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Introducere

Bolile inflamatorii intestinale reprezintd in cercetarea fundamentalda internationald in
general, si In sfera gastroenterologiei in particular, un subiect in ,,vogad”, fiind probabil in top 5
subiecte discutate la congresele internationale in domeniu si in top 10 articole publicate in
gastroenterologie.Acest fapt se datoreaza evident impactului major medical, social si financiar pe
care il genereaza aceste afectiuni in societatea moderna.

Existd doua categorii principale de BICI, Boala Crohn (BC) si Colita Ulcerativa (UC).
Intre acestea exista diferente semnificative legate de patogeneza si topografia lezionala. Daca UC
se caracterizeaza printr-o inflamatie difuza, limitatd la mucoasa colonului si rectului, inflamatia
caracteristici BC este discontinud, transmurald si poate afecta intregul tract gastro-intestinal. In
plus, pacientii cu BC prezintd frecvent complicatii cum ar fi stricturile intestinale, fistulele si
abcesele.

Alegerea acestei teme nu a fost intimplatoare. Ea este generatd de necesitatea obtinerii
unor date suplimentare despre patologie si geneticd ce pot modula terapia si monitorizarea
pacientilor cu boli inflamatorii intestinale, in contextul in care se considera ca datele actuale nu
genereaza un management optim pentru toate categoriile de pacienti, rata de complicatii si de
interventii chirurgicale rdmanand ridicatd in ciuda beneficiilor majore aduse de terapia
imunologica in ultimii 10 ani.

Situatia bolilor inflamatorii intestinale la nivel national urmeaza cu un anumit decalaj
evolutia internationald, astfel incat si in Romaénia incidenta si prevalenta sunt in continud
crestere, similar cu ratele celorlalte tari in curs de dezvoltare. Nu exista multe date de
epidemiologie publicate, insa se estimeaza o crestere a incidentei de circa 10 ori din 2002 pana in
prezent. Din pdcate, doar 20% dintre cei diagnosticati sunt probabil inclusi in Registrul National
de Boli Inflamatorii Cronice Intestinale (IBD Prospect).

Pana in acest moment nu au existat studii nationale care sd analizeze aspectele clinice si
endoscopice in corelatie cu cele histologice si transcriptomice la pacientii cu boli inflamatorii.
De asemenea, evaluarea histologicd atat in mucoasa afectatd cat si In mucoasa endoscopic
indemnd pereche, corelatd cu elementele clasice si caracteristicile expresiei genice mucozale
poate fi considerata o premiera la nivel national si o etapa de referintd in cercetarea din bolile
inflamatorii intestinale la acest moment.

Studiul de fata este divizat in douad parti distincte, dar interconectate.



In primul studiu au fost evaluati transversal parametrii epidemiologici, clinici, biologici,
endoscopici si histopatologici pentru 66 de pacienti cu boald inflamatorie cronica intestinala.
Dupa divizarea lotului general in cele doua entitati clinice (Boala Crohn si Colitd Ulcerativa), au
fost evaluate diferentele in ceea ce priveste parametrii epidemiologici, clinici si biologici.
Ulterior, 1n cadrul fiecdrei entitati au fost evaluate corelatiile dintre diversii parametrii studiati.
Aceasta evaluare are un dublu rol: pe de-o parte stabilirea unor caracteristici de baza ale
pacientilor cu BICI din centrul nostru si pe de altd parte definirea mai concretd a rolului
stadializarii histologice in managementul general al bolii inflamatorii. Aceste corelatii sunt
necesare pentru reevaluarea standardului de monitorizare si tratament, tinand cont de faptul ca
managementul actual ia in calcul doar activitatea endoscopica, respectiv ,,vindecarea mucozala”,
rolul activitatii histologice nefiind clar definit nca.

In al doilea studiu a fost cercetati prin metoda RT-qPCR expresia genicd mucozala (din
biopsii prelevate atat din mucoasa inflamata cat si din mucoasa endoscopic neafectatd) a unui
numar de 84 gene presupus implicate in fiziopatologia inflamatiei din bolile inflamatorii
intestinale cronice. Pentru o corecta caracterizare a expresiei genice, aceasta a fost comparata cu
cea a unui lot martor. Astfel, lotul martor a fost constitutit din pacienti care au efectuat
colonoscopii 1n centrul nostru si nu au avut leziuni endoscopice. Am dorit sd identificdm o
semndturd inflamatorie mucozala specifica pentru BICI cu scopul de a caracteriza in primul rand
mecanismele fiziopatologice implicate in generarea si perpetuarea raspunsului inflamator.

Partea generala

Bolile inflamatorii cronice intestinale (BICI) sunt caracterizate de activarea cronicd sau
recurentd a sistemului imun cu aparitia unei inflamatii cronice in orice segment al tubului
digestiv. Boala Crohn (BC) si Colita Ulcerativa (UC) sunt cele doua forme principale ale bolilor
inflamatorii.

In ultimele decenii a devenit evident faptul ci numarul pacientilor cu boli inflamatorii
intestinale este in plind crestere la nivel global. Odata cu urbanizarea si industrializarea globala
s-au observat anumite tipare de aparitie a bolilor inflamatorii. Incidenta UC pare sa fie crescuta
initial in zonele urbane, dupa care se plafoneaza, stabilizare urmata de o crestere a incidentei BC

fara a depasi UC [1].
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In ceea ce priveste Romania, aceasta trebuie inteleasd ca o tard “in tranzitie” privind
incidenta BICI, deoarece 1n ultimii ani s-a inregistrat o crestere semnificativaa acestor afectiuni.
Datele nationale sunt centralizatein Registrul National de Boala Inflamatorie Intestinala (IBD
Prospect), demarat relativ recent,in 2006, sub coordonarea Prof. Diculescu Mircea ca initiator al
proiectului. Date anterioare IBD Prospect provenind din centrele de referintd, raportau o ratd a
incidentei de 0.5:100.000 pentru BC si 0.97:100.000 pentru UC in perioada 2002-2003. Rata
prevalentei a fost de 1.51:100.000 pentru BC si de 2.25:100.000 pentru UC [2].

In ciuda progreselor recente din geneticd, epigeneticd si metabolomicd ce au dus la
descoperirea unor pattern-uri moleculare care influenteaza raspunsul imun al gazdei si care pot fi
responsabile de aparitia BICI, mecanismul fiziopatologic exact este doar partial cunoscut.
Elementul de noutate din ultimii ani este reprezentat de importanta crescutd a microbiotei care
poate induce modificari ale barierei intestinale facilitdnd pasajul antigenelor si declangarea unui
raspuns imun aberant datorat unei predispozitii genetice a gazdei. Dupa initierea raspunsului
imun aberant exista defecte aparute si in auto-limitarea proceselor inflamatorii ce vor cauza un
raspuns inflamator cronic cu distrugere si remaniere tisulara.

Polimorfismul NOD2/CARD15 a fost prima gend majora de susceptibilitate identificata.
Studiile experimentale au aratat ca pacientii cu mutatii ale NOD2 au un raspuns antibacterian
deficitar, pe deoparte prin scaderea alfa-defensinelor eliberate din celulele Paneth sau prin
limitarea autofagiei cu cresterea nivelului de NF-kB plasmatic [3].

La nivel celular interactiunea dintre celulele epiteliale intestinale, bacteriile intestinale si
celule imune locale alcituiesc baza homeostaziei intestinale. In BICI multiple mecanisme imune
sunt modificate, implicandcelulele limfoide, macrofagele, limfocitele B si T, celule dendritice,
etc. Prin interactiunea dintre celulele prezentatoare de antigene (APC) si antigenele
bacteriene,limfocitele T naive vor fi diferentiate in celule T-helper, procese ce se petrec in pldcile
Peyer si in tesutul limfoid.

Alterari ale barierei intestinale si ale celulelor epiteliale intestinale implicate in
recunoasterea bacteriana si raspunsul inflamator, incepand cu receptarea semnalelor PRR, ce pot
declansa autofagia sau creste gradul de stress ale RE, pot fi implicate Tn mecanismul patogenic al
BICI[4].

Multiple citokine si cdi de semnalizare sunt perturbate in cazul bolilor inflamatorii

intestinale 1L12-11.23, IL-10, TGF-B, IL1-IL6, TNF-a, IL17, IL8. Niveluri crescute ale MMP-1,



3,7,9, 10 st 12 au fost identificate in biopsiile intestinale ale pacientilor cu BICI, fiind astfel o
tinta terapeutica posibild [5]. Sursele celulare de MMP includ celule epiteliale, mezenchimale si
neutrofile.

Primele studii privind expresia genica mucozala in bolile inflamatorii intestinale dateaza
din 2004 si au pornit de la evaluarea pieselor de rezectie chirurgicala, fara a putea lua in discutie
markerii precoce ai bolii, astfel fiind centrate mai mult pe influenta tratamentului[6].

Initial au fost puse in evidentd semnaturi diferite ale genelor pro-inflamatorii raportat la
cele doua subtipuri ale BICI (UC si BC). In colita ulcerativi a fost observati o supra-expresie a
genelor responsabile pentru secretia de chemokine, functia imuna, lipocalinele HNL si NGAL,
legate de inflamatie si genele CXCL legate de proliferare. Anumite gene implicate 1n
carcinogeneza, au fost exprimate diferential doar in UC. Alte gene exprimate atat in UC cat si in
BC au inclus familia genelor REG si genele S100A9 si S100P. Defensinele naturale
antimicrobiene (DEFAS si DEFAG6) au fost in mod deosebit supra-exprimate in BC [7].

Interactiunea dintre microbiota si terenul genetic al gazdei duce la un profil transcriptomic
foarte specific la nivel mucozal[8]. Analiza acestei expresii genetice mucozale poate oferi
informatii referitoare la cdile moleculare functionale si la activitatea transcriptionald cu rol in
declansarea si perpetuarea procesului patologic. Prin intermediul GWAS au fost relevate
suprapuneri intre locusurile de risc ale UC si BC. De asemenea, Granlund a gasit asemandri
semnificative intre modelul expresiei genice mucozale al peptidelor antimicrobiene si cel asociat
activarii T helper [9].

Pentru diagnosticul si managementul bolilor inflamatorii cronice, dar i pentru alte situatii
speciale 1n contextul acestora, exista ghiduri publicate de catre tarile cu cea mai mare incidenta a
acestei patologii. In Europa ghidurile ECCO (European Crohn’s and Colitis Organisation) sunt
cel mai des utilizate. Examinarea histologica a biopsiilor colonice sau a pieselor chirurgicale este
o parte fundamentala a diagnosticului bolilor inflamatorii si poate ajuta la diferentierea intre
colitele cronice si cele care au altd etiologie. Daca un diagnostic definitiv de UC, BC sau colita
microscopicd (colagenozica sau limfocitard) nu este posibil, se recomanda folosirea termenului
de colitd nedeterminata pentru piesele chirurgicale si de boald inflamatorie cronica
neclasificabila pentru biopsii[10].

Remisiunea endoscopica definitd prin rezolutia inflamatiei vizuale si a ulceratiilor la

endoscopie a devenit o noud tinta in tratamentul bolilor inflamatorii intestinale, fiind asociatd cu



o remisiune clinica prelungiti, spitalizari reduse si sciderea necesititii pentru colectomie. In
ultimii ani, efectul unei remisiuni histologice este documentat, constituind probabil urmatoarea
tintd a unei remisiuni complete.

In decursul timpului, peste 30 de sisteme de scorificare au fost elaborate, dar cel mai
utilizat scor de severitate histologica din UC este Indexul Geboes, acesta beneficiind atat de
validarea in practica medicald, cat si de o buna inter si intra-observabilitate[11]. Inflamatia
persistentd microscopicd, atat acutd, cat si cronicd, la pacientii avind UC a fost asociatd cu
cresterea ratei de recadere, spitalizare, colectomie si risc de neoplazie colorectald. Aceste aspecte
sunt probabil mai semnificative pentru UC decat pentru BC, dat fiind faptul cd inflamatia
mucozala difuzd din UC este relevata mai usor de cdtre biopsii comparativ cu inflamatia
transmurald din Crohn, care poate reprezenta un bias al metodei pentru acest subgrup. Un
argument in favoarea biopsiilor la pacientii cu BC este paralelismul dintre afectarea transmurald,

care este invariabila in zonele cu boald mucosala severa [12].



Partea speciala

Ipoteza si obiective

In primul studiu au fost evaluati transversal parametrii epidemiologici, clinici, biologici,
endoscopici si histopatologici pentru 66 de pacienti cu boald inflamatorie cronica intestinala.
Dupa divizarea lotului general in cele doud entititi clinice (BC si UC), au fost evaluate
diferentele 1n ceea ce priveste parametrii epidemiologici, clinici si biologici. Parametrii evaluati
au fost cei clasici conform parametrilor de includere in platforma nationala (IBD Prospect).

Ulterior, in cadrul fiecarei entitdti au fost evaluate corelatiile dintre parametrii studiati.
Aceastd evaluare are un dublu rol: pe de-o parte, stabilirea unor caracteristici de baza ale
pacientilor cu BICI din centrul nostru si pe de altd parte, definirea mai concretd a rolului
stadializarii histologice Tn managementul general al bolii inflamatorii.

In al doilea studiu a fost cercetata prin metoda RT-qPCR expresia genicd mucozala (din
biopsii prelevate atat din mucoasa inflamatd cat si din mucoasa endoscopic neafectatd) a unui
numar de 84 gene implicate in fiziopatologia BICI. Pentru o cat mai corectd caracterizare a
expresiei genice la pacientii studiati, expresia genica obtinuta a fost comparatd cu cea a unui lot
martor. Astfel, lotul martor a fost constitutit din pacienti care au efectuat colonoscopii in centrul
nostru si nu au avut leziuni endoscopice.

In continuare am dorit si identificim o semnatura inflamatorie mucozala specificd pentru
BICI cu scopul de a caracteriza in primul rdnd mecanismele fiziopatologice implicate in
generarea si perpetuarea raspunsului inflamator. Un alt obiectiv a fost izolarea de markeri ai
inflamatiei subclinice sau markeri pentru diagnosticul diferential dintre UC si BC. Efectul
diferitelor clase terapeutice a fost de asemenea cercetat prin raportul cu modificarea expresiei
genice. Pentru a raspunde la aceste intrebdri am evaluat expresia genica mucozald a unui panel
de 84 de gene, asociate anterior cu BICI. Aceasta a fost evaluata In mucoasa normala/patologica

a pacientilor si in mucoasa subiectilor non-BICI.



Corelatii clinice, endoscopice si histopatologice la pacientii cu boli inflamatorii cronice
intestinale
Material si metoda: Au fost selectati pacienti spitalizati in cadrul Institutului Clinic
Fundeni in perioada 1 ianuarie 2017 — 15 august 2017. Toti pacientii au semnat consimtamant
pentru includerea 1n studiu si acord multiplu lainternarea in spital. Pentru acesti pacienti au fost
completate chestionare incluzand parametrii de evaluare din IBD Prospect, completat ulterior cu
alti parametrii biologici care au fost inclusi in evaluarea statistica.

Pregatirea examindrii colonoscopice s-a facut conform protocolului standard cu 4 litri de
solutie purgativa in cazul pregatirii cu Fortrans sau 2 litri de solutie in cazul pregatirii cu
Picoprep. Calitatea pregatirii a fost notatd in rezultatele explorarilor dar nu a fost luata in
considerare pentru studiul desfasurat. Per protocol, in cadrul perechilor de biopsii mucoasa
neinflamatd/mucoasa patologica, s-a considerat necesara o distantd endoscopicd de minim 5 cm
intre zona afectatd si zona cu mucoasd normala.

Toate analizele statistice au fost efectuate utilizand software SPSS (versiunea 20.0, SPSS
Inc., Chicago, IL). Datele continue au fost exprimate ca medie + deviatia standard si au fost
analizate utilizand testul T sau testul Mann-Whitney. Variabilele categorice au fost exprimate ca
frecvente si analizate utilizdnd testul Chi-patrat. Corelatiile dintre variabile au fost estimate
utilizand coeficientul de corelare Pearson sau coeficientul de corelare Spearman. Valorile p

<0,05 au fost considerate semnificative pentru analiza.
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Figura 6.7 Schema de studiu — 2 cohorte initiale



Evaluarea clinicd a pacientilor a fost efectuata folosind scorurile clinice MAYO partial
pentru colita ulcerativd si CDAI pentru Boald Crohn. Au fost prelevate probe sangvine in
vederea stabilirii parametrilor biologici relevanti pentru bilantul si evaluarea bolii inflamatorii -
CRP, VSH, fibrinogen, hemoleucograma, albumina. Clasificarea rezultatelor endoscopice a fost
facuta conform scorului MAYO pentru colita ulcerativa si conform scorului CDEIS pentru boala
Crohn[13], [14]. Pentru pacientii cu biopsii a fost stabilit scorul histopatologic conform

ghidurilor europene (ECCO 2017) — GEBOES, GHAS.

MAYO endoscopic CDEIS

TR

UC MAYO 2 —colon dehaustrat, ulceratii superficiale, BC colonic — mucoasa cvasiornmala la mvelul colonulu
rar1 pseudopolip: transvers (I)

v i ey . W 3 =
UC in remisiune endoscopica, vase partial vizibile, BC colonic — mucoas cu ulcerati profunde, sangerare
pseudopolipi in punte spontana la acelati pacient (IT)

Figura 6.10 Imagini comparative ale scorurilor endoscopice

In total, un numir de 66 de pacienti au fost inclusi — 33 de pacienti cu UC, 29 cu BC si 4
pacienti cu boald inflamatorie nedeterminata. Peste jumadtate dintre pacienti (65.2%) au fost de
sex masculin In timp ce 34.8% au fost de sex feminin. Nu au fost identificate diferente
semnificative statistic Intre UC si BC pentru distributia pe sexe. Se observa un procent mai mare
de barbati pentru UC, in timp ce raportul intre sexe este egal pentru BC.

Se observa ca pacientii cu BC au avut un IMC mai scazut fata de cei cu UC. Doi pacienti
au fost obezi cu un IMC peste 30. De asemenea, pacientii cu BC au avut de 5 ori mai multe
interventii chirurgicale, concordant cu literatura de specialitate. In plus, acestia au un nivel al
hemoglobinei si albuminei mai scazut, fard a se pozitiona sub valoarea normala, in timp ce

parametrii inflamatori sunt semnificativ mai crescuti.



Pentru cohorta de UC, scorul clinic MAYO partial a fost corelat cu scorul endoscopic, iar
severitatea s-a corelat cu activitatea histologica. Valoarea hematocritului s-a corelat negativ cu
extensia lezionala conform clasificarii Montréal. Nu au fost observate modificari in functie de
tipul tratamentului administrat si acesta nu s-a corelat cu localizarea, scorul endoscopic, scorul
clinic sau activitatea histologicd. De asemenea, nu am identificat diferente semnificative la
parametrii biologici intrepacientii cu UC activa endoscopic si cu cei cu UC inactiva.

Pentru cohorta de BC, majoritatea pacientilor au fost diagnosticati inainte de 40 de ani, in
acord cu datele epidemiologice generale. Pacientii cu BC activa endoscopic au avut un nivel mai
ridicat al CRP si mai scazut al hematocritului. Scorul clinic (corespunzator unei activitati
usoare/moderate) s-a corelat negativ cu valoarea hemoglobinei/ hematocritului si albuminei.
Scorul histologic GHAS s-a corelat pozitiv cu scorul clinic si negativ cu valoarea albuminei. Din
punct de vedere al terapiilor efectuate nu s-au obtinut diferente semnificative.

Profilul transcriptomic mucozal la pacientii cu boli inflamatorii intestinale

Material si metoda: Plecand de la rezultatele obtinute anterior de cercetarile in domeniu,
am dorit sa identificdim un profil genic mucozal care sa explice pe de-o parte predispozitia
pacientilor catre dezvoltarea bolilor inflamatorii cronice intestinale (prin compararea cu biopsiile
luate de la pacientii control) si pe de altd parte diferentele care pot exista intre cele doua entitati
(prin evaluarea comparativa a expresiei genice din UC si BC). De asemenea, s-a incercat o
corelare a profilului genic mucozal cu scorul histopatologic in scopul de a observa variatia
expresiei genice in functie de magnitudinea raspunsului inflamator.

Intrucat chiar si mucoasa endoscopic normali a pacientilor cu boli inflamatorii intestinale
poate avea modificari histopatologice, s-a constituit un lot de pacienti control cu mucoasa
colonicd normala (confirmatd histopatologic). Au fost inclusi in acest lot persoane care s-au
prezentat la colonoscopie asimptomatici (14 pacienti); sau cu simptome nespecifice pentru o
boala inflamatorie intestinala (5 pacienti). Pacientii care au fost selectati pentru lotul control au
semnat anterior procedurii endoscopice atat consimtamantul pentru efectuarea colonoscopiei si a
biopsiei, cat si pentru includerea in studiu.

In total au fost evaluate probe de la 46 de pacientisi comparate cu biopsii colonice de la
19 pacienti control. In total 30 gene au fost supraexprimate (la un prag de semnificatie statistica
(p<0,05), in timp ce doar trei gene au fost subexprimate, toate atingdnd pragul de semnificatie

statistica (ABCB1, EDN3 si PCK1). Au fost izolate 14 cdi moleculare posibile in care genele



reprezentative identificate de noi sunt fi implicate. Cele mai reprezentative au fost calea de
semnalizare mediatd de citokine si calea semnalizarii chemokinelor. In acord cu ontologia
geneticd majoritatea acestor gene sunt implicate major in chemotaxia leucocitara, raspunsul imun
local si reglarea proliferarii celulare. Harta de clusterizare ierarhica este prezentata in figura

urmatoare.
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Folosind pacientii inclusi in primele cohorte am analizat semnatura specificd mucozala
pentru 46 de cazuri de BICI si 19 pacienti control. Am folosit date publicate in literatura de
specialitate si 1n alte teze doctorale internationale pentru comparatie. Din cohorta noastra,
considerand expresia genica mucosald generala (tesut inflamat si neinflamat) retinem un numar
de 30 de gene supraexprimate semnificativ si 3 gene subexprimate comparativ cu mucoasa
subiectilor control. Observdm ca din genele supraexprimate semnificativ, cele mai mari valori ale
Fold regulation au fost obtinute pentru expresia matrixmetaloproteinazelor (MMP7, MMP10 si
MMP3) urmat de CHI3L1, CXCRI si LCN2.

Rolul MMP10 este disputat intrucat expresia MMP10 apare la raspunsul imun din injuria
colonicd, dar exista date care sugereaza cd ar avea si un rol 1n rezolutia bolii cu vindecarea
mucozala[15][16]. Supraexpresia matrixmetaloproteinazelor subliniaza rolul important al acestor
enzime 1n dezorganizarea si remodelarea mucozala generald. De remarcat cd expresia TNF nu a
fost modificatd comparativ cu lotul control in semnatura generald a BICI.

Genele subexprimate au fost PCK1, ABCBI1 si EDN3. ABCB1/MDRI1 este complexul
genetic asociat cu rezistenta medicamentoasa, fiind implicat si in patogeneza UC, si mai putin in
BC [17], [18]. EDN3 are rol in vasoconstrictia endoteliald si ar putea fi implicat in procesul
patogenic proinflamator si fibrozant intalnit In BC. Subexpresia acestuia este dificil de interpretat
in acest context. Din clusterizarea ierarhicd generala se poate observa un pattern diferit intre
mucoasa pacientilor control si cea a pacientilor bolnavi.

Expresia CCLI11 a fost crescutd semnificativ comparativ cu lotul martor. CCLI11 face
parte din familia eotaxinelor, nu are sursa cunoscuta la nivel mucozal insa pare sa derive din
celulele mononucleare/macrofage ale laminei propria. Nu este cunoscut gradul de implicare al
CCL11 1n aparitia recaderilor dar acesta are un rol in inflamatia mediatd de eozinofile in special
la UC al adultului [19].

Divizam entitatile principale (UC, BC) si discutam individual modificarile aparute in
profilele genetice, comparandu-le cu rezultate asemandtoare din literatura. Pacientii cu UC au
avut un scor endoscopic sever in 3 cazuri, comparativ cu doar 1 pacient cu BC care a avut scor
moderat endoscopic.

Pentru pacientii cu UC am identificat doud gene supraexprimate semnificativ — CCLI11 si
MMP10, in timp ce pentru BC au fost identificate 4 gene - C4BPB, IL1RN, LCN2 si S100AS.

Comparativ, un numdr mai mare de gene a fost supraexprimat in cazul pacientilor cu BC, 15



gene vs 9 gene in cazul UC. Analiza nu a identificat gene comune intre cele doud entitati.
Observam ca tesutul neinflamat al BC are expresie crescutd pentru S100A8, gena care codifica
pentru calprotectind, un biomarker cunoscut al acestei boli.

In 2013 un studiu al Rismo et al a investigat expresia citokinici mucozala la pacientii cu
BC aflati in remisiune endoscopica, urmarindu-i pana la recadere. Pentru cei 37 de pacienti s-a
constatat ca nivelul TNF, IL17A si FOXP3 a fost semnificativ mai crescut, mai ales la pacientii
cu recadere precoce (Inainte de 26 de sdptimani), sugerand cd nu toate remisiunile endoscopice
sunt egale din punct de vedere al inflamatiei persistente histologice [20]. In cazul pacientilor
nostri nu s-a observat o supraexpresie a TNF sau IL17A pentru mucoasa neinflamata endoscopic.

Pentru mucoasa inflamata a UC au fost identificate mai multe gene supraexprimate (57 de
gene dintre care 49 semnificative) comparativ cu BC (40 de gene au fost supraexprimate dintre
care 23 semnificative). Gene subexprimate au fost mai multe pentru BC (5 gene) dintre care 2 au
atins pragul semnificativ, in timp ce pentru UC doar PCK1 a fost semnificativa. Studii similare
au raportat un numdr mai mare de gene supraexprimate In mucoasa afectatd a pacientilor cu UC
comparativ cu BC [21]. Genele cu expresia cea mai mare au fost REG1A si REG1B, gene
nespecifice, care alaturi de REG3A sunt dependente de metaplazia celulelor Paneth [22].

Observand hartile calorice, exista un pattern comun intre mucoasa inflamata a celor doua
patologii reprezentati de cele 24 de gene comune. Intre acestea observim IL17A, MMPIO0 si
MMP7, alaturi de multe dintre caile implicate in sinteza chemokinelor. Rezultatele noastre sustin
implicarca MMP10 in procesele inflamatorii avand 1n vedere cd ramane exprimat atat in
mucoasa inflamata, dar si in cea aflatd in remisiune. Acesta ar putea fi 0 noua tinta terapeutica
pentru vindecarea profundd mucozala.

Patru pacienti diagnosticati cu colitd neclasificatd. Am fost interesati in compararea
expresiel genice mucozale la acesti pacienti cu patternurile UC/BC obtinute anterior pentru a
observa gradul de similitudine. 2 gene au fost identificate specific supraexprimate pentru aceasta
entitate — IL1B si SELE. Dupa cum se poate observa, patternul obtinut se suprapune atat UC cat
si BC. Motivul unei suprapuneri poate indica o etiologie mixta cu un raspuns imun asemanator
pe anumite cdi dar diferit pe altele. De asemenea se poate presupune existenta unor factori
protectivi pentru mucoasa sdndtoasa intercalard sau se poate presupune cd existd leziuni
histologice fara expresie endoscopici, ficand astfel ca patternul lezional si fie continuu. In

practica un procent de 10 % din colitele neclasificate vor ajunge sa poarte alt diagnostic[23].



Din comparatia grupata a biopsiilor inflamate cu cele neinflamate si cu cele control s-a
alcatuit o clusterizare ierarhicd. Observam agregarea initiald a mucoasei neinflamate (BC si UC)
cu mucoasa normald, precum si agregarea celor 2 tipuri de mucoasa inflamata.

Pentru analizarea biopsiilor endoscopic normale s-a preferat divizarea in functie de
activitatea histologica— grup 1 — biopsii histologic normale (GHAS/Geboes 0), grup 2 —
modificari minime histologice. Nu au fost identificate gene semnificativ modificate intre grupul
1 si control. Intre grupul cu modificari inflamatorii minime si grupul control au fost identificate 6
gene semnificativ modificate - MMP7, MMP1, CCL11, S100A9, ILIRN SI C4BPB. La
compararea directd a biopsiilor cu scor histologic 0 fatda de cele cu minime modificari am
identificat 3 gene semnificativ supraexprimate (MMP1, MMP10 si TDO2).

Concluzii

Din punct de vedere al caracterelor morfometrice retinem ca pacientii cu UC au fost mai
frecvent supraponderali. Chiar daca activitatea clinicd a pacientilor cu UC a fost mai crescuta
fata de cei cu BC, din punct de vedere biologic acestia au avut valori mai mici ale CRP/VSH si
mai mari ale hemoglobinei si albuminei. Pentru UC scorul clinic s-a corelat cu scorul endoscopic
si cu activitate histologicd mai severa.

Pentru pacientii cu BC, chiar dacd acestia au fost cu afectare usoard/moderata, scorul
clinic s-a corelat cu scorul histologic dar nu si cu scorul endoscopic. CDEIS s-a corelat cu un
nivel mai mare al CRP-ului si cu o valoare mai mica a hemoglobinei.

In continuare am dorit si identificim o semnatura inflamatorie mucozala specificd pentru
BICI cu scopul de a caracteriza in primul rdnd mecanismele fiziopatologice implicate in
generarea si perpetuarea raspunsului inflamator. Un alt obiectiv a fost izolarea de markeri ai
inflamatiei subclinice sau markeri pentru diagnosticul diferential dintre UC si BC. Efectul
diferitelor clase terapeutice a fost de asemenea cercetat prin raportul cu modificarea expresiei
genice. Pentru a adresa aceste intrebdri am evaluat expresia genica mucozald a unui panel de 84
de gene, asociate anterior cu BICI. Aceasta a fost evaluatd Tn mucoasa normald/patologica a
pacientilor si Tn mucoasa subiectilor non-BICIL.

In majoritatea cazurilor a existat concordanti intre aspectul endoscopic normal si scorul
histologic de 0 pentru biopsiile din tesut normal ale pacientilor cu BICI. Un sfert din biopsiile

din tesut normal endoscopic au prezentat modificari histologice in diferite grade.



Importanta acestor observatii se leagd de practicile clinice obisnuite in care ghidarea
tratamentului se face in functie de evaluarea clinica si secundar endoscopica. Aceastd abordare
poate fi eronatd avand in vedere ca pentru aspectul endoscopic compatibil remisiunii, leziunile
histologice inflamatorii pot persista.

In afard de vindecarea mucozali endoscopici, actualul gold-standard pentru bolile
inflamatorii intestinale, remisiunea histologicd ar putea fi o tintd importantd in mentinerea
remisiunii pe termen lung.

Evaluarea mucoasei endoscopic neinflamate a relevat persistenta unei supraexpresii
genice. In tesutul neinflamat endoscopic comparativ cu cel al cohortei control s-au identificat un
numar de 12 gene supraexprimate semnificativ, dintre care cele mai importante au fost HLA-
DQATI si CCL11 sugerand ca inflamatia moleculard existd dincolo de aspectul observabil la
endoscopie.

Am identificat doud gene specific supraexprimate in tesutul neinflamat al UC (CCLI11,
MMP10) si 4 gene in tesutul neinflamat al BC (LCN2, S100A8, C4BPB, IL1RN) comparative cu
lotul control.

Profilurile inflamatorii obtinute au fost relativ similare intre BC si UC, cu 26 de gene
exprimate specific in UC si doar o gend cu BC. Pacientii cu colita neclasificatd au avut profil
similar cu cel al UC/BC si doar 2 gene specific supraexprimate (SELE, IL1B).

Global, nivelul de expresie genica a fost mai accentuat la pacientii cu UC comparativ cu
cei cu BC. Se poate specula cd acesta ar putea fi motivul pentru care in UC desi leziunile sunt
strict mucozale, extensia lezionald este continud, iar in BC intervin si elemente extramucozale, ca
atare, leziunile sunt mai profunde, dar au frecvent doar un caracter parcelar.

Expresia genicda mucozala a probelor endoscopic normale a identificat 6 gene
supraexprimate semnificativ— MMP7, MMPI1, CCL11, S100A9, IL1IRN si C4BPB pentru
probele cu infiltrat inflamator minim sau modificari arhitecturale.

Perioada de doctorat s-a concretizat si in publicarea a patru lucrari ISI pe acest subiect,
doua articole in tard si doud in reviste din strainatate, ceea ce reprezinad fara indoiald un pas
important in activitatea de cercetare si elaborare de materiale destinate publicarii in reviste de
specialitate. De asemenea, au fost sustinute patru comunicdri sub forma de poster la congrese

internationale de histopatologie si boli inflamatorii digestive.



Legat de rezultatele cercetarii, lucrarea aduce date suplimentare in descifrarea
etiopatogeniei celor doud entitdti ale BICI, confirmind importanta particulard a unor gene in
aparitia bolii, dar si existenta unor diferente importante intre BC si UC atat in faza acuta a bolii
cat si In remisiune.

Aceste evaludri vor permite poate si identificarea unor noi tinte terapeutice care pot
permite un management individualizat al bolii in functie de anomaliile mucozale diagnosticate.

Trebuie de asemenea remarcat faptul ca studiul expresiei genice mucozale nu reprezinta
decat un factor din ecuatia cu multe necunoscute pe care o reprezintd BICI. Poate ca aceasta
cercetare va contribui ulterior la identificarea uneia din aceste necunoscute. Nu ne raméne decat

sa asteptam viitorul ca sa obfinem confirmarea celor afirmate.
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