UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE
,,CAROL DAVILA”, BUCURESTI
SCOALA DOCTORALA
DOMENIUL MEDICINA

TEZA DE DOCTORAT

Conducator de doctorat:

PROF. UNIV. DR. SAJIN MARIA

Student-doctorand:

DR. POP (CURTE) ANAMARIA

ANUL 2020



UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE
,,CAROL DAVILA”, BUCURESTI
SCOALA DOCTORALA
DOMENIUL MEDICINA

Studiul modificarilor neuroendocrine
in patologia inflamatorie cronicd
a tubului digestiv

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Conducator de doctorat:
PROF. UNIV. DR. SAJIN MARIA
Student-doctorand:

DR. POP (CURTE) ANAMARIA

ANUL 2020



CUPRINS

110 Q01 LT PR
L. Partea generalll ......ccooeiiuiiiiiiniiiiiiniiiiinienecintsnscsassnscrnsonsssmssanssssssssssssanssaneesee L1
1. Aspecte histologice si fiziologice relevante ale celulelor neuroendocrine la nivelul
MUCOASET COIOTECTAIE ......ooviieieie e 18

1.1. Aspecte histologice ale mucoasei colorectalenormale ... 18

1.2. Celulele neuroendocrine la nivelul mucoasei colorectale normale ...................... 19

1.2.1. Morfologia si distributia celulelor neuroendocrine de la nivelul

MUC0ASET COIO-TECLAIR ..o s 19
1.2.2. Imunohistochimia celulelor neuroendocCrine ..., 20
1.2.3. Originea celulelor neuroendocrine in mucoasa colo-rectala normala .............. 22
1.2.4. Rolurile celulelor neuroendocrine in mucoasa colo-rectala normala ............... 23
1.2.4.1. Reglarea motilitatii tractului gastrointestinal si a metabolismului ................ 24
1.2.4.2. Conexiunea enteroendoCrind — NEIVOASA..........eerveeerueerureerreenveeneeeesieesreesneens 25
1.2.4.3. Modularea imunitatii mucoSale ............coceriirieniiiiienieneeiece e 26

2. Aspecte histopatologice ale celulelor enteroendocrine din mucoasa colorectala in
bolile inflamatorii INtEStINAIE ..o e .29

2.1. Aspecte histopatologice ale mucoasei colorectale in bolile inflamatorii

INEESTINGIE ... 29
2.1.1. Diagnosticul histopatologic al bolilor inflamatorii intestinale ......................... 29
2.1.1.1. Colita ulcerativa (rectocolita ulcerohemoragica) ...........ccceveereeneriieeiienneen 29
2.1.1.2.B0ala Cronn ..o 30
2.1.1.3. COlite MICIOSCOPICE ...euvevievieiierieiesiesie sttt ettt sttt sreene e nes 31
2.1.1.4. Diagnostic diferential ...........cccecveririiirienieie e 31
2.1.2. Sisteme de scorificare a inflamatiei mucosale in bolile inflamatorii

INEESTINGIE ... 33
2.1.3. Conceptul de vindecare a mucoasei (,,mucosal healing”) .........cccccecervevuarnannns 37
2.2. Alterari ale celulelor neuroendocrine in bolile inflamatorii intestinale ............... 38
2. 2.1 DEIINTHT vttt bbbttt n b b ene e 38
2.2.1.1. Hiperplazia celulelor neuroendoCring............cccooeirineininineisc e 38
2.2.1.2. Cuiburi in lamina propria MucCoSala ...........cceecververirerieeierieie e 38
2.2.1.3. TUMOIi NEUIOBNAOCIINE ...ttt e 39

2.2.2. Modificarile celulelor neuroendocrine in colita ulcerativa si boala

1



2.2.2.1. Mecanisme fiziopatolOgICe. .........cueieirieiiie e 40

2.2.2.2. Modificari histologice si imunohistochimice ale celulelor

NEUTOCNAOCTINE .. ..uvieiiieiiieeiieeteeeieeeteesteesteeeaeebeesaeeesseeseesssessseeseessbeesbeesrbeenbeesreeannas 41
3. Analiza de imagine in patologia digitala .....................ccooiiii 44
3.1. Patologia digitala si "maching [earning”............cccoceeeeieeeieineeeeeeeee s 44
3.2. Metodele analizei de imagine pe lamele digitale............cccccovviieiiiicinicc e, 46

3.3. Analiza de imagine si “machine learning” in bolile inflamatorii

INEESHINGIE ..o 47
3.3.1. Analiza de imagine pe lame digitale in bolile inflamatorii intestinale ............. 47
3.3.2. Analiza de imagini endoscopice, radiologice si modele de “machine

learning” in studiul bolilor inflamatorii intestinale .............cccoorviiniiiiiiiiccens 48

I1. Contributii Personale ..........ceeieenneiisnensennseninennssnesneniiii 49

4. Ipoteza de lucru si obiectivele generale ............coeevereeevurcvensencvensneciiinicniincnnenen. 90

5. Metodologia generala a Cercetarii .....cceuvrereveresinnnissnncssnnicssnnessnnessnnrenneennnee e 52
5.1, Selectarea Cazurilor ... 52
5.2. Tehnica de [aD0rator ...........cccoiiiiiiiic e 52
5.2.1. Procesarea tesutului si protocolul de colorare hematoxilin-eozina .................. 52
5.2.2. Protocolul de colorare imunohiStochimica ...........cccoovvviiiiiiiiciiicics 53
5.3. Evaluarea histopatologica a biopsiilor colo-rectale ............cccoovvviiiinieiieiinnnnn 54
5.3.1. Microscopia optica (cOnventionala) ............cc.eeveererieereniieninie e 54
5.3.2. Detectia automata a celulelor pozitive la Cromogranina A ...........c.ccocvvrvenne. 55
5.4. Prelucrarea datelor §i analiza StatiStiCa ..........cccuvrveriiieiiiiienic e 55

6. Sisteme de scorificare histologica a inflamatiei in colita ulcerativa (Studiul I).... 56

6.1. Introducere (ipoteza de lucru si obiective SpPecifiCce) .........ovvvvrviiiriiiiiniieniinienn 56
6.2. Pacienti $1 MELOAE .....c.eeiiviiieiie et 57
0.2.1. PACIENLL ..cueeuiieiiiiiiiii e 57
B.2.2. MBEIOGE ... s 58
6.3, REZUIALE. ... e 61
6.3.1. Principalele caracteristici ale pacientilor ............cccoovevieriiiiieniciicee e 61

6.3.2. Concordanta generala intre indicele Nancy, scorul Geboes si Indicele Histologic

RODEITS ... s 61
6.3.3. Nivelul de acord interobservatori $i Intraobservator .........ccc.oveveiiierireeieneenns 63
6.3.4. TIMPul NeCESAr EVAIUATIL ..evvvveviiiiieiiieiee e 73



6.3.5. Corelarea cu scorul endoSCOPIC MaYO ........ccueeiiirieiiiiieieieee e 73

6.4, DISCULLL ...c.uvveeeeereee ettt eeee e e e et e e e e et e e e eeeaaeeeeeeareeeeesasbaeeesantneeeennrens 76
7. Modificarile histologice ale celulelor neuroendocrine in evolutia colitei ulcerative
(100 Lo U 1 SO SPR 80
7.1. Introducere (ipoteza de lucru si obiective SPecifice) ......ccoovvvrvrririiiieiieiiieiienn 80
7.2. Pacienti $1 MELOAEC......c.ueieiuiiieiie ettt 81
7.2 1. PACIENT v 81
T.2.2. MBLOTE ...t 81
7.2.2.1. Analiza celulelor pozitive la Cromogranina A ........ccccocevenvenieeiesiee s 82
7.2.2.2. Definitii histologice UHHZALE ........cceeveieiiiiiieieeeeceeeeee e 83
7.2.2.3. ANaliZa SAtISTICA .....eeeuviiiieriieeteciie e 89
7.3  REZUIALE. ... 89
7.3.1. ASPECTE BNAOSCOPICE ..c.veevvevieiieeieeieeieeee ettt ste et sre e sseenee s 89
7.3.2. Aspecte NiStOPALOIOGICE .....cvveeeiiieieiiieie e 89
7.3.2.1. Gradul inflamatiei hiStOlOZICE .........ceveeriieriierieeie s 89
7.3.2.2. Arhitectura mucoSala ..........c.coouieiieiiiiiiee e 90

7.3.2.3. Modificarile celulelor neuroendocrine Cromogranina A - pozitive pe

DIOPSIile COIOTECLAlE ..o 92
7.3.2.3.1. Modificarile hiperplazice ale celulelor neuroendocrine Cromogranina -
AUPOZITIVE ettt ettt reene s 92
7.3.2.3.2. Modificarile in dinamica ale celulelor neuroendocrine Cromogranina -
AUPOZITIVE bbbttt neens 93
T A DISCULIT vttt bbbttt b e b e e e 101
8. Corelatii clinicopatologice ale hiperplaziei celulelor neuroendocrine la pacientii
cu colita ulcerativa (StUAIUL TTT) ..o 104
8.1. Introducere (ipoteza de lucru si obiective SPECITICE) .....cccvvvreriieiiiiieiieei 104
8.2. Pacientl $1 MELOAE .......cccuviieiiiiiie ettt 105
L R 163 1<) 115 TP U TSP P PSP OPPPTO 105
8.2.2. MBLOGE ...t 105
8.2.2.1. Analiza histopatologica si imunohistochimica .............ccccevieiiiiieninnnnnn. 105
8.2.2.2. Analiza StatiStICA .......cocuertirieriieieeiteie ettt 106
8.3  REZUIALE ... 106
8.3.1. ASPECEE ENUOSCOPICE ....cvveveereereeeeieie ettt st sttt sae e 106
8.3.2. Gradul inflamatiei hiStOlOZICE ........cceveruerieriiniineniiiri e 107



8.3.3. Modificarile celulelor neuroendocrine Cromogranina A pozitive .................. 107

8.3.3.1. Distributia celulelor neuroendocrine Cromogranina A pozitive ................. 107
8.3.3.2. Morfologia celulelor neuroendocrine Cromogranina A pozitive ................. 112
8.3.3.2.1. Aspectul morfologic la coloratia hematoxilin-e0zina .............ccccevuernene 112
8.3.3.2.2. Aspectul morfologic la coloratia imunohistochimica pentru
CromOgraniNa A ...t be e be e e be e b e nb et e nae e pe e eres 114
8.3.3.3. Descriptori histologici ai hiperplaziei de celule neuroendocrine
Cromograning A POZITIVE .........cveiie it re s 114
8.3.3.4. Corelatii cu parametri clinicOPatolOgiC .........coverirrireiiiieesce 117
8.3.304. 1. VAAISTA ..ot 117
8.3.3.4.2. Durata evolutiei DOIii ......ccooeeiiieiiiiiieeee 117
8.3.3.4.3. Modificarile endOSCOPICE ....cveeuverueeriieiieiieeiieiee sttt 119
8.3.3.4.4. TratameNtUl ..........cooviiiriieiec s 120
8.3.3.5. Corelatii cu parametri hiStOlOZICT .....cecveerviiiiiieiiiiereee e 122
8.3.3.5.1. Gradul inflamatiei hiStOlOZICE .........ccerveuereiiiirieieeeee e 122
8.3.3.5.2. ArhiteCtura CriptelOr ........coviiiiiieice e 123
o B 163 (5§ AU 131
Q. DHSCULHL ... 134
10. CONCIUZIT . 152
BIDHOGIAie ... 154
AANBXE L. s 162



Problema fundamentala

Bolile inflamatorii intestinale prezintd 0 incidentd in crestere, iar evolutia clinica,
marcatd de pusee de activitate, poate conduce la colectomie. Tratamentul acestora,
nespecific, include asa-numita terapie conventionald si terapia cu agenti biologici (anti-
TNF-a), insa in cazul unui numar semnificativ de bolnavi se constata lipsa de raspuns la
administrarea medicatiei.

Rolul celulelor neuroendocrine in patogenia bolilor inflamatorii intestinale este
incomplet cunoscut. Numeroase studii au abordat mecanismele fiziopatologice si
moleculare prin care ele contribuie la aparitia simptomelor (1-5), multe dintre acestea pe
modele murine (6-9), insa exista putine informatii privitoare la aspectele histopatologice si
valoarea predictiva a unor parametri histologici care sa le caracterizeze.

Cercetarile referitoare la modificarile histologice ale celulelor enteroendocrine,
publicate in literatura de specialitate, se rezuma la stabilirea faptului ca in aceste afectiuni
exista o hiperplazie de celule neuroendocrine comparativ cu normalul, exprimata in
densititi medii de celule per criptd sau pe mm? (10-17).

Una dintre provocarile legate de studiul histologic al bolilor inflamatorii intestinale,
cu impact asupra integrarii rezultatelor existente in literaturd, este lipsa standardizarii in
ceea ce priveste raportarea inflamatiei histologice si un consens asupra conceptului de
vindecare histologici a mucoasei intestinale (18-21). In cazul colitei ulcerative, studii
recente au ardtat faptul ca vindecarea histologica a mucoasei colorectale se coreleaza cu un
interval crescut intre recurente, comparativ cu vindecarea mucosala evaluatd endoscopic
(18,22-25), conturandu-se astfel ideea ca tinta tratamentului ar trebui sa fie reprezentata de
revenirea la normal a histologiei mucoasei intestinale. Asadar, standardizarea raportarii
prin selectarea unui sistem de scorificare ce raspunde atat cerintelor cercetarii stiintifice,
cat si necesitatilor din practica de rutina, ar contribui la obtinerea de rezultate convergente
privind imbunatatirea managementului terapeutic al bolnavilor.

Utilizarea unui sistem de scorificare a inflamatiei histologice adecvat din punctele de
vedere mentionate in studiul modificdrilor celulelor neuroendocrine poate facilita
identificarea de corelatii semnificative, relevante, intre acestea si factori clinicopatologici.

In plus, descrierea pattern-urilor histologice de distributie ale celulelor

enteroendocrine poate contribui la Intregirea imaginii asupra mecanismelor fiziopatologice



in care sunt implicate si, astfel, la identificarea de markeri histologici predictivi ai evolutiei
bolii in scopul optimizarii terapiei.
Am concentrat cercetarea asupra bolnavilor de colita ulcerativa pentru a obtine o mai

mare putere statistica a rezultatelor.

Sinteza ideilor principale

in Partea generald, am descris in detaliu aspectele histologice relevante mucoasei
colorectale normale, incluzand aspecte legate de morfologia si functiile celulelor
neuroendocrine (de reglare a metabolismului si motilitatii gastrointestinale, de modulare a
imunitatii la nivelul mucoasei intestinale, conexiunea neuro-endocrind, interactiunea cu
microbiota), apoi aspectele histopatologice de la nivelul mucoasei colorectale intalnite in
bolile inflamatorii intestinale, cu un subcapitol dedicat studiilor publicate privitoare la
alterarile histologice ale celulelor neuroendocrine. Un capitol special este destinat
patologiei digitale cu amanunte despre aplicabilitatea, provocarile si limitele analizei de
imagine centrate pe obiect a sectiunilor histologice digitalizate, precum si asupra
cercetarilor in aria bolilor inflamatorii intestinale efectuate cu ajutorul ,inteligentei
artificiale”.

Partea secunda, de Contributii personale, cuprinde capitolele referitoare la ipoteza
de lucru si obiectivele generale, metodologia cercetdrii si la cele trei studii realizate in
cadrul cercetarii doctorale privind compararea sistemelor de scorificare a inflamatiei
histologice si identificarea unuia adecvat cercetdrii ulterioare, modificarile in dinamica ale
celulelor neuroendocrine, determinate cu ajutorul analizei de imagine computerizate prin
metode de ,,machine learning” si caracterizate prin descriptori histologici propusi in acest
studiu doctoral, si corelatiile clinicopatologice ale modificarilor celulelor enteroendocrine

cu factori clinici si patologici la pacienti cu colita ulcerativa.

Ipoteza de cercetare

Am pornit studiul doctoral de la premiza cd celulele neuroendocrine prezinta
modificari histologice la nivelul mucoasei colorectale, evidentiabile imunohistochimic prin
Cromogranina A si exprimate sub forma unor descriptori histologici detaliati, care se

coreleaza cu factori clinicopatologici evolutivi la bolnavii de colita ulcerativa.



Obiectivele principale au fost reprezentate de:

Identificarea unui sistem de scorificare a inflamatiei histologice pentru colita
ulcerativa adecvat atat cercetarii stiintifice, cat si practicii de rutina

Detectia, atat prin metode conventionale (microscopia opticd), cat si cu ajutorul
analizei de imagine computerizate, prin metode de , machine learning”, si
cuantificarea celulelor enteroendocrine intracriptice pe biopsii colorectale cu marcaj
imunohistochimic pentru Cromogranina A

Realizarea unei analize a distributiei histologice si a morfologiei celulelor
neuroendocrine (CNE), folosind o serie de descriptori histologici noi, propusi in
acest studiu doctoral: numarul mediu de CNE/cripta pe intreaga suprafata a sectiunii
histologice, numarul mediu de CNE/criptd in ,hotspot”, numarul maxim de
CNE/cripta, numarul de cripte cu hiperplazie lineara de celule neuroendocrine pe
intreaga suprafatd a sectiunii histologice si numarul de cripte cu hiperplazie lineard in
,,hotspot”

Analiza rezultatelor in vederea identificarii unor corelatii statistic semnificative intre
descriptorii histologici ce cuantifica modificarile celulelor neuroendocrine si
parametri clinicopatologici (evolutia in dinamica, corelatii cu aspectul endoscopic,
tratamentul administrat, inflamatia la nivel histologic reflectatd de sistemul de
scorificare selectat etc.)

Evaluarea aplicabilitatii analizei de imagine computerizate in detectia celulelor

neuroendocrine marcate imunohistochimic cu Cromogranina A

Metodologia de cercetare

Am alcatuit o baza de date prin identificarea retrospectiva de pacienti din arhiva

Spitalului Universitar de Urgenta Elias si inroland noi pacienti cu diagnostic clinic si

histologic de colitda ulcerativa, carora li s-au prelevat biopsii colorectale in diferite

momente ale evolutiei bolii, evaluate histopatologic in departamentul de Anatomie

patologica a aceluiasi spital, in perioada ianuarie 2017- decembrie 2019.

In studiul 1, am analizat literatura privitoare la sistemele de scorificare a inflamatiei

in bolile inflamatorii intestinale si am selectat trei scoruri (indicele Nancy, scorul Geboes si

Indicele Histopatologic Robarts) pe care le-am aplicat unui numar de 64 de lame colorate

hematoxilin-eozina (corespunzand unui numar de 46 de cazuri), la microscopul optic,

inregistrand scorul si timpul necesar evaluarii de catre 3 anatomopatologi, la un interval de
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doua saptamani intre diferitele scoruri. Analiza statistica a constat in calcularea nivelului
de acord inter- si intraobservator pentru fiecare sistem de scorificare folosind coeficientul
Cohen's kappa; compararea diferentelor intre duratele de timp inregistrate pentru aplicarii
fiecarui scor prin testul Friedman; evaluarea corelatiei intre timpul destinat evaluarii si
scorul histologic utilizand coeficientul de corelatie de rang Spearman pentru variabile
ordinale; evaluarea corelatiei intre timpul necesar evaluarii si numarul de fragmente
biopsice prin calcularea coeficientul de corelatie Pearson pentru variabile continue.

in studiile 11 si 11l cercetarea s-a concentrat pe analiza modificarilor celulelor
neuroendocrine, integrand rezultatele din studiul anterior. In studiul II am evaluat
modificarile in dinamica pe un lot de 9 pacienti cu biopsii prelevate la momente diferite in
evolutia bolii. In studiul III, am aplicat descriptorii histologici propusi in studiul II pe un
lot largit, de 42 de pacienti, cu scopul de a identifica corelatii clinicopatologice.
Metodologia pentru aceste doua studii a fost similara.

Prin marcaj imunohistochimic cu anticorpul monoclonal de soarece Cromogranina A
(LK2H10) Cell Marque, dilutie 1:100, conform protocolului obisnuit pentru tesuturile
incluse la parafind, am evidentiat celulele neuroendocrine pe fragmentele biopsice din
mucoasa colonica si rectala.

Detectia si cuantificarea celulelor pozitive la Cromogranina A (CgA) a fost realizata
atat manual, cét si automat, prin analizd de imagine computerizatd, pe lamele digitalizate,
utilizand QuPath, un software ,,open source” pentru lame histologice integrale (whole-slide
image).

Pentru detectia computerizata, am folosit tehnici de analizd de imagine centrata pe obiect,
cu separarea automatd a culorilor (,,color deconvolution”) si metode de , machine
learning”, descrise in detaliu capitolele corespunzatoare din teza de doctorat.

Am aplicat urmédtoarele definitii:

e hiperplazia de celule neuroendocrine — > 3.2 celule CgA-pozitive/cripta;

e hiperplazia lineara —> 5 celule CgA-pozitive adiacente;

e  hotspot” — grup de 10 cripte cu cea mai mare densitate de celule CgA-pozitive pe
lama, detectate vizual.

Am realizat analiza statistica privind corelatiile intre variabilele continue calculand
coeficientul de corelatie Pearson, intre variabile continue si variabile ordinale coeficientul

de corelatie de rang Spearman, iar Intre variabilele continue si cele dihotomice testul



punct-biserial. In analiza statistica din intreg studiul doctoral, am considerat semnificative

rezultatele cu valori p <0.05.

Sinteza studiilor

Capitolul 6. Sisteme de scorificare histologicd a inflamatiei in colita ulcerativa

(Studiul 1)

In studiul I, am analizat datele din literatura privind sistemele de scorificare a
inflamatiei histologice, elaborate In numeroase studii privitoare la bolile inflamatorii
intestinale. Dintre acestea am selectat trei scoruri — indicele Nancy, scorul Geboes si
Indicele Histopatologic Robarts — pentru a le aplica pe lame colorate conventional si a le
analiza in vederea identificarii celui mai adecvat cercetdrii clinice, cat si practicii
anatomopatologice de rutina (pentru a putea fi utilizat in studiile de cercetare si transpus
apoi in practicd).

Am constatat faptul indicele Nancy a necesitat durata cea mai redusa de timp pentru
evaluare si desemnarea unei categorii (medie 72.06s), urmata de scorul Geboes (medie
72.06s) si Indicele Histopatologic Robarts (medie 92.67s). Testul Friedman a demostrat
faptul ca diferentele intre timpii necesari pentru aplicarea celor trei sisteme de scorificare
au fost semnificative statistic (x*(2) = 67.881, p<0.005).

Nivelul de acord interobservatori si intraobservator a fost foarte bun pentru indicele
Nancy (Cohen's kappa mediu interobservator de 0.861; Cohen's kappa intraobservator de
0.973; p<0.005).) si scorul Geboes (Cohen's kappa mediu interobservator de 0.861;
Cohen's kappa intraobservator de 0.973; p<0.005)., cu valori foarte apropiate, si bun pentru
Indicele Histopatologic Robarts (Cohen's kappa mediu interobservator de 0.592; Cohen's
kappa intraobservator de 0.892; p<0.005).

Indicele Nancy prezinta un algoritmul simplu, fiind astfel cel mai abordabil. Scorul
Geboes are 0 structura mai complexa, dar, de asemenea, si o precizie mai mare a descrierii
aspectelor histopatologice, subgradele sale fiind caracterizate de parametri histologici mai
detaliati comparativ cu cele cinci categorii, destul de largi, ale indicelui Nancy. Indicele
Histopatologic Robarts este similar structurat cu scorul Geboes, insd pretinde atribuirea
unui punctaj pentru fiecare parametru histologic si insumarea acestora pentru calcularea

scorului, fiind astfel destul de laborios.



Tabelul VI.6. Nivelurile de acord inte- si intraobservator pentru indicele Nancy,

scorul Geboes si Indicele Histopatologic Robarts

Indicele Nancy Scorul Geboes RHI p
Nivelul Cohen’s kappa
01-02 0.895 0.845 0.478 <0.005
01-03 0.870 0.789 0.604 <0.005
02-03 0.818 0.826 0.696 <0.005
Cohen's kappa mediu 0.861 0.820 0.592 <0.005
interobservator
Cohen's kappa
intraobservator 0.973 0.942 0.892 <0.005
Abrevieri:

01, 02, O3 — observator 1, 2, 3
RHI — Indicele Histopatologic Robarts

Aspectul endoscopic apreciat prin scorul partial Mayo s-a corelat pozitiv, moderat,
cu cele trei scoruri histologice (coeficient rho 0.412 pentru indicele Nancy, 0.469 pentru
scorul Geboes, respectiv 0.357 pentru Indicele Histopatologic Robarts; p<0.05).

Asadar, scorul Geboes este, n opinia autoarei, cel mai adecvat studiilor stiintifice in
colita ulcerativa, datorita detaliilor corespunzatoare subgradelor sale, fiind, de asemenea,
aplicabil in practica anatomopatologica. Indicele Nancy este mai potrivit pentru practica de
rutind, aplicabilitatea sa in studiile clinice ramanand a fi stabilita, prin comparatie cu scorul

Geboes.

Capitolul 7. Modificarile histologice ale celulelor neuroendocrine in evolutia

colitei ulcerative (Studiul I1)

in studiul 11, am constituit un lot de 9 pacienti cu prezentiri multiple cu scopul de a
analiza In dinamicd modificdrile celulelor neuroendocrine ce apar pe parcursul evolutiei
bolii. Pentru atingerea acestui obiectiv, am elaborat un protocol pentru detectia manuala si
automata, prin analizd de imagine computerizata, a celulelor marcate imunohistochimic cu
Cromogranind A si am propus o serie de descriptori histologici ai statusului acestora.

Am evaluat, datorita automatizarii, un numar foarte mare de cripte, comparativ cu
alte studii, pe lama digitalizata — o medie de 136 de cripte/lama (minim 20, maxim 415),
detectand o densitatea medie a celulelor neuroendocrine de 4.18 CNE CgA-pozitive/cripta,
88.88% dintre pacientii inclusi In studiu prezentand, astfel, hiperplazie de celule

neuroendocrine cel putin la un moment din evolutia bolii.
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Figura 7.11. Detectia automata a celulelor neuroendocrine marcate imunohistochimic cu

Cromogranina A in programul QuPath. (A) — Criptele sunt adnotate cu verde. Hiperplazia

lineara este adnotata cu mov. ,,Hotspot”-ul este adnotat in chenar rosu. (B) — Celulele

DAB-pozitive sunt detectate si marcate cu rosu.
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Analizand in dinamica, am observat ca existd o tendinta descrescatoare a numarului
de celule CgA-pozitive pe parcursul evolutiei bolii, demonstrata de corelatia negativa intre
durata evolutiei bolii (intre 1 si 100 de saptamani de la debutul afectiunii, la pacientii
investigati in acest studiu) si urmatorii parametri: numarul mediu de CNE CgA-pozitive
/cripta pe intreaga sectiune histologica, numarul mediu de CNE CgA-pozitive /criptd in
,hotspot” si numarul maxim de CNE CgA-pozitive /cripta (coeficienti de corelatie rp de -
0.517, -0.518, respectiv -0.557; p<0.05). Acest rezultat sustine idea ca celulele
enteroendocrine CgA-pozitive sufera modificari hiperplazice ca urmare a injuriei, in
calitate de ,,first responders”, si, pe masura ce aceasta scade in intensitate si/sau datorita

tratamentului administrat, numarul acestor celule se reduce.
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Figura 7.16. Dinamica evolutiei numarului mediu de celule neuroendocrine per cripta

in ansamblu si 1n ,,hotspot”, in raport cu durata bolii

Modificari hiperplazice am constatat pe 68.18% dintre biopsiile colorectale evaluate,
in 54.55% observandu-se hiperplazie lineara de celule neuroendocrine CgA-pozitive
intracriptic, leziune localizata, de obicei, in ,,hotspot”.

Alterarile neuroendocrine din ,,hotspot” au fost in concordantd cu cele prezente pe
intreaga suprafata a fragmentelor biopsice, asadar, evaluarea modificarilor de la acest nivel
(metoda ,,hotspot”-ului) ar putea reprezenta o abordare practica, mai eficientd, reducand

timpul si resursele necesare detectiei manuale si computerizate.
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Tabelul VIL.3. Testele Pearson de corelatie intre durata bolii si variabile descriptive

ale celulelor neurendocrine (Cromogranin A-pozitive)

Variabile rp Valoarea p
Numarul mediu de celule CgA-pozitive/cripta -.517 .014
Numarul mediu de celule CgA-pozitive/cripta in ,,hotspot” -.518 .014
Numarul maxim de celule CgA-pozitive/cripta -.557 .007
Numarul maxim de celule CgA-pozitive/cripta in ,,hotspot” -.355 .105
Numarul mediu de cripte prezentdnd hiperplazie liniara de CgA- -.376 .084
pozitive

Numarul mediu de cripte prezentind liperplazie liniard de CgA- -.388 .074

pozitive in ,,hotspot”

Aplicarea detectiei automate computerizate pentru cuantificarea celulelor CgA-
pozitive a permis analiza unui numar foarte mare de cripte intr-un timp scurt, fiind astfel
foarte utila in demersul nostru. De mentionat este un aspect cunoscut in literatura ca
»paradoxul standardului de aur”, intdlnit in experienta cu aceastd metoda computerizata de
detectie, care descrie situatiile in care ,,inteligenta artificiala” poate cuantifica mai obiectiv
aspectele specifice detectiei decat patologul, a carui evaluare este considerata ,,standardul
de aur”. Totusi, rezultatele detectiei sunt validate in final tot de patolog care, prin expertiza
lui, optimizeaza parametrii de detectie cu scopul obtinerii unor valori cat mai apropiate de

realitate.

Capitolul 8. Corelatii clinicopatologice ale hiperplaziei celulelor neuroendocrine

la pacientii cu colita ulcerativa (Studiul 111)

in studiul 111, am aplicat protocolul de detectie si descriptorii histologici propusi pe
un lot de 42 de bolnavi de colitd ulcerativa, in vederea identificdrii de corelatii cu factori
clinici si patologici evolutivi.

Rezultatele pe lotul largit au confirmat aparitia unei hiperplazii de celule
enteroendocrine la acesti pacienti (medie de 3.62 de CNE CgA-pozitive /cripta, respectiv
5.97 CNE CgA-pozitive /cripta in ,,hotspot”’; media numarului maxim de CNE CgA-

pozitive /cripta = 18.85, in ,,hotspot”). De remarcat este faptul ca toti descriptorii celulelor
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neuroendocrine s-au corelat intre ei pozitiv, moderat sau puternic (coeficienti de corelatie
rp intre 0.429 si 0.776, p=0.000).

Figura 8.38. Cromogranina A, 10x. Arhitecturd mucosald usor alterata (cripte rectilinii, dar
focal scurtate), infiltrat inflamator cronic difuz, moderat, cu plasmocitoza bazala, celule

neuroendocrine solitare si contigue (hiperplazie lineara)

Figura 8.39. Cromogranina A, 20x. Arhitecturda mucosala marcat alteratd in ,,hotspot”, cu
suprafatd crenelata, orientare pierduta a criptelor si infiltrat inflamator cronic difuz.

Numeroase cripte cu hiperplazie lineard de celule neuroendocrine
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Distributia celulelor CgA-pozitive a fost difuza, cu o arie de densitate mai mare
(,,hotspot™) identificabilda inca de la un obiectiv cu putere de marire mica. Celulele
hiperplazice au prezentat cel mai adesea o distributie in zona bazala a criptelor, dar, in
special in situatiile in care hiperplazia a fost severa, au putut fi observate si in jumatatea
superioari a criptelor, unde am identificat inclusiv aspecte de hiperplazie lineara.

Pe acest lot, am observat ca exista un trend descrescator odata cu cresterea duratei
bolii (intervalul de la debutul bolii: 1-172 de luni), similar rezultatului din studiul I,
dovedit de corelatiile semnificative statistic cu densitatea medie a celulelor CgA-pozitive,
pe intreaga sectiune histologica si in ,,hotspot” (rp=-0.388, p=0.013; respectiv rp= -0.416,
p=0.008). Si ceilalti descriptori histologici au avut o tendinta aparenta de scadere, insa fara
valori semnificative statistic. Am mai constatat ca varsta pacientilor s-a corelat negativ cu
numarul de cripte cu hiperplazie lineara (rp= -0.328, p=0.039).

Unul dintre cele mai importante rezultate ale acestui studiu il reprezintd corelatia
pozitivd, moderata, intre tratamentul cu corticosteroizi si numarul maxim de celule

neuroendocrine per cripta (rp=0.332, p=0.012).

40

307

Numarul maxim de celule CgA-pozitive/cripta

nu da

Corticoterapie sistemica

Figura 8.22. Box plot prezentdnd numarul maxim de celule neuroendocrine in functie

de administrarea de corticoterapie sistemica
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In cazul pacientilor sub terapie biologici, am observat o scidere a numarului de
cripte cu hiperplazie lineard de celule neuroendocrine, insd valoarea p nu a relevat un test
semnificativ statistic, posibil datoritd numarului mic de pacienti din acest studiu care
urmau acest tratament (rp=-0.244, p=0.067).

Un alt aspect important este faptul ca scorul Geboes si indicele Nancy au prezentat
coeficienti de corelatie cu valoare negativa, moderata, cu hiperplazia lineard de celule
neuroendocrine — rho= -0.368 (p=0.005), respectiv rho= -0.326 (p=0.013). Explicatiile
pentru acest fenomen pot fi multiple, dar converg catre ideea ca in leziunile acute marcate,
fragmentele biopsice prezinta leziuni distructive criptice, cu pierderea acestora si tesut de
granulatie, iar celulele neuroendocrine sufera modificarile hiperplazice ca raspuns la aceste
injurii acute, putand avea nevoie de un anumit interval de timp pentru constituirea lor.
Comparativ, am obsevat ca valoarea statisticd a acestei corelatii este mai mare pentru
scorul Geboes decat pentru indicele Nancy, reflectand sensibilitatea mai mare a primului

Scor.

Capitolul 9. Concluzii si contributii personale

Prin rezultatele obtinute Tn urma realizarii studiilor prezentate in aceasta teza de
doctorat, am atins principalele obiective propuse si am identificat noi directii de cercetare.

Am identificat doua sisteme de scorificare pentru colita ulcerativa, adecvate
cercetdrii clinice si practicii de rutind deopotrivd, in urma unei analize obiective asupra
aplicabilitatii — scorul Geboes si indicele Nancy. Dintre acestea doua, indicele Nancy
prezintd un algoritm simplu si rapid, care ar putea fi mai usor implementabil in practica de
rutina. In plus, acesta a prezentat coeficienti de corelare cu factori clinicopatologici similari
celor obtinuti pentru scorul Geboes in studiile mele, sugerand faptul ca indicele Nancy ar fi
cel mai adecvat cercetarii clinice, cat si practicii de rutina.

Am descris modificarile hiperplazice ale celulelor neuroendocrine in colita ulcerativa
cu ajutorul unor descriptori histologici noi, propusi in acest studiu doctoral, aplicand
metode din aria patologiei digitala — analiza de imagine centratd pe obiect, cu metode de
,,machine learning”.

Am identificat corelatii notabile, semnificative statistic, cu factori clinici (varsta,
durata evolutiei bolii, corticoterapia sistemica) si histopatologici (nivelul inflamatiei

histologica reflectate de scorul Geboes si indicele Nancy).
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Am constatat si corelatii care nu au atins nivelul p de semnificatie statistica, dar care
meritd explordri viitoare, pe loturi mai mari, cum ar fi scdderea numarului de cripte cu
hiperplazie lineara la pacientii sub tratament cu agenti biologici.

Dintre limitele cercetarii mentiondm faptul ca biopsiile colorectale examinate au
fost prelevate predominant de la pacienti cu activitate moderata sau severa a bolii, cel mai
probabil datorita lipsei indicatiei de endoscopie datorita preferarii markerilor-surogat
inflamatori, precum calprotectina fecala. Alta limitare a fost reprezentata de lipsa prelevarii
de biopsii din fiecare segment colonic pentru fiecare pacient. Totusi, in studiul nostru,
modificarile neuroendocrine hiperplazice cele mai accentuate au fost localizate la nivelul
colonului stang si rectului, asemanator altor studii publicate.

Sintetic, principalele contributii proprii la studiul celulelor neuroendocrine in
colita ulcerativa, selectate dintre cele prezentate mai sus si descrise pe larg in teza de
doctorat, sunt urmatoarele:

e Scorul Geboes, In experienta noastrd, este cel mai adecvat pentru evaluarea
standardizatd a nivelului inflamatiei histologice in colita ulcerativa.

e Existd o tendintd descrescatoare a numarului de celule CgA-pozitive pe parcursul
evolutiei bolii a numarul mediu de CNE CgA-pozitive/cripta pe intreaga sectiune
histologica, numarul mediu de CNE CgA-pozitive /criptad in ,, hotspot” si numarul
maxim de CNE CgA-pozitive /cripta (rp= -0.517, -0.518, respectiv rp= -0.557;
p<0.05).

e Vdrsta pacientilor s-a corelat negativ cu numarul de cripte cu hiperplazie lineara
de celule CgA-pozitive (rp=-0.328, p=0.039).

e Exista o corelatie pozitivd, moderata, intre tratamentul cu corticosteroizi si
numdrul maxim de celule neuroendocrine CgA-pozitive per cripta (rp=0.332,
p=0.012).

e Scorul Geboes si indicele Nancy au prezentat coeficienti de corelatie cu valoare
negativa, moderata, cu hiperplazia lineara de celule neuroendocrine CgA-pozitive
(rho=-0.368, p=0.005; respectiv rho=-0.326, p=0.013).

e Am propus si aplicat o serie de descriptori histologici noi pentru evaluarea
statusului celulelor neuroendocrine care s-au dovedit relevanti in studiul acestora.

e Descriptorii histologici ai celulelor neuroendocrine CgA-pozitive s-au corelat intre
ei pozitiv, moderat sau puternic (rp intre 0.429 si 0.776, p=0.000), validand metoda

,, hotspot ’-ului.
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Analiza de imagine aplicata in programul QuPath este de mare utilitate in evaluarea
morfologica si cuantificarea celulelor neuroendocrine marcate imunohistochimic cu
Cromogranina A.

Rezultatele prezentate in aceasta teza de doctorat deschid cateva perspective de

cercetare viitoare interesante, pe care le sumarizam mai jos:

analizarea oportunitatii includerii statusului celulelor enteroendocrine in definitia
vindecarii mucosale, care ar putea fi evaluata standardizat, prin scorul Geboes;
utilitatea CgA 1in diagnosticul diferential intre colitele infectioase, colitele
ischemice si bolile inflamatorii intestinale;

analizarea posibilei asocieri intre prezenta celulelor CgA-pozitive din lamina
propria mucosala cu proliferarile tumorale si bolile inflamatorii intestinale;

analiza, in studii prospective, a descriptorilor histologici ai modificarilor
hiperplazice ale celulelor neuroendocrine CgA-pozitive propusi in acest studiu
doctoral, ca markeri predictivi pentru evolutia bolii si tratamentul conventional si
biologic;

extinderea utilizdrii analizei de imagine in bolile inflamatorii intestinale prin

elaborarea unui algoritm automat pentru scorificarea inflamatiei histologice.
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