identifica daca aceste SNP-uri pot prezice riscul de

dezvoltare a bolilor inflamtorii intestinale.



A treia ipoteza de lucru a fost reprezentata de ideea ca analiza expresiei genice la nivel
mucozal poate identifica gene implicate In procesul inflamator local la pacientii cu boala activa
ce pot deveni tinte terapeutice in viitor, ce pot servi drept substrat pentru dezvoltarea de probe
de recadere scazut si care ar putea sa mentind un raspuns sustinut si dupa intreruperea, chiar si

temporard, a tratamentului biologic, cu implicatii economice importante pentru societate.

Analiza statisticd a datelor obtinute a condus la concluzii interesante, unele publicate
pentru prima datd in literaturd, cu cresterea vizibilitatii literare a colectivului de cercetare.
Astfel, RDW s-a dovedit util pentru diferentierea intre boala Crohn si boli cu manifestari
functionale sugestive pentru aceasta, care alaturi de ceilalti markeri noninvazivi existenti poate
contribui la selectionarea pacientilor care efectueaza colonoscopie, cu reducerea numarului de
colonoscopii inutile. In ceea ce priveste analiza genetica, polimorfismele genei TNF-a se
coreleaza atat cu susceptibilitatea de a dezvolta boala Crohn, cat si cu riscul de a dezvolta
manifestdri extraintestinale asociate IBD 1n populatia pacientilor din Romania. Prin analiza
expresiei genice la nivel mucozal am observat un fond de expresie diferit intre subiectii sanatosi
si tesutul aparent normal al pacientilor cu IBD fapt ce ar putea sugera ca la acesti pacienti
fenomenele inflamatorii la nivel molecular se declanseaza mult inaintea obiectivarii leziunilor
endoscopice. Mai mult, profilul de expresie diferd semnificativ intre pacientii cu boala Crohn
operati si neoperati sugerand existenta unor alte cai de activare a inflamatiei dupa interventii

chirurgicale.

Rezultate din aceste cercetari doctorale au fost prezentate sub forma de comunicari orale
si postere la congrese nationale si internationale, si publicate in reviste indexate in baze de date

internationale.

Nu Tn ultimul rand, la realizarea acestui proiect au contribuit mai multe institutii, aceasta
lucrarea oferind posibilitatea unei colabordri institutionale intre Departamentul de
Gastroenterologie al Spitalului ELIAS unde imi desfasor activitatea si Centrul de Diagnostic
din cadrul Institutului de Morfopatologie ,,Victor Babes” , Catedra de Fiziopatologie si
Imunologie din cadrul Universitatii de Medicind si Farmacie ,,Carol Davila” si Institutul

National de Tranfuzii Sanguine ,,Prof. Dr. C. T. Nicolau”.



I11. Red cell distribution width (RDW) — un nou marker
biologic de activitate n bolile inflamatorii intestinale

Selectia pacientilor

Prezentul proiect de cercetare s-a efectuat pe 2 loturi de subiecti : un lot de 51 de
pacienti denumit grup control, diagnosticati cu sindrom de intestin iritabil, si un lot de 148
de pacienti cu boald Crohn, denumit grup de studiu, diagnosticul fiind sustinut pe criterii

clinice, endoscopice, imagistice si histologice. [24]

Actualul studiu a reprezentat o analizd de tip observational analitic
retrospectiv/descriptiv si a inrolat pacienti diagnosticati cu boala Crohn in Clinica de
Gastroenterologie a Institutului Clinic Fundeni din Bucuresti intre anii 2008-2013,
urmarind parametric clinici, biologici si endoscopici cu utilitate cunoscutd in evaluarea
activitatii bolii.

Subiectii din grupul control au fost evaluati clinic si biologic, adresandu-se
consultului pentru simptomatologie nespecifica sugerand o patologie functionald. Acesti
pacienti nu prezentau anomalii biologice — fara inflamatie sistemica, fard anemie, fara
deficit de fier, si doar o parte din ei au beneficiat de examinare endoscopica — colonoscopie,
ce nu a pus in evidentd modificari macroscopice. Toti acesti pacienti au fost diagnosticati

cu sindrom de intestin iritabil. [24]

In ceea ce priveste grupul de studiu, s-au utilizat mai multi parametrii pentru
evaluarea bolii Crohn. Scorul CDAI a fost intrebuintat la evaluarea activitatii bolii pe criterii
clinice clasificand pacientii in 4 categorii: boala in remisiune, cu un scor CDAI<150, puseu
usor de activitate cu scor CDAI intre 150 si 250, puseu moderat de activitate cu scor CDAI
intre 250-450, si puseu sever de activitate cu scor CDAI>450. Mai departe, boala Crohn a
fost clasificata fenotipic in functie de patternul evolutiv in forma inflamatorie, stenozanta
s1 fistulizanta, si de extensia lezionald in boald cu afectare ileald, colonica si ileo-colonica. S-
a notat si prezenta sau absenta manifestarilor perianale si, respectiv, a celor extraintestinale, ca

marker de incarcatura inflamatorie sistemica crescuta. [24]



Toti pacientii inrolati In studiu au semnat consimtdmantul de participare.

Criteriile de includere Tn studiu:

e Prezenta tuturor datelor necesare unui diagnostic cert de boala Crohn —
obligatoriu examen histologic cu trasaturi sugestive de boald inflamatorie
intestinald, si colonoscopie cu leziuni sugestive, date integrate in context clinic
suportiv pentru diagnostic.

¢ Disponibilitatea in foaia de observatie a pacientilor a tuturor parametrilor evaluati.

Evaluarea activitdtii pe criterii clinice s-a efectuat folosind scorul CDAI(Crohn
Disease Activity Index, tabel I1), fiind clasificata n 4 stadii: remisiune(scor CDAI<150),
puseu usor de activitate(scor CDAI=150-250), puseu moderat de activitate(scor CDAI=250-
450) si puseu sever de activitate(scor CDAI>450).

Definirea extensiei si patternului evolutiv al bolii s-a efectuat utilizand clasificarea
Montreal unde L1=localizare ileald, L2=localizare colonica, iar L3= localizare ileo-colonica, iar

B1=pattern inflamator, B2=pattern stenozant si B3=pattern fistulizant[25]

Rezultate si discutii

In prezent se incearcd tot mai mult identificarea unor markeri ieftini, non-invazivi si

larg disponibil facand parte din hemograma standard efectuata in orice laborator.

In acest studiu, am observat o crestere a valorilor RDW la pacientii cu boald Crohn
activa comparativ cu cei aflati In remisiune si, respectiv, cu pacientii din grupul control cu
sindrom de intestin iritabil. Curba ROC a demonstrat o sensibilitate scazuta dar o specificate
crescutd pentru determinarea statusului inflamator sistemic. Totusi, aceste modificari au fost
observate doar 1n cazul pacientilor cu boald Crohn pur inflamatorie (boald luminald), rezultatele
pentru boala stenozanta si fistulizantd nefiind semnificative statistic. Din acest motiv, in analiza
pe intreg grupul pacientilor cu boala Crohn, RDW nu a atins pragul de semnificatie statistica

pentru utilizarea ca si marker de evaluare a inflamatiei.



Prezenta cercetare a pus in evidentd corelatie semnificativ statisticd intre valoarea
RDW-SD si stadiul de activitate al bolii Crohn. Astfel, s-au observant diferente cu valoare
statistica Intre lotul martor si lotul de studiu (absenta si prezenta bolii) precum si intre
pacientii aflati in remisiune si cei cu boald moderatd sau severd. Totodatd, diferente
semnificative s-au observat si intre pacientii cu puseu usor de activitate si cei cu puseu sever

de activitate, dar nu si cu cei cu puseu moderat de activitate.

O alta observatie demna de mentionat este relatia dintre anemie si RDW-SD ce a fost
influentatd de valorile hemoglobinei. Corelatia observata a prezentat o inaltd semnificatie

statistica pe baza valorii p, acest rezultat fiind concordant cu datele din literatura. [2]

Pe de alta parte, analiza curbelor ROC comparative intre RDW si ceilalti marker de
inflamatie consacrati analizati in aceasta lucrare a relevant faptul ca RDW independent nu

reprezinta un parametru suficient de sensibil si specific pentru detectia bolii.

Pana in prezent, sunt doar cateva lucrari in literatura care au analizat rolul RDW in

evaluarea pacientilor cu CD. [5-8,26]

Studiul lui Cakal et al. a observat o posibila utilitate a RDW ca marker aditional de
inflamatie la pacientii cu boli inflamatorii intestinale. Datele acestui studiu au indicat cd o
valoare RDW cut-off de 14.1 prezinta 78% sensibilitate si 68% specificitate pentru depistarea

bolii Crohn active. Totusi, merita mentionat ca lotul pacientilor cu CD a fost de doar 22 subiecti.

[26]

Plecand de la premisa cd anemia modifica valorile RDW, Song et al. au evaluat abilitatea
RDW de a depista boala Crohn activa la pacientii cu CD fara anemie. S-a observat ca RDW la
0 valoare cut-off de 14.1 prezinta o sensibilitate de 82% si o specificitate de 83% pentru detectia
pacientilor cu boald activa fard anemie. Totusi, datoritd faptului cad anemia poate influenta
parametrii din scorul CDALI si implicit scorul total, nu am exclus acesti pacienti din analiza

noastra. [8]

Mecanismul prin care RDW se modifica in inflamatia sistemica si implicit in boala
Crohn activa nu sunt foarte clare. Cateva motive au fost postulate in literaturd, incepand cu
faptul ca acesti pacienti prezinta pierdere cronica de sange la nivel intestinal, prezintd deficite
nutritionale asociate, si, totodatd, necesita transfuzii periodice, toate acestea contribuind la

cresterile RDW. Apoi, inflamatia insasi poate influenta valoarea RDW, acesta din urma fiind
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un nou marker studiat pentru asocierea cu inflamatia sistemica. Suplimentar, exista date in
literatura care sugereaza ca citokinele proinflamatorii circulante inhiba maturarea eritrocitara
mediata de eritropOietina ce ar putea, de asemenea, contribui la valori crescute ale RDW. Nu in
ultimul rand, nu trebuie uitatd interferenta diferitelor molecule utilizate in tratamentul CD cu

procesul eritropietic. [21][27-31]

Studiul nostru a avut si limitari cauzate de natura monocentrica a colectarii datelor,
precum si de numdrul limitat de pacienti impreuna cu heterogenitatea loturilor studiate.
Categoric este nevoie de studii mai ample, multicentrice pentru a analiza si confirma datele

obtinute in studiul nostru.

IVV. Rolul polimorfismelor mononucleotidice ale genei TNF-
alfa in populatia din Roméania cu boli inflamatorii
intestinale

Selectia pacientilor

Pentru acest proiect baza de date a fost constituitd din 132 de pacienti internati si
diagnosticati cu boli inflamatorii intestinale — colitd ulcerativa si boala Crohn, in Clinica de
Gastroenterologie a Spitalul Universitar de Urgenta ELIAS din Bucuresti Tn perioada 2014-
2018. Pentru lotul martor s-a folosit Colectia de ADN a Disciplinei de Imunologie si
Fiziopatologie din cadrul Facultatii de Medicina, UMF "Carol Davila", Bucuresti initiata in anul
2006, constituita din probe sanguine prelevate de la 160 subiecti sanatosi. Acestia sunt potentiali
donatori de organe aflati Tn baza de date a Institutului National de Transfuzii Sanguine “Prof
Dr. C.T. Nicolau”, Bucuresti. Subiectii selectionati in lotul martor nu au prezentat istoric
personal sau semne si simptome de boli reumatice inflamatorii, inclusiv boli inflamatorii
intestinale.

Pacientii cu boli inflamatorii intestinale au fost inclusi In studiu dacd au indeplinit
criteriile clinice, biologice, imagistice, endoscopice si histologice necesare pentru diagnostic
conform recomandarilor ghidului de diagnostic si tratament propus de Organizatia Europeana

pentru Colita si Crohn (European Crohn’s and Colitis Organisation ECCO). [23,25]
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Datele clinice au fost obtinute din bazele de date a Spitalului Universitar de Urgenta
ELIAS.

Pentru fiecare pacient s-a precizat varsta, sexul, tipul de boala, varsta de debut a bolii,
extensia leziunilor, prezenta sau absenta manifestarilor extraintestinale asociate bolii, raspunsul
la tratament biologic cu molecule antiTNF-alfa si necesarul de colectomie pentru colita

ulcerativa.

Definirea extensiei bolii s-a efectuat utilizand clasificarea Montreal atat pentru colita
ulcerativd unde El=proctitd. E2=colitd stanga, E3=pancolitd, cat si pentru boala Crohn unde

L1=localizare ileala, L2=localizare colonica, iar L3= localizare ile0-colonica.[23,25]

Au fost excluse din analiza finala probele neconforme din punct de vedere calitativ si
cantitativ pentru extractia ADN. In final, am avut 123 de probe in lotul de studiu si 160 de probe

n lotul martor.

Toti subiectii au semnat un formular de consimtamant informat in care le-a fost explicat
scopul recoltarii probelor de sange, cvasi-absenta riscurilor asociate flebotomiei, respectarea
drepturilor pacientului si a normelor deontologice in vigoare precum si confidentialitatea

datelor.

Probele biologice disponibile au fost prelucrate cu kit-uri predefinite disponibile

comercial, urmarind recomandarile producétorilor.

Rezultate si discutii

TNF-a reprezintd o citokina cheie in procesul inflamator implicat in bolile inflamatorii
intestinale, fiind implicatd, asa cum am discutat mai sus, atat in manifestarile locale, de organ,
cat si in cele sistemice, ale acestor boli. Cercetarea locusului -308 de la nivelul zonei promotor
a genei TNF-alpha a pus in evidenta o relatie cu modul de prezentare clinica a bolii. [34,35] O
noutate a acestui studiu o reprezinta asocierea alelei minore in cazul ambelor SNP-uri studiate
cu prezenta manifestarilor extraintestinale, fapt ce ar putea fi explicat la nivel fiziopatologic

prin existenta unei incarcaturi inflamatorii sistemice crescute la acesti pacienti, fapt concordant
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in final cu observatiile de mai sus legate de manifestari fenotipice mai severe la purtatorii alelei

minore. [36-38]

Cateva polimorfisme mononucleotidice (SNP) in regiunea promotor a genei TNF-« au
fost studiate si atribuite modificarilor observate in expresia genica (-238G/A si -308G/A).
Asemenea variatii la nivelul zonei promotor a genei au fost asociate anterior cu susceptibilitatea
crescutd de a dezvolta o serie de boli autoimune cum ar fi astm, psoriazis si artritd
reumatoida.[39-41] In ceea ce priveste bolile inflamatorii intestinale, polimorfismul -308G/A
se asociazd cu susceptibilitatea de a dezvolta o astfel de boala in populatii diferite din Japonia,
China, dar si Europa. Pe de altd parte, exista multe date care nu confirmd aceastd asociere
provenind din populatii caucaziene din Australia, Cehia si Canada, unde nu s-au gésit asocieri
semnificative pentru alela minora a acestui SNP cu susceptibilitatea de a dezvolta boala. [42,43]
Tn acest context, 0 meta-analizi recenti care si-a propus uniformizarea acestor date a
concluzionat ca aceste discrepante in frecventele alelice si genotipice sunt secundare fondului
genetic diferit din aceste populatii. [43,44] Datele prezentului studiu confirma absenta asocierii

dintre alela minora a acestui SNP si susceptibilitatea de boala observata la pacientii caucazieni.

O alta observatie interesantd din literaturd subliniaza asocierea genotipurilor ce contin
alela minora a SNP -308G/A cu gradul crescut al inflamatiei sistemice prin corelatie cu valorile
proteinei C reactive si TNF-a circulante n episoadele de activitate a bolilor inflamatorii, Tn
special la pacientii cu fenotip fistulizant al bolii Crohn. [40,41,43] Mai mult, Kim si
colaboratorii au observat o frecventa alelica mai mare a alelei minore in cazul pacientilor cu
anticorpi anticitoplasma neutrofilica, sugerdnd asocierea acestui SNP cu comportamentul
evolutiv al bolii Crohn. [41] In studiul nostru nu am observat niciuna din corelatiile mai sus

discutate legate de caracteristicile fenotipice si evolutive ale bolii Crohn.

Intr-un studiu recent pe pacienti cu boli inflamatorii intestinale sub tratament cu agenti
biologici antiTNF-o, ce a investigat rolul SNP -308G/A, nu s-au observat diferente
semnificative statistic pentru frecventele alelice si genotipice ntre grupurile cu cele doua boli
inflamatorii studiate — colita ulcerativa si boala Crohn, dar s-a evidentiat o frecventa crescuta a
alelei minore -308A si a genotipului GA in randul non-responderilor la tratament, comparativ
cu pacientii responderi. De altfel, acest genotip a fost clasificat ca ,,high-producer” de TNF-a,
fapt ce ar putea explica raspunsul diferit al pacientilor la tratament. Se poate postula ca in cazul

acestor pacienti ce produc cantitati crescute de TNF-a care fac ca dozele de tratament sd nu fie
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suficiente pentru a suprima intreaga cantitate de citokina circulanta, astfel contribuind la
raspunsul slab observat la nivel clinic. [40,45] In cazul studiului nostru, am obtinut o frecventa
alelica crescutd, dar fara semnificatie statisticd, a alelei minore a SNP -308G/A in subgrupul
pacientilor cu raspuns bun la agenti biologici comparativ cu non-responderii. Pe de alta parte,
0 observatie interesantd este reprezentata de frecventa alelica crescutd a alelei minore a SNP -
238G/A in subgrupul pacientilor cu boala Crohn non-responderi la tratament biologic
comparativ cu pacientii responderi, ce vine In contradictie cu concluziile unei metanalize
recente ce a urmarit implicatiile mai multor polimorfisme mononucleotidice ale genei TNFa n
prezicerea raspunsului la aceasta clasa de molecule la pacientii cu spondilartropatii, psoriazis si
boald Crohn. Totusi, se poate discuta bias-ul legat de patologia subiacenta, metaanaliza citata
evaluand ,,en-gros” toate bolile studiate producand un posibil efect de ,,dilutie” a rezultatelor,
care poate influenta raspunsul la tratament prin intermediul parametrilor legati de boala, in mod

independent de fondul genetic. [46]

Tot referitor la SNP -238G/A, un studiu iranian al lui Naderi et al. din 2014 a observat
o frecventd mai mare a alelei minore in grupul pacientilor cu boald Crohn, dar fara a atinge
semnificatia statisticd, concluzie concordantad cu datele existente pand atunci in literatura
provenite din studii pe populatii din Ungaria, Canada, Japonia si China. [47-49] Rezultatele
noastre confirma aceste rezultate, atingand totodata si semnificatia statisticd pentru aceasta
asociere, sugerand o susceptibilitate crescuta pentru dezvoltarea bolii Crohn la purtatorii alelei
minore A a acestui SNP comparativ cu lotul control. Observatia nu a fost validatd pentru

pacientii cu colita ulcerativa.

V. Profilul expresiei genice la nivel mucozal in bolile
inflamatorii intestinale

Selectia pacientilor

Studiul s-a realizat Tn conformitate cu normele internationale (Declaratia de la Helsinki)
si cele nationale (legea nr. 46/2003) privind drepturile pacientului. Inregistrarea pacientilor a

fost codificatd distinct si nu s-au folosit nume, adrese sau CNP in prelucrarile de date din studiu.
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Selectia pacientilor s-a realizat pe baza diagnosticului de boald inflamatorie intestinald
stabilit conform ghidului European ECCO de diagnostic si tratament al bolilor inflamatorii
intestinale. [32-33]Datele necesare prelucrarii statistice au fost preluate din bazele de date ale
Institutului National de Patologie ,,Victor Babes” si Spitalului Universitar de Urgenta “ELIAS”

din Bucuresti.

Am inrolat 19 pacienti de la care s-au prelevat 20 de seturi de biopsii, pentru un pacient

fiind disponibile probe de tesut in dinamica sub tratamente diferite, si 20 de pacienti sanatosi.

Tnrolarea s-a efectuat in mod consecutiv la prezentarea in clinici pentru reevaluare

endoscopica.

Toti pacientii au semnat consimtamant informat de participare la studiu inaintea

colonoscopiei.
Pentru lotul initial au fost urmariti urmatorii parametri:

- Sex;

- Varsta;

- Tipul de boala inflamatorie intestinala;
- Extensia bolii;

- Severitatea puseului pe criterii clinice ;
- Severitatea endoscopicd a leziunilor;
- Severitatea histologica a leziunilor;

- Tratamentul in curs la momentul prelevarii probelor histologice.

Pentru definirea severitdtii puseului de boald am utilizat scorul Mayo partial pentru colita
ulcerativa, cu valori numerice cuprinse intre 0-9, valoarea mai mare definind o severitate mai
mare. Pentru boala Crohn am folosit Tn evaluarea puseului scorul Crohn’s disease activity index
of severity (CDAI) cu definirea remisiunii ca scor CDAI<150, puseu usor de activitate cu scor
CDAI=150+219, puseu moderat de activitate cu scor CDAI=220+449 si puseu sever cu scor
CDAI>450. [32-33]

Definirea extensiei bolii s-a efectuat utilizand clasificarea Montreal atat pentru colita
ulcerativd unde El=proctitd. E2=colita stdnga, E3=pancolita, cat si pentru boala Crohn unde

L1=localizare ileald, L2=localizare colonica, iar L3= localizare ileo-colonica. Suplimentar,
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clasificarea Montreal include si parametrii legati de varsta la debut (A1<16 ani; A2=16-40 ani si
A3>40 ani) si, respectiv, de patternul de evolutie a bolii (B1=pattern inflamator, B2=pattern

stenozant, B3=pattern fistulizant), pentru boala Crohn.[32]

Din punct de vedere al leziunilor endoscopice, evaluarea severitatii s-a efectuat folosind
subscorul Mayo endoscopic pentru colita ulcerativa care se calculeaza insumand parametrii ce
evalueaza prezenta/absenta ulceratiilor/eroziunilor, eritemul mucoasei, vizibilitatea patternului
vascular mucozal si prezenta/absenta sangerdrii spontante/provocate, cu valori totale cuprinse
intre 0-3, scorul mai mare definind leziuni mai severe. Pe de alta parte, un subscor Mayo
endoscopic de 0 sau 1 defineste vindecarea mucozald. Referitor la boala Crohn, am optat pentru
scorurile Simple Endoscopic Score for Crohn disease (SES-CD) la pacientii neoperati, iar la cei
operati am utilizat scorul Rutgeerts de evaluare a recurentei postoperatorii, pentru ambele fiind
valabila observatia ca un scor mai mare defineste o severitate mai crescutd. SES-CD evalueaza
dimensiunea ulcerelor mucozale, suprafata ulceratd, entensia leziunilor endoscopic si prezenta
stenozelor. Pentru scorul Rutgeerts valorile variaza intre 10 si 14 in functie de numarul ulceratiilor,
aspectul mucoasei intercalare si prezenta stenozei la nivelul anastomozei sau la nivelul ileonului

neoterminal. O valoare 10 sau I1 se considera fara recurenta postoperatorie.[32,33]

Severitatea histologica a fost evaluatda cu scorul Nancy pentru colita ulcerativa care
utilizeaza ca parametrii prezenta ulceratiei si infiltratul inflamator acut si cronic pentru a defini pe
o scala de la 0-4 severitatea histologica. In ceea ce priveste boala Crohn, am folosit scorul Global
Histologic Activity index of Severity (GHAS) care incorporeaza ca parametrii injuria epiteliala,
modificarile arhitecturale, infiltratul inflamator cu mononucleare sau polimorfonucleare din
lamina propria si epiteliu, prezenta eroziunilor/ulceratiilor si granuloamelor, cu puncte adaugate
pentru fiecare parametru identificat. Un scor peste limita de 2 puncte indica prezenta activitatii
histologice, fara a exista inca o clasificare clara a severitatii in functie de numarul de puncte,

dar este logica presupunerea unei severitati crescute asociate unui scor mai mare. [50-53]

Pentru identificarea modificarilor genetice si epigenetice, probele biologice au fost
reprezentate de fragmente tisulare din mucoasa lezionald, din mucoasa neinflamatd si de la

pacienti sanatosi.

Conservarea fragmentelor tisulare s-a realizat fie prin fixare in formol si includere in

parafina, fie prin congelare la -80°C.
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Din fiecare fragment tisular, fie ca a fost fixat in formol si inclus in parafina fie ca a fost
congelat, au fost realizate, in serie, sectiuni la microtom cu grosimea de 4 pm pentru coloratie

cu hematoxilinid-eozina.

Dupa obtinerea sectiunilor si etalarea pe lame, s-a efectuat coloratia histopatologica. Un
medic anatomopatolog specialist a evaluat lamele si a confirmat diagnosticul de boalad
inflamatorie intestinala conform criteriilor din literatura de specialitate.[51]Pentru fragmentele
congelate de tesut neinflamat si normal s-a efectuat cate o sectiune la criotom pentru examenul
histopatologic. Sectiunile au fost colorate hematoxilind-eozind si au fost verificate de cétre

medicul anatomopatolog.

Fragmentele prevazute pentru extractie de ARN au fost conservate intr-un tampon
special de inactivare a ARNazelor reprezentat de RNAlater imediat dupa recoltare si s-au pastrat
la frigider la 4-8°C. Dupa 24 — 48 ore aceste fragmente de tesut au fost scoase din solutia

tampon si au fost pastrate la -80°C pana la utilizare.

Extractia ARN, controlul calitatii acestuia si cantitatii obtinute au fost efectuate cu

kit-uri predefinite disponibile comercial, urmarind recomandarile producatorului.

Rezultate si discutii

Acest studiu este primul din Romania care analizeaza un numar atat de mare de gene
implicate in procesele de inflamatie, apoptoza, raspuns imun, adeziune celulara, remodelare
tisulara si secretie de mucus in incercarea de a identifica o semnaturd moleculara a bolilor

inflamatorii intestinale pentru diferite situatii clinico-evolutive.

Rezultatele noastre demonstreaza pe de o parte, o corelatie buna intre severitatea
leziunilor observata in timpul colonoscopiei si cea observata din punct de vedere microscopic,
pe de alta parte, diferente semnificative atat ca valoare statistica cat si ca numdr de gene
exprimate intre toate ipotezele comparative analizate, acest fapt sugerand implicarea

concomitenta a tuturor cailor de propagare a inflamatie analizate.

In ceea ce priveste rolul scorurilor histologice 1n acest studiu datele obtinute sugereaza

utilitatea acestora, dar numarul mic de pacienti si, secundar acestui fapt, inutilitatea aplicarii
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unui test de semnificatie statisticd, confera rezultatelor o valoare cel mult limitatd, fiind nevoie

de analize pe loturi mai ample pentru a confirma aceste date.

Referitor la profilul de expresie genica, avand in vedere numarul mare de gene
supraexprimate, voi discuta comparativ cu literatura doar genele supraexprimate cu valorile
fold-regulation cele mai mari. Astfel, in toate analizele comparative am observat supraexpresie
semnificativd atdt statistic cat si ca valoare cantitativa a genelor REG1A si REG1B, toate

genele MMP, CHI3L1, CCL25, CXCR1, DEFAS si DEFAG.

Chiar daca prezentul studiu are un lot restrans de pacienti, am putut observa cateva
trenduri generale de expresie genicd. Rezultatele noastre sunt concordante cu datele din

literatura care au descris patternuri de supraexpresie sugestive pentru inflamatie cronica[53,54]

Membrii familiei genelor de regenerare (REG) au fost supraexprimate atat la pacientii
cu boald inflamatorie in remisiune cat si la cei cu activitate endoscopicd prezentd. Aceste
rezultate confirma datele din literatura care au demonstrat supraexpresia acestor gene la nivelul
celulelor Paneth metaplazice la nivelul mucoasei colonice, atat in tesutul inflamat cat si in
mucoasa endoscopic normala a acestor pacienti. Mai mult, aceste rezultate au fost reproduse si

in populatia pediatrica cu boli inflamatorii intestinale si pe model murin. [55-57]

O alta gena de interes observata in rezultatele acestui studiu este chitinase 3-like 1
(CHI3L1)care prin interactiunea cu TLR4 permite aderarea si invazia bacteriilor la nivelul
epiteliului colonic. Datele din literatura sugereaza o posibila utilitate a acestei gene in detectia
precoce a displaziei colonice asociate bolilor inflamatorii intestinale. Rezultatele noastre au
aratat o supraexpresie constant prezentd indiferent de comparatiile efectuate, prezenta
supraexpresiei inclusiv in remisiune sugerand faptul cd anumite mecanisme moleculare ale bolii

ramin active. [55]

Matrix metalo-proteinazele (MMP) si inhibitorii acestora tisulari (TIMP) sunt implicati
in patogeneza bolilor inflamatorii intestinale prin raspunsul prompt in context inflamator cu
promovarea regenerdrii celulare si remodelarii tisulare. Ele sunt responsabile de turn-over si
degradarea matrixului extracelular. Dezechilibrul dintre MMP si TIMP conduce la remodelare
tisulara aberanta si inflamatie acuta si cronica, fenomen intalnit in bolile inflamatorii intestinale.
Rezultatele noastre sunt si aici concordante cu literatura, aducand un plus legat de faptul ca

supraexpresia acestor gene este prezentd si in mucoasa pacientilor aflati in remisiune
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endoscopica. De altfel, in literaturd se postuleaza faptul ca aceste proteine ar fi implicate in
aparitia neoplasmelor colorectale asociate bolilor inflamatorii intestinale, caz in care datele
noastre atrag atentia ca inclusiv pacientii aflati in remisiune pot prezenta risc crescut de a
dezvolta un astfel de cancer. Suplimentar, in literatura exista date pe modele murine care au
demonstrat eficienta unui tratament cu barbiturice pe animale cu colitd indusd prin

administrarea de dextran sulfat. [58-60]

CCL25 joaca un rol crucial in recrutarea limfocitelor circulante la nivelul mucoasei
intestinale prin activarea CCR9. Triveddi et al. Au identificat CCR9 elevat la pacientii cu colita
ulcerativa activa si la pacientii cu boala Crohn stenozanta si nivelul acestui receptor de citokine-
chemokine s-a corelat cu scorul endoscopic de severitate. [59]. Datele noastre au aratat o
expresie diferitd intre biopsiile prelevate din tesut inflamat si tesut neinflamat la pacientii cu
boald Crohn, dar nu si la cei cu colitd ulcerativa, si expresie similard intre pacientii cu boala
Crohn in remisiune endoscopicd si cei cu activitate endoscopicd, sugerdnd persistenta unui

proces de recrutare limfocitara chiar si in stadiul de remisiune endoscopica.[60]

C-X-C motif chemokine receptor (CXCR1) reprezinta o altd gena de interes in analiza
noastra deoarece am observat diferente notabile in expresia acesteia intre tesutul inflamat si cel
neinflamat, intre boala Crohn n remisiune endoscopica si cea cu activitate endoscopica, aceeasi
observatie fiind valabila si pentru colita ulcerativa. Proteina CXCRI1 este un receptor cu mare
afinitate pentru interleukina 8. Legarea ligandului de CXCR1 produce degranularea leucocitara
contribuind semnificativ la Intretinerea procesului inflamator tisular. Datele din literaturd au
demonstrat niveluri crescute ale acestui receptor atat in bolile inflamatorii intestinale, cat s1 in
alte patologii care asociazd inflamatie tisulard cronica cum ar fi bronhopneumopatia obstructiva
cronica, astmul bronsic, psoriazis si artritd reumatoida. Interesanta este observatia ca nivelurile
CXCRI1 raman crescute la nivel ileal la pacientii care nu raspund la tratamentul biologic. In
studiul nostru, am observat diferente notabile doar in nivelul comparativ al expresiei CXCR1
dintre boala Crohn in remisiune endoscopica si cea cu criterii de activitate endoscopica,

sugerand ca CXCRI1 ar putea fi un marker de activitate endoscopica[61]

Defensinele reprezinta niste peptide antimicrobiene ce fac parte din sistemul imun
inndscut, contribuind la functia de barierd a mucoasei intestinale prin efectul asupra patogenilor
de formare de micropori la nivel membranar cu eflux de ioni si distructie celulard. Pana in

prezent au fost identificate 10 defensine la regnul uman, grupate in 2 familii — alfa defensinele
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de la 1 la 4 ce contribuie la raspunsul inflamator sistemic, si beta-defensinele de la 5-10 ce
contribuie la raspunsul imun de la nivel intestinal. Dintre defensinele studiate de noi, DEFA5 a
fost asociat cu valori crescute 1n colita Crohn, fiind propus ca si marker de diferentiere Intre
aceasta si colita ulcerativa. Datele noastre sunt similare cu cele obtinute de Lawrance et. Al.,

observand cresteri 1n special la pacientii cu boald Crohn, rezultat obtinut si in prezentul studiu.

[62,63]

Dintre gene subexprimate, phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (PCK1) a demonstrat
o subexpresie superioara tuturor celorlalte gene subexprimate. PCKI1 codificd o enzima
implicatd in gluconeogeneza si a fost demonstratd a fi subexprimatd in bolile inflamatorii
intestinale conform cu rezultatele acestui studiu. Totusi, mecanismele exacte prin care aceasta

proteind functioneaza si rolul ei in practica cotidiana nu sunt inca clar elucidate. [51]

In final, trebuie subliniat faptul cd aceste progrese tehnologice in aria biologiei
moleculare si geneticii au permis cuantificarea patternurilor de expresie a citokinelor
inflamatorii la nivel tisular. Identificarea genelor cu expresie alteratd ar putea conduce la
selectarea unor noi tinte terapeutice, dezvoltarea de noi markeri pentru detectia precoce a acestor
boli si totodatd, ar putea facilita diferentierea dintre cele doua entitati clinice atunci cand
criteriile de diagnostic sunt superpozabile. Mai mult, identificarea unor gene supraexprimate la
nivelul mucoasei normale din punct de vedere endoscopic ar putea prezice recaderile sau defini

remisiunea profunda, in special la pacientii cu colita ulcerativa.

VI. CONCLUZII GENERALE SI CONTRIBUTIA
PERSONALA

Din analiza statistica coroboratd cu datele clinico-biologice si epidemiologice ale
pacientilor cu boli inflamatorii intestinale cronice inclusi in acest proiect, putem concluziona

urmatoarele:
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a. DESPRE ROLUL RDW CA MARKER DE ACTIVITATE IN BOALA CROHN

1. RDW prezintd o corelatia semnificativ statistica cu prezenta anemiei indiferent de

severitatea acesteia comparativ cu pacientii ce nu prezintd anemie.

2. RDW a prezentat corelatie semnificativ statisticd comparativ cu ceilalti markeri de

activitate inflamatorie analizati.

3. RDW permite diferentierea bolii Crohn in remisiune de boala activa si, totodata,

poate fi util pentru diferentierea intre pacientii aflati in remisiune si cu activitate

usoard, de cei cu activitate severa.

4. RDW este util pentru diferetierea intre pacientii cu boald Crohn si cei cu sindrom de

intestin iritabil considerati lot control n prezentul studiu, in plus fiind capabil de a

diferentia inclusiv boala aflatd n remisiune clinicd de prezenta unor manifestari

functionale ce ar putea sugera o posibild boala inflamatorie.

5. Prezentul studiu a analizat pentru prima data in Romania rolul RDW ca marker de

activitate

b. DESPRE ROLUL POLIMORFISMELOR MONONUCLEOTIDICE ALE GENEI
TNF-o. IN BOLILE INFLAMATORII INTESTINALE

1. Nu s-a obtinut o asociere intre alela minora a SNP -308G/A si suceptibilitatea de a

dezvolta boala inflamatorie intestinala in populatia din Romania.

2. Alelaminora a SNP -238G/A se asociaza cu riscul crescut de a dezvolta boald Crohn.

3. Alela minora a ambelor SNP-uri studiate se asociaza cu prezenta manifestarilor

extraintestinale la pacientii cu boli inflamatorii intestinale, pentru boala Crohn

observandu-se asociere doar in cazul alelei minore a SNP -308G/A.

4. S-a observat o frecventa alelica crescuta pentru alela minora a SNP -238G/A la

pacientii cu boald Crohn non-responderi la tratamentul cu agenti biologici antiTNF-

a, dar fard a atinge semnificatia statistica.

5. Prezentul studiu este primul proiect la nivel national ce a analizat implicatiile

polimorfismelor mononucleotidice ale genei TNF-a in susceptibilitatea de a

dezvolta boli inflamatorii intestinale.
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c. DESPRE ROLUL SCORURILOR HISTOLOGICE SI AL EXPRESIEI GENICE LA
NIVEL MUCOZAL TN BOLILE INFLAMATORII INTESTINALE

1. Scorurile histologice prezintd corelatie cu efect crescut (Pearson r) cu scorurile
endoscopice in toate cele 3 subgrupuri de pacienti cu boli inflamatorii studiate,
putand fi utile Tn cazul remisiunii histologice pentru decizia de intrerupere a
tratamentului.

2. Exista diferente notabile la nivelul expresiei genice, atat in ceea ce priveste numarul
genelor supraexprimate, cat si valoarea fold-change a genelor ce au prezentat
supraexpresie in ambele subgrupuri analizate indiferent de criteriile de selectie ale
subgrupurilor.

3. Notam diferente semnificative la nivelul profilului expresiei genice in tesutul
neinflamat (control intern) provenit de la pacientii cu boli inflamatorii intestinale
comparativ cu lotul control sugerand existenta unor fenomene inflamatorii la nivel
molecular cu mult timp Tnaintea obiectivarii leziunilor endoscopice.

4. Exista diferente notabile intre profilul expresiei genice la pacientii operati si cei
neoperati sugerand cdi diferite de manifestare a inflamatiei in recidivele
anastomotice.

5. Expresia genica a citokinelor studiate la nivel mucozal este diferita la pacientii cu
activitate endoscopica vizibild la colonoscopie comparativ cu cei aflati in remisiune
endoscopica.

6. Profilul expresiei genice este influentat la nivelul genelor supraexprimate de
diferitele molecule utilizate pentru tratamentul bolilor inflamatorii intestinale.

7. Acest studiu reprezinta primul proiect din Romania ce a analizat profilul expresiei
genice la nivel tisular prin aceasta metoda, la pacientii cu boli inflamatorii intestinale
din Romania, si singurul care a analizat un panel atat de extins al genelor implicate

n procesul inflamator.
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