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Problema fundamentala

Tema proiectului de cercetare stiintifica care a stat la baza acestei teze de doctorat se refera la
evaluarea trombocitului i1n Trombocitopenia imund primard, nu neaparat ca metoda de investigatie
directd, ci mai degraba, ca analiza a implicarii lui in tabloul clinic si serologic, dar si din punct de vedere
al implicarii imune n tabloul patogenic general al bolii.

Se considera ca functia principala a trombocitului sta la baza mecanismelor de hemostaza si
tromboza. In lumina ultimelor cercetari din domeniu, se contureazi din ce in ce mai mult capacitatea
trombocitului de a modula raspunsul imun in procese fiziologice si patologice, atat in mod direct, cat si
indirect, prin intermediul biomoleculelor depozitate la nivelul granulelor sau sintetizate la nivel
trombocitar.

In ceea ce priveste Trombocitopenia imuna primara, aceasta reprezinti o patologie autoimuna, de
granita, cu implicatii multidisciplinare, consideratd benigna.

Diagnosticul presupune prezenta unei trombocitopenii periferice la pacienti fara patologii asociate
sau fard o cauza directa raspunzatoare pentru trombocitopenie.

Mecanismul etiopatogenic central al bolii este reprezentat de distructia trombocitara periferica de
catre anticorpi anti-trombocitari ce vizeaza glicoproteine de la suprafata trombocitului, proces sustinut
de o dereglare a imunitatii celulare la nivelul limfocitelor T cu cresterea raspunsului inflamator de tip
Thl si a limfocitelor T citotoxice. Mentinerea autoreactivitatii este posibila prin scaderea mecanismelor
de control imun periferic, reprezentate de limfocitele T reglatorii. La distructia periferica participa si
afectarea megakariopoiezei, megakariocitele fiind vizate, similar trombocitelor, prin exprimarea
acelorasi glicoproteine.[1]

Subiectul central al acestei patologii o reprezintd trombocitopenia si riscul de sdngerare asociat.

Complexitatea bolii si a managementului acestei afectiuni deriva din faptul ca diagnosticul este
unul de excludere, evolutia spre faza cronica este necunoscuta iar riscul de sdngerarea variaza foarte
mult la pacienti cu acelasi numar de trombocite , firi a putea fi cuantificat concret. In ceea ce priveste
tratamentul, acesta se bazeaza, Tn mare parte pe corticoterapie,care, cel pufin pentru o parte din pacienti,
reuseste sa controleze bine boala rezultand in raspunsuri complete, sustinute in timp. Desi raspunsul
initial la corticoterapie este de 60-80%, doar 30-50% raman in remisiune [2], Tn timp ce peste 50% din
pacientii adulti progreseaza spre faza cronicd. Acest lucru subliniazd faptul cd mecanismul sau
mecanismele fiziopatogenice sunt cel mai probabil multiple, fiind necesar un tratament combinat care
sa vizeze mai multe cai patogenice. [1]

Lipsa unui biomarker in ceea ce priveste diagnosticul de certitudine, imposibilitatea cuantificarii
clinice a mecanismelor fiziopatogenice dominante implicate in patogeneza bolii la nivel individual,
determina o responsivitate scazuta la tratament inca din prima linie si o progresie spre faza cronica care

poate fi grevata de multiple recaderi si un control ineficient al bolii, indiferent de terapia recomandata.



Se cunoaste faptul ca o terapie mai tintita, mai agresiva, se poate concretiza in rezultate durabile.[3]

Aprofundarea si mai mult a cunoasterii despre fiziopatologia bolii i a mecanismelor care duc la
mentinerea autoreactivitatii se poate traduce in terapii moleculare noi care sa vizeze un tratament
individualizat In functie de nevoile reale ale pacientului cu scopul obtinerii unui raspuns durabil, fara
recaderi.

Implicarea trombocitului pare s fie una mult mai profunda si mai complexa decat ceea ce a fost
subliniat pand acum in studiile din literaturd de specialitate si pare sd adune patologia acestei afectiuni
Tnspre mecanisme in care el pare a fi pilonul principal.

Ipoteza de lucru

La momentul actual trombocitopenia imuna, pe cat de simpla este in definitie, pe atat de complexa
este in ceea ce priveste diagnosticul, evolutia si responsivitatea la tratament. Desi este consideratd o
patologie autoimund, benigna, care raspunde la un tratament recomandat empiric tuturor celor cu acest
diagnostic la care se impune, ea reprezinta inca, la peste 250 de ani de la descoperirea ei, o adevarata
provocare in practica clinicd a hematologului.

Cel putin 3 probleme se mentin in centrul acestei patologii si anume riscul de sangerare si
heterogenitatea sindromului hemoragic printre pacienti cu acelasi numar de trombocite, riscul de
cronicizare si imposibilitatea predictiei responsivitatii la tratament. Toate 3 fac ca managementului
pacientului cu ITP sa fie unul extrem de complicat.

Lipsa unui biomarker pentru diagnosticul de certitudine, imposibilitatea stadializarii pacientilor pe
grupe de risc, imposibilitatea cuantificarii clinice a mecanismelor fizio-patologice dominante, lipsa
cuantificdrii corecte in practica clinicd a riscului de sdngerare si a necesitatii initierii tratamentului,
alaturi de imposibilitatea predictiei corecte a raspunsului la tratament sunt doar cateva dintre probeleme
nerezolvate incd ale ITP.

Obiectivele principale s-au canalizat insa in 2 mari directii.

Valorificarea datelor obtinute Tn urma evaluarii initiale in vederea unei mai bune stadializari a
pacientilor si a predictiei evolutiei spre cronicizare cu scopul unui management corect din prima linie de
tratament.

Evaluarea unor biomarkeri plasmatici si a expresiei lor intre fazele evolutive al ITP. Evaluarea
unor proteine depozitate la nivelul trombocitului si modul intervin in promovarea raspunsului inflamator
ce ar putea fi incriminat in mentinerea in timp a autoreactivitatii imune responsabile de evolutia spre
fazele cronice ale ITP.

In Partea generali a acestei lucriri s-a urmdrit evidentierea unor aspecte relevante legate de
nivelul actual al cunoasterii cu privire la tema aleasa.

Capitolul 1 abordeaza notiuni fundamentale legate de originea si functia trombocitului, detaliind
notiuni de fiziopatologie cu accent pe functia non-hemostatica si a modului prin care trombocitul

intervine in modularea raspunsului imun.



Capitolul 2 al tezei are in vedere detalierea notiunilor teoretice ale bolii cu accent pe mecanismele
fiziopatologice si impactul lor asupra tabloului clinico-biologic al pacientului, evaluarea clinico-
biologica a pacientului si recomandarile actuale de tratament.

Partea de Contributii personale incepe cu capitolul 3 unde sunt prezentate ipoteza de lucru si
obiectivele principale.

Capitolul 4 cuprinde ipoteza de lucru, obiectivele principale si metodologia de lucru, precum si
rezultatele pentru primul studiu de cercetare care a avut ca obiectiv principat evaluarea factorilor
predictivi pentru cronicizare plecand de la trombocit, urmarind si evaluarea riscului de sangerare si
evaluarea factorilor predictivi ai raspunsului la tratamentul de prima linie.

In acest scop a fost selectat un lot de 118 pacienti, cu o mediana a varstei situatd la 41 de ani, aflati in

evidenta Clinicii de Hematologie SUUB, pacienti cu trombocitopenie in diferite grade si diagnostic

pozitiv de Trombocitopenie imuna primara. Perioada medianei de monitorizare din momentul stabilirii

diagnosticului a fost de 4 ani. Au fost utilizate date din fisele medicale electronice de la debutul

patologiei si dar si din evolutia ulterioara a pentru pacientii cu forme cronice.

Obiectivele ale acestui studiu au fost:

1. Evaluarea trombocitului ca factor predictiv pentru cronicizare

2. Evaluarea riscului de sangerare asociat sindromului hemoragic

3. Identificarea altor factori predictivi pentru cronicizare

4. Analiza datelor clinice, biologice si tabloul imunoserologic al pacientilor cu ITP

5. Evaluarea tratamentului, reactiilor adverse si raspunsul terapeutic raportat la riscul de cronicizare cu
scopul de a identifica posibili factori de predictie ai raspunsului la tratament

Rezultatele acestui studiu subliniaza:

1. Distributia pacientilor in lotul de studiu a evidentiat o afectare predominanta a sexului feminin,
cu un raport femei: barbati de 3:1, cu un maxim de 5:1 pentru perioada de varta 20-40 de ani.
Mediana varstei s-a situat la 41.5.

2. Evaluarea trombocitului din punct de vedere predictiv se poate face in practica clinica in
primul rand din perspectiva trombocitopeniei. Astfel, analiza severitatii trombocitopeniei a
evidentiat faptul ca aproximativ 89% din pacientii (105 din 118) inclusi in studiu au prezentat
trombocitopenie severd (numar trombocite <50 x10"3/uL). Dintre acestia, 58 au prezentat
valori sub 10 x1073/uL, cu o pondere mai mare a pacientilor cu un singur episod de ITP.

3. Legat de evaluarea trombocitului ca factor predictiv al cronicizarii, analiza statistica efectuata
a subliniat ca o valoare a trombocitelor peste 10 x10"3/uL se coreleaza cu un risc mai mare de
evolutie spre faza cronica. Desi este cunoscut faptul cd o valoare mai mica a trombocitelor se
asociaza cu un risc hemoragic mai mare, rezultatul analizi statistice a fost semnificativ doar la
comparatia in perechi, avand semnificatie statisticd doar pentru perechile 0 vs 1 (p=0.000) si 0

vs 2 (p=0.000). Riscul hemoragic a fost cuantificat conform scalei WHO de evaluare a



sangerarii, unde 0 reprezinta absenta sangerarii, 1 prezenta sindromului hemoragipar si 2
prezenta sindromului hemoragic usor. Intre valoarea trombocitelor la diagnostic si valoarea
MPYV a fost identificata o corelatie statistica pozitiva, cu un p= 0.034, in sensul in care, un
numar de trombocite mai mare asociaza un MPV mai mare, semn sugestiv pentru turn-overul
trombocitar crescut observat in ITP.

Evaluarea statistica a riscului de sangerare la pacientii cu ITP a inclus date despre prezenta
sindromului hemoragipar, analiza individuala a elementelor care au stat la baza clasificarii
WHO (tipurile de manifestari tegumentare, afectarea mucoaselor, prezenta sangerarilor de
organ), prezenta comorbiditatilor, Tn mod particular a infectiilor la diagnostic, date
epidemiologice (varsta, sex) dar si paraclinice din evaluarea initiala. Desi analiza univariata a
evidentiat cateva elemente cu semnificatie statistica si anume prezenta infectiilor la diagnostic
(0.026), modificari ale eritrocitelor (0.002), modificari ale limfocitelor (0.007),
trombociteopenia <10x10”3/uL (0.00),efectuarea ulterioara a curbelor ROC au plasat
variabilele sub intervalul de referinta. In ceea ce priveste manifestarile hemoragice exprimate
prin scorul WHO se remarca ca acestea sunt mai bine reprezentate in categoria de pacienti cu
un singur episod de ITP. Cu alte cuvinte, s-a observat faptul ca pacientii cu 1 singur episod de
ITP prezinta un numar de trombocite <10x1073/uLsi asociaza un sindrom hemoragic mult
mai bine exprimat. Riscul evolutiei spre cronicizare creste in cazul pacientilor care prezinta la
debut numar de trombocite >10x10"3/uL, in absenta sindromului hemoragipar.

Pentru analiza statistica a factorilor cu potential predictiv pentru cronicizare au fost evaluate
date din fisa de evaluare initiald a pacientului, fiind selectate doar acele variabile care au
obtinut semnificatie statistica in urma testelor individuale.

Varibile continue de tip varsta, leucocite, mpv, crp, vsh, 1dh, eritrocite, hemoglobina,
trombocite, si nominale, reprezentate de, anticorpi anti-trombocitari, sex, scor WHO,
dislipidemie au stat la analizei statistice ulterioare. Pentru o mai buna reprezentare statistica,
scorul WHO a fost impartit in 0-1 i >2.

Un aspect de mentionat in urma analizei individuale a variabilelor este acela ca elemente
particulare dintre cele care au stat la baza stratificarii conform scaleit WHO de evaluarea a
sangerarii au obtinut un p semnificativ statistic: prezenta gingivoragiilor (p= 0.007) purpurei
(p=0.004), echimozelor (p=0.001), epistaxisului (p=0.007).

Varsta, sexul, prezenta infectiilor, a comorbiditatilor (afectiuni autoimune, DZ, infectiile la
diagnostic, inclusiv helicobacter pylori), a tratamentului antiagregant sau anticoagulant nu s-a
asociat statistic cu predictia spre cronicizare a pacientilor cu ITP.

Un alt aspect interesant este dat prezenta dislipidemiei, semnificativa statistica la analiza
univariata dar care necesita confirmare pe loturi mai mari de pacienti.

In mod neasteptat, sindromul inflamator nu s-a asociat cu evolutia spre cronicizare.



Rezultatele analizei statistice se regasesc in tabelul de mai jos.

Tabel Factori de risc pentru cronicizare la pacienti adulti cu PTI

Variabila Analiza Analiza Odds ratio

univariata multivariata

(95%Cl) (95%Cl)

p Min Max p Min Max

Varsta 0.219 0.327 0.54
Leucocite 0.077 0.493 0.698
MPV 0.269 0.444 0.702
CRP 0.731 0.385 0.668
VSH 0.885 0.339 0.686
Eritrocite 0.035 0.508 0.757 0.022 1.14 6.591 2.741
Hgb 0.033 0.513 0.718 0.041 1.027 4.672 2.19
Trombocite | 0.00 0.619 0.815 0.000 2.464 12.201 5.483
Sarcina 0.037 1.027 12.504
Sex 0.184 0.236 1.326 0.236 1.326 0.56
Scor wHO>2 | 0.00 0.026 0.106 0.899 0.309
Dislipidemie | 0.031 0.469 0.654
Ac anti- | 0.907
wrombocitari 0.19 6.492 0.19 6.492 1.111
LDH 0.429 0.137 1.343

Confirmarea statisticd a datelor obtinute s-a facut prin intermediul curbelor ROC, care au stabilit si
riscurile relative si intervalele de incredere pentru fiecare variabila in parte.
5. Combinarea elementelor clinice cu cele de la nivelul hemogramei, relevante din punct de
vedere statistic, au stat la baza intocmirii unui scor de predictie pentru cronicizare, conform
tabelului.

Tabel 4.25— Scorul predictiv al cronicizarii

Variabile cu p statistic Risc relativ Puncte
RBC > 4.5 mil/uL 2.741 +1
HGB>13.5 g/dl 2.190 +1
PIt>10 X10"3/uL 5.483 +2
Scor WHO >=2 0.309 -1

Respectand o distributie omogena a calcului, am sugerat un puntaj acordat fiecarui parametru in parte,
in functie de valorile riscului relativ, conform tabelului. Totalul este dat de suma punctelor
corespunzatoare Intrunirii criteriilor.

Astfel, stadializarea pacientilor la diagnostic se face Tn 2 categorii de risc:

Risc scazut - Total <2 puncte



Risc Thalt — Total 2-4 puncte

Validarea scorului s-a facut la nivelul lotului inclus in studiu. Calcularea riscului si a intervalelor de
incredere 95%CI confirma validarea statistica a scorului predictiv propus. Astfel, pacientii cu risc inalt,
cu scorul de risc situat ntre de 2-4, prezinta un risc de 4.768 de evolutie spre faza cronica, cu un interval
de incredere 95%CI cuprins Tntre 2.092-10.867, si un p semnificativ statistic (p=0,00).

Tabel 4.26 Validarea statistca a scorului propus in lotul de pacienti

Nou

diagnosticat | Cronic

Grupa  de|Risc scazut 39 11 50
risc Risc Tnalt 29 39 68
Total 68 50 118

Conform Tmpartirii pe grupe de risc, ar rezulta ca din totalul de 118 pacienti, 68 au risc Tnalt de a
croniciza, in timp ce 50 dintre acestia se situeaza in clasa de risc scazut.

Conform Tmpartirii pacientilor din lotul de studiu la momentul Intocmirii bazei de date, din totalul
de 118 pacienti, 62 au prezentat evolutie spre faza cronica (12 pacienti fiind deja in faza cronica inca de
la diagnostic). Rezultatul se apropie de impartirea pe grupe de risc care prevede un numar de 68 de
pacienti cu risc inalt de cronicizare. Diferenta pana la 68 ar putea fi data de faptul ca o parte din pacientii
nou diagnosticati in cursul anului 2024, au prezentat recadere 1n primele 3 luni de la diagnostic, existand
posibilitatea sd progreseze spre fazele persistenta si cronica in evolutie.

6. Un aspect particular, deosebit de interesant, rezultat din analiza statistica a fost dat de
prezenta sarcinii. Din punct de vedere statistic, prezenta sarcinii s-a evidentiat ca factor
predictiv pentru cronicizdrii cu un p= 0.037, un risc relativ de 3.583 si un interval de incredere
Cl1 95% situat intre 1.027 — 12.504.

Fiind insa un lot foarte mic de paciente, am considerat ca nu este semnificativ pentru a fi luat in
calcul la scorul de predictie al cronicizarii propus in capitolul anterior.

7. Legat de particularitdtile tratamentului de prima linie, in lotul nostru de pacienti, un numar de
106 pacienti au avut indicatie de tratament de prima linie care a constat in corticoterapie.

In ceea ce priveste tratamentul efectuat in prima linie de tratament pacientilor inclusi in studiu, nu
existd diferente semnificative din punct de vedere statistic in ceea ce priveste prezentarea clinica si
paraclinica, incidenta infectiilor, comorbiditatile optiunile de tratament, timpul de obtinere a raspunsului
si durata mentinerii raspunsului.

Rata de raspuns complet (trombocite peste 100 x1073/uL) a fost de 67% pentru tot lotul. Din cei
106 pacienti, 52 au prezentat ulterior, recadere. Timpul de raspuns a avut o mediana de 7 zile pentru
pacientii cu ITP ND si 9 zile pentru pacientii cronici (p=0.076, nesemnificativ statistic). Mediana pana

la recadere a fost situata la 6.26 luni.



Variabile ca varsta, sex, comorbiditiati, valoarea trombocitelor si a MPV-ului la diagostic, scorul
WHO al sangerarii, prezenta markerilor virali (AgHbs, antiHCV, ac anti HIV), anemia, nivelul CRP,
LDH au fost incluse in analiza statistica pentru identificarea unor factori predictivi ai raspunsului la

tratament.. Rezultatul a fost semnificativ doar in cazul valorilor trombocitelor (p 0.014).

Capitolul 6 cuprinde al doilea studiu al tezei si modul in care urmareste sa raspunda ipotezei de
lucru formulata. Studiul 1si propune evaluarea proteomica a pacientilor cu ITP aflati in diferite faze ale
bolii (nou diagnosticat vs cronic) cu scopul principal de a evalua, in ansamblu, modificarile la nivelul
unor proteine apartinand claselor de citokine, chemokine, factori de crestere, receptori solubili, hormoni
si altor proteine si a modului in care intervin in configurarea raspunsul imun .

Tn acelasi timp s-a urmarit expresia proteinelor cu provenienta trombocitara si implicare lor in tabloul
imun al acestor categorii de pacienti.
Scopul principal al studiului a fost identificarea unor proteine cu potential de biomarkeri plasmatici util
in cuantificarea clinicd a mecanismelor fiziopatogene la nivelul fazelor evolutive ale ITP, urmata de
dozarea ulterioara individuald a acestora in categoriile de pacienti pentru confirmare individuala asi
stabilirea utilitatii in practica clinica.
Pentru aceasta, au fost selectati 30 de pacienti diagnosticati cu Trombocitopenie imuna, aflati in
monitorizare in cadrul Clinicii de Hematologie a Spitalului Universitar de Urgenta, Bucuresti in perioada
martie 2024 - iunie 2024.
Loturile de lucru au fost divizate in functie de faza actuala a bolii: PTI nou diagnosticat (pool 1), PTI
faza cronica care nu au efectuat tratament Tn ultimii 5 ani, unii deloc pe parcusul evolutiei bolii (pool 2),
PTI faza cronica aflati in tratament, majoritatea urmand tratament cronic cu agonisti de trombopoietina
(pool 3) si populatia martor - (pool martor).
Pentru efectuarea testului s-au recoltat sange venos de la fiecare pacienti, proba fiind ulterior procesata
in vederea obtinerea de plasma deplachetata. Analiza fost efectuata pool-uri de plasma, rezultatele fiins
specifice grupelor de boala.
Cele mai importante modificari evidentiate de acest studiu se regasesc la nivelul urmatoarelor clase de
molecule (confirm figurii):

» Citokine proinflamatorii : TNF-a
Citokine antiinflamatorii: GDF-15
Chemokine: CXCL-5, CXCL-11, CXCL-12; CCL-11, CCL-17
Receptori solubili: CD14, CD30, IL-1R4
Factori de crestere: EGF, FGF, G-CSF, CM-CSF, M-CSF, TGF-a

Hormoni: GH, leptina, relaxina

YV V. V V V V

Proteine implicate in inflamatie si raspuns imun: Crypto-1, FasL, Flt-3 ligand



In timp ce implicatia unora din acestea au fost deja subliniate in diferite studii de specialitate, in cazul

altora, nu se cunoagste inca utilitatea clinicd sau implicarea in patogeneza ITP.
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Figura 5.4 — Distributia analitilor in functie de expresivitatea la nivelul

Proteinele cu nivel de expresie crescut (de cel putin 1.5 FC) in probele de plasma obtinute de la pacientii cu trombocitopenie imuna in faza
acutd (pool 1) comparativ cu subiectii sanatosi si modul in care expresia acestora se modifica la celelalte categorii de pacienti (pool 2 si

pool 3)

Rezultatele obtinute, subliniaza cateva aspecte importante.

1. In ceea priveste expresia citokinele proinflamatorii, studiul de fata a identificat valori mult
crescute la nivelul TNF alfa (TNF-a) la nivelul tuturor celor 3 categorii de pacienti. Acest
lucru este in concordanta cu datele din literatura de specialitate si sustine predominata
raspunsului de tip pro-inflamator in patogeneza ITP, promovat la nivelul limfocitelor de tip
Th1.[1,4]

Faptul ca valoarea se mentine si in categoria de pacienti cu ITP cronic, in tratament, unii avand
mai multe linii de tratament de-a lungul evolutiei bolii subliniaza faptul ca cronicizarea pacientilor cu
ITP are la baza cel mai probabil mentinerea autoreactivitatii la un anumit nivel, incd nedeslusit, in cursul
evolutiei bolii.

In ceea ce priveste IL-2, aceasta prezintd o expresie crescuti in categoria de pacienti cu ITP nou
diagnosticat. La pacientii cu ITP cronic,aflati in tratament, IL-2 scade sub valoarea de referinta, lucru
care ar putea insemna reversarea, cel putin partiald,a efectului pro-inflamator, odatd cu tratamentul. Dat

fiind insa ca majoritatea pacientilor inclusi in studiu se aflat in tratament cu TPO-RA, o corelatie intre



scaderea IL-2 ar putea fi legatd de tratament. Categoria de pacienti cu ITP cronic, fara tratament, are
valori normale ale IL-2.

Un alt aspect interesant este faptul ca valorile IFN-y sunt normale in toate cele 3 categorii de
pacienti. O posibild explicatie pentru valorile normale ale IFN-y si IL-4 ar putea fi datd de numarul mic
de pacienti inclusi in lot si de neomogenitatea loturilor. O explicatie mai indrazneata ar fi Insa aceea, ca
mecanismul patogenic principal, in ceea ce priveste lotul nostru de pacienti, nu ar implica direct
limfocitul Thi.

Dat fiind faptul ca TNFa este produsa mai ales la nivelul macrofagelor activate, in timp ce IFN-y este
produsa de limfocitele activate, am putea sugera ca persistenta autoimunitatii ar fi corelata cu disfunctii
la nivelul celulelor prezentatoare de antigen

Studii recente au identificat axa 1L-17/1L-23 ca fiind un element cheie in inflamatie fiind implicata
in rasunsul imun impotriva infectiilor fungice si bacteriene dar si in afectiunile autoimune [5]

In studiul de fata, modificarile prezentate la nivelul axei IL-17/ IL-23 sunt minore in toate
categoriile de pacienti examinati. IL-17A are valori la limita inferioara a normalului in categoria de
pacienti cronici, In timp ce IL-23 a prezentat expresie sub normal in categoriile de pacienti cronici. Acest
lucru este 1n contradictie cu celelalte studii care au evidentiat cresterea nivelului pentru aceste citokine,
demonstrand incriminarea lor in patogeneza ITP.

O posibila explicatie ar putea fi datd de faptul cd modificarea balantei Th1/Th2 observata la
pacientii cu ITP variaza in functie de faza bolii. In timp ce in faza acuti predomina cresterea raspunsului
de tip pro-inflamator, de tip Th1 care sintetizeaza citokine ca IFNy si TNFa. Aceste citokine promoveaza
activarea macrofagelor si a celulelor T citotoxice (CTL) producand distructia trombocitara, in paralel cu
scaderea raspunsului de tip Th2. In evolutia naturald a bolii insi, poate exista o modificare in faza
persistenta in sensul unei cresteri mixte a celor 2 tipuri de raspuns. In timp ce raspunsul proinflamator
promovat de Thl ramane activ, apare si o crestere a raspunsului de tip Th2. Dupa instalarea fazei cronice,
insa, exista posibilitatea ca raspunsul de tip Th2, reprezentat prin nivelul de IL-4 si IL-10 sa fie mai
proeminent. IL-4 poate inhiba raspunsul de tip Thl, simultan cu promovarea diferentierii clonelor B
autoreactive si productia de anticorpi anti-trombocitari.[4]

IL-22 este legata in principal de activitatea secretorie a limfocitelor Th22, putand fi sintetizata si
la nivelul NK, avand proprietati deopotriva pro si anti-inflamatorii.[6]

Aceasta prezintd o expresie scazutd in cele doua grupe de pacienti cu ITP cronic, i normald la pacientii
cu ITP nou diagnosticat

Majoritatea studiile efectuate pe citokinele apartinand familiei de IL-12 au raportat cresterea expresiei
pentru toate subtipurile evaluate (IL-12, IL-23, IL-27 si IL-35) la pacientii cu ITP cronic [6], contrar
studiului de fata care raporteaza valori scazute la aceasta categorie de pacienti atat pentru IL-23, cat si
pentru IL-27 (lotul de pacienti cronic in tratament). Valorile IL-12 si IL-17A fiind normale in lotul nostru

de pacienti examinati



Balanta dintre IL-18 si inhibitorul sau IL-18-binding protein (IL-18BP) este implicata in
progresia ITP cu asociaza nivele crescute ale IL-18 si scazute ale IL-18BP. Acestea se coreleaza in mod
pozitiv cu persistenta raspunsului de tip Th1 din ITP. Activitatea IL-18 poate fi inhibata Tn mod natural
de catre IL-18BP care prezinta o afinitate crescuta pentru IL-18.[7]

Studiul actual a dozat nivelul de expresie doar pentru IL-18 BPa, care, contrar asteptarilor, prezinta
valori normale n toate cele 3 categorii de pacienti. Simultan si valorile IL-12 sunt normale pentru
categoriile de pacienti examinte. Acest lucru sugereaza ca, cel putin in cazul pacientilor inclusi in
analiza, axa IL-18-1L-12 nu este implicata in favorizarea unui anumit tip de raspuns.

IL-1p este o citokina pro-inflamatorie importanta produsa mai ales la nivelul limfocitelor,
macrofagelor, monocitelor in timpul rispunsului antimicrobian. In timpul raspunsului imun, PPR si TLR
devin exprimati si determind cresterea expresiei IL-1B. Aceasta stimuleazd limfocitele CD4+ si
diferentierea lor in limfocite Th17. Efectul stimulator al IL-1 poate fi inhibat sau suprimat de catre IL-
lra. Acesta este sintetizat la nivelul neutrofilelor, macrofagelor si monocitelor si hepatocitelor cu scopul
scaderii inflamatiei.[8]

Studiul de fata a evidentiat o expresiei a IL-1p este mult sub limita de referintd, mai ales in
categoria de pacienti cu ITP nou diagnosticat sau cronic, fara tratament.

IL-33 prezintd valori scazute doar in categoria de pacienti cu ITP cronic, fara tratament, in timp
ce IL-1ra este sub limita de referinta doar in categoria de pacienti cu ITP cronic, fara tratament.

Similar studiului nostru, si Zhang et al[9], a raportat valori scazute in ITP ale citokinelor IL-1p si
IL-33.

Principalul depozit al IL-1B se regiseste la nivelul trombocitului. [8]Tn urma distructiei
trombocitare importante din timpul fazelor acute de ITP, nivelul plasmatic scade, si odata cu acest lucru,
st functiile in care este implicat. Similar, Tn faza cronica, la pacientii fara tratament, numarul mai mic de
trombocite poate asocia valori mai mici ale 1L-1p.

In ceea ce priveste expresia IL-33, o posibila explicatie poate fi data de faptul ca IL-33 se asociazi
cu raspunsul de tip Th2 care este, per ansamblu, scazut la pacientii cu ITP.

Un aspect interesant rezultat din studiul actual este reprezentat de expresia mult crescuti a IL-
34 1n categoriile de pacienti cronici.

IL-34 (factor al celulei stem) apartine clasei III de liganzi ai receptorului de tirozin kinaza, alaturi
de factorul de al coloniilor de macrofage (CSF1/M-CSF) , ligandul kit si F1t3 (FLT3LG), fiind citokine
implicate in activarea caii de semnalizare prin legarea de receptorul M-CSF (M-CSFR). Intervin in
mielopoieza, avand rol in proliferarea, diferentierea si functionalitatea celulelor polimorfonucleare
(monocite, macrofage). M-CSF este produs la nivelul monocitelor, macrofagelor si a celulelor dendritice
, celulelor endoteliale, fibroblastice, si limfocite T si B activate. IL-34 are roluri similare M-CSF n ceea

ce priveste cresterea, dupravietuirea si diferenfierea monocitelor in macrofage. In ceea ce priveste



asocierea cu afectiunile autoimune, nivelel crescute au fost raportate in poliartrita reumatoida, lupusul
sistemic, sdr Sjogren. [10]

Contrar expresiei IL-34, M-CSF si FLT3L prezinta o expresie scazuta in ambele grupuri de
pacienti cu PTI-cronic. Studiile care au urmarit nivelul M-CSF la pacientii cu ITP au raportat cresteri
ale acesteia. Rezultatele discordante din studiul actual ar putea avea la baza suprasaturarea M-CSFR de
catre IL-34, rezultand, in final, tot o suprastimulare a diferentierii macrogafelor, cel mai probabil cu rol
in promovarea autoimunitatii prin mentinerea raspunsului pro-inflamator.

Evaluarea raspunsului anti-inflamator in studiu de fata a a fost creionat prin evaluarea expresiei
interleukinelor specifice limfocitelor Th2 — IL-4, IL-5, IL-6 care au prezentat valori normale la toate
cele 3 categorii de pacienti examinate. Au fost evaluate si 1L-10, IL-13 care au prezentat ,contrar
asteptarilor, o scadere a expresiei in in categoriile de pacienti cu ITP cronic, fara tratament, respectiv,
Cu tratament.

GDF-15 apartine familiei de citokine a factorilor de transformare TGF-$ si se regaseste la nivelul
tuturor tesuturilor. Este sintetizat de catre macrofage Tn urma unui stimul inflamator, ca de exemplu
TNF-a si IL-1B, determinand inhibarea productiei de TNF-o de la nivelul macrofagelor.[11] Tn felul
acesta intervine Tn imunosupresia proceselor inflamatorii. Alte studii au corelat implicarea citokinei n
inhibarea functiilor unor celule ca neutrofile, macrofage, celule dendritice, NK si limfocite T. Recent,
si-a gasit rol ca biomarker in multiple afectiuni cronice ca bolile cardiovasculare, mitocondriale, diabet
zaharat, declin cognitiv, Tmbatranire, si in investigarea cancerului unde pare cd are potenta dubla -
antitumorogena pro-metastatica.[12—14]

Intervine de asemenea in raspunsurile anti-infectioase. Afecteaza functia NK in timpul infectiei
sistemice si regleaza polarizarea macrofagelor de la nivelul tesuturilor adipoase. Supraproductia de
GDF-15 creste severitatea infectiei cu rinovirusul uman, se asociaza cu progresia spre sepsis. Pacientii
cu COVID-19 au raportat cresterea GDF-15 sugerand ca ar fi o corelatie cu severitatea bolii. [13]

Nu se cunosc implicatii directe ale cresterii GDF-15 in patogeneza ITP, dar ar putea reprezenta un
mecanism de contrabalansare al scaderii TGF-f ca urmare a distructiei trombocitare, fiind un lucru
cunoscut faptul ca [15]

2. Lanivelul clasei de chemokine, cea mai importanta modificare in aceasta clasa s-a remarcat la
nivelul expresiei CXCL 5 (ENA-78) care a prezentat o expresie crescuta la pacientii cu faza
activa a bolii si o valoare scazute la ambele categorii de pacienti cronici.

Participa la procesul de chemotaxie a neutrofilele la locul inflamatiei si in diferentierea Th2, prin

actiunea asupra CXCR2.[10] Reprezinta unul din putinele mecanisme anti-inflamatorii identificate

la nivelul studiului, iar variatia valorilor se poate corela cu o tenditd de contrabalansare a

raspunsului de tip Thl.



Modificari intre pacientii cu ITP acut si cele 2 categorii cu ITP cronic au fost exprimate la nivelul
chemokinelor CXCL11, CXCL12, CCL7 si CCL17. Acestea au prezentat o expresie normala n grupul
de pacienti cu boala activa si o expresie scazutd in cele 2 categorii de pacienti cu ITP cronic.

3. Dintre receptorii solubili, s-a remarcat modificarea expresiei CD30 si ST2.

CD30 solubil a prezentat o expresie crescutd in cazul pacientilor cu ITP nou diagnosticat si valori
normale la ambele categorii de pacienti cronici, in timp de expresia CD26 a fost normala in cadrul
tuturor categoriilor analizate.

Putine studii au cautat legatura dintre CD30 si ITP, insa se pare ca sCD30 si sCD26 se coreleaza
cu prezenta afectiunilor autoimune, fiind asociate cu raspunsul de tip Thl, respectiv Th2.[16]

Descoperita recent, axa IL-33/ST2 este implicata in raspunsul imun mediat celular de tip Th2[17].
Investigarea functiei receptorului ST2 a demonstrat rolul sdu in procesele inflamatorii, participand la
promovarea raspunsului de tip Th2 si a citokinelor de tip Th2. Are, de asemenea, rol de marker celular
specific cu rol in diferentierea Th2 din Thl. [17]

S-a observat faptul indepartarea receptorului ST2 favorizeaza afectiunilor autoimune mediate prin
intermediul celulelor Th1/Th17. De asemenea, stergerea axei ST2/IL-33 favorizeaza crestere
citotoxicitatii mediate de catre NK si cresterea productiei de IFNy, IL-17 si TNFa. Studiul
concluzioneaza ca prezenta axei ST2/IL-33 are rol in atenuarea mecanismelor pro- inflamatorii.[18]

In studiul actual, expresia ST2 este crescutd dar in categoria de pacienti cu boala activa, nou-
diagnosticati si nu se coreleaza cu expresia IL-33 care este scazuta la pacientii cu ITP cronic, aflati in
tratament, lucru care poate fi interpretat ca un mecanism anti-inflamator, de contrabalansare a
raspunsului de tip Th1.

Implicarea axei IL-33/ST2 in ITP nu este complet elucidata la momentul actual, insa in mod sigur
reprezintd un subiect de interes in lumina acestor rezultate.

4. Tn ceea ce priveste expresia hormonilor, s-au remarcat cresteri ale expresiei hormonului de
crestere (GH), leptina si relaxina.
Cresterea expresiei GH la pacientii cu boala activa si cei cu ITP cronic, in tratament ar putea fi corelata
cu proprietatile imune de tip pro-inflamator favorizate prin stimularea limfocitelor B si T si promovarea
unui raspuns de tip Th1.[19]

De asemenea, Yang Xu et al[20], subliniaza in studiul sdu capacitatea de a promova diferentierea
la nivelul megakariopoiezei printr-un efect complementar si sinergic al lignadului c-Mpl exprimat de
catre megakariocite.

Legatura dintre leptina si ITP a fost mult mai intens analizata de-a lungul timpului. Studiile din
literatura de specialitate au sugerat cd ar avea un rol important in patogeneza bolii, cresterea nivelului
leptinei fiind asociatd cu scaderea numarului de trombocite. De asemenea s-a sugerat ca leptina
functioneaza ca un agenti anti-inflamator prin promovarea secretiei de 1L-10 de la nivelul monocitelor,

reprezentand un bun biomarker de diagnostic.[21-23]



E explicatie pentru valorile crescute ale relaxinei o sublinieaza D. Bani et al [24], care a
demonstrat intru-un studiu la soareci ca relaxina reduce numarul de trombocite circulante si scade
eliberarea eliberarea trombocitara de la nivelul magakariocitelor.

5. Alte proteine implicate in inflamatie si raspunsul imun

Tn ultimul grup de analiti, s-a urmarit variatia nivelului de expresie al altor proteine implicate in
inflamatie si raspusul imun. Dintre acestea, o variatie la pacientii cu ITP au reprezentat Cryptol.

Expresia Cryptol a prezentat valori crescute la pacientii cu boala activa si scazute la ambele
categorii de pacienti cronici.

Cryptol este o oncoproteina de interes care apartine clasei de factori de crestere EGF. Functioneaza
ca moleculd de semnalizare extracelulare, cu rol esential in embriogeneza, fiind foarte bine exprimat la
nivelul tumorilor unde promoveaza tumorigeneza.[25]

Actioneaza ca si co-receptor pentru TGFp, reducand asocierea dintre TGFp si receptorul sau, TBR1.
Tn felul acesta suprima activitatea de semnalizare a TGFp la nivel celular, diminuand-i efectele
citostatice la nivelul celulelor epiteliale. [25]

Implicarea Cryptol in patogeneza pacientilor cu ITP nu este cunoscuta la momentul actual dar ar
putea face obiectul unor studii ulterioare, avand in vedere ca este din ce in cd mai mult subliniatd de
catre literatura de specialitate a asocierii cu mentinerea §i progresia tumorala.

6. Evaluarea implicarii trombocitului in patogeneza ITP a avut ca unct de plecare studiul lui Feng
et al[26], subliniaza faptul ca CD40L, CXCLS5, CCLS si EGF sunt preponderent derivati de la
nivelul granulelor trombocitare sugerand astfel implicarea trombocitului in raspunsul imun si
in inflamatie, dar si o posibila explicatie pentru scaderea tuturor factorilor de crestere in cele
doua categorii de pacienti cu ITP cronic.

O posibila explicatie pentru valorile crescute ale expresiei CXCL 5 in fazele acute ale bolii , urmata
de scaderea in faza cronica ar putea fi reprezentatd de gradul de activare trombocitara din cursul
distrugerii imune. P

Nu se cunoaste clar mecanismul activarii in fazele ITP, dar un turnouver accelerat din faza acuta
poate implica o activare trombocitara crescutd. Scaderea sau limitarea clearance-ului trombocitar din
fazele cronice poate fi, o explicatie pentru scaderea proteinelor cu provenienta trombocitara la nivelul
studiului acesta.

Un rol central al proteinelor cu expresivitata crescutd in acest studiu despre care nu se cunoaste
implicarea in patogeneza ITP pare sa convearga, cumva, spre TGFp.

Un subiect de interes ar ramane intre asocierea Cryptol- TGFB1 (trombocitara) in evolutia naturala
a bolii.

Totodoata, un loc aparte Tn studiul actual il ocupa expresia GDF-15, membru al familiei de citokine

a factorilor de transformare TGF-f si implicarea in patogeneza ITP. Un posibil rol al acestuia, sugerat



de studiul proteomic ar fi dat contrabalansarea mecanismelor imunosupresorii, mai ales Tn fazele acute
ale ITP, cand, odata cu scaderea trombocitelor scade mult si TGFp.

Capitolul 6 reuneste concluziile si contributiile personale rezultate din cele 2 studii, dovedind ca
o evaluarea cat mai minutioasa a pacientului inca de la diagnostic, urmata de o stratificare pe grupe de
risc, ar putea fi un inceput spre imbunatatirea managementul terapeutic si al prognosticul, alaturi de
utilizarea inca de la diagnostic a tehnicile moderne de investigatii (examen citogenetic, secventiere de
noua generatie, flowcitometrie, agregometrie) in vederea obtinerii unui diagnostic cat mai clar formulat.

Studiul 2 evidentiaza mentinerea unui raspuns pro-inflamator in fazele cronice, cu atat mai mult
in categoriile de pacienti care necesita terapie cronica, atat prin mecanisme cunoscute, cat si prin
intermediul unor cai necercetate inca, subliniind totodata faptul ca trombocitul pare a fi mai mult decat
o molecula vizata, mai multe modificari ale expresiei proteinelor din studiu convergand spre rolul lui
imun.

Prin urmare, studii ample, individuale, sunt in continuare necesare in vederea identificarii de
biomarkeri accesibili Tn practica clinica care sd ne ghideze Tn managementul corect al pacientilor cu ITP,

mai ales Tn cazul pacientilor multiplu refractari, cu un risc de sdngerare crescut.
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