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INTRODUCERE

Mastocitoza sistemica este o boalda hematologicd rard, marcatd de infiltrarea
anormald a mastocitelor 1n diferite organe, avand o manifestare clinica si biologica extrem
de heterogena (1). Dificultatile de diagnostic si tratament, aldturi de progresele recente in
biologia moleculard, justificd necesitatea unor cercetdri aprofundate. Aceasta lucrare isi
propune sd contribuie la intelegerea patogenezei bolii si sd faciliteze dezvoltarea unor
metode de diagnostic si strategii terapeutice personalizate, prin corelarea datelor

morfologice, imunofenotipice, moleculare si clinice.

In timp ce pe plan international mastocitoza sistemici este intens cercetata in centre
specializate, In Romania nu au fost publicate pana acum studii care sa ofere date
epidemiologice sau corelatii clinico-biologice specifice. Studiul de fatd, realizat intr-un
centru de excelentd pentru mastocitozd, urmareste sa acopere acest gol printr-o analiza

retrospectivd a unui lot de pacienti diagnosticati cu aceasta afectiune.

Obiectivele includ caracterizarea morfologica a mastocitelor, identificarea mutatiilor
moleculare (cu accent pe KIT D816V) si corelarea acestora cu manifestarile clinice si
tratamentele administrate. Metodologia foloseste tehnici moderne precum histologia
specifica, citometria in flux si PCR, iar datele vor fi analizate statistic pentru identificarea

unor relatii relevante.

Studiul are o abordare interdisciplinard, integrand expertiza din hematologie,
imunologie, biologie moleculard si bioinformatica. Desi dimensiunea redusa a esantionului
reprezintd o limitare, rezultatele preliminare sugereaza legdturi importante intre profilul
genetic si fenotipul clinic, oferind o bazd solida pentru extinderea viitoare a cercetarii.
Directiile ulterioare vizeaza identificarea de noi biomarkeri si evaluarea terapiilor tintite, In

functie de caracteristicile moleculare ale fiecarui pacient.
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1. Mastocitul — prezentare generala in biologia umana

Mastocitele sunt celule cu rol in sistemul imun in biologia umana, avand rol de celule de
“paza” care raspund la multiple semnale de pericol extern si intern(2). Aceste celule se
regasesc in principal in piele, mucoase si in jurul endoteliului vascular, fiind capabile s

afecteze aproape orice organ odata activate.

Mastocitoza este o patologie hematopoieticd rara (1) caracterizata prin expansiunea
clonald a mastocitelor si activarea lor anormala, ceea ce conduce la acumulare in diverse
tesuturi §i la eliberareca exagerati a mediatorilor biologici. In ultimii ani, gradul de
congtientizare asupra acestei afectiuni a crescut datoritd eforturilor societatilor medicale si
ale organizatiilor pentru pacienti, precum si datoritd practicii tot mai frecvente de analizare
a triptazei serice in alergologie. Astfel, diagnosticul diferential al bolilor cu manifestari
alergice, dermatologice, gastrointestinale sau hematologice include din ce In ce mai frecvent
mastocitoza. In plus, promovarea noilor optiuni terapeutice—in special a inhibitorilor de
tirozin-kinaza—impune medicilor sa incadreze corect pacientii intr-una dintre cele sapte

categorii clinice distincte, fiecare avand indicatii terapeutice §i prognostic proprii.

Studiile filogenetice recente subliniazd ca mastocitele sunt printre primele celule
imune aparute in evolutie (3). Au aparut In urma cu mai mult de 500 de ani la urocordate,
denumite "celulele test" pentru rolul lor in imunitatea innascuta si repararea tisulara (4-6).
La pesti—inclusiv la specii primitive fard maxilare—au fost detectate celule cu profil
histochimic si biochimic asemandtor mastocitelor, care exprimau receptorul KIT pentru
factorul stem (SCF) si MYDS88 (adaptor al receptorilor Toll-like), conferind capacitatea de
recunoagtere a microorganismelor si parazitilor (7,8). Odata cu tranzitia catre vertebrate si
aparitia retelei RAG (genele de recombinare a segmentelor de imunoglobulind), mastocitele

au dobandit functii imune adaptive (3).

Mastocitele deriva din progenitori hematopoietici transmisi in principal de maduva
osoasd. Spre deosebire de alte celule mieloide, ele patrund in circulatie ca celule
progenitoare, exprimand inca in stadiile timpurii FceRI, KIT si CD34. In prezenta SCF,
acestea se diferentiaza rapid in mastocite mature. In circulatie, parcurgerea este rapida, iar
infiltrarea tesutului se produce constitutiv si este acceleratd de procese inflamatorii. in
tesuturi, progenitorii se diferentiazd in doud subtipuri principale: CTMC (celule mastocitare
ale tesutului conjunctiv) — predominante in piele si tesut conjunctiv. Granulele lor contin
heparina, vizibild metacromatic cu albastru de toluidind; MMC (celule mastocitare ale

mucoaselor) — localizate in mucoasa cdilor respiratorii §i tractului gastrointestinal. Granulele



lor contin sulfat de condroitind E, colorabil galben/verde cu safranind. La om, mastocitele se
clasificd pe baza tipului de proteaze din granule in: MCT (mastocite bogate in triptaza) si
MCTC (mastocite bogate in triptaza si chimazd), corespunzator in multe privinte CTMC si
MMC la rozatoare. Aceasta diferentiere reflecta specializare functionala: receptorii MRGX2

se exprimd in CTMC, dar nu si In MMC(9).

Mastocitele mature umane exprimd un repertoriu complex de receptori care le

confera abilitatea de a raspunde la stimuli variabili. Printre acestia se numara:

FceRI (receptorul de inalta afinitate pentru IgE) — esential pentru reactiile alergice,

evoluat ca mecanism de aparare Impotriva parazitilor si veninurilor (10).

Receptori Fcy (pentru IgG) — includ FcyRI, FcyRIIb si, ocazional, FcyRIII la anumite
conditii citokinice (11) FcyRI, cu afinitate mare, apare pe procesele mastocitare doar in
prezenta IFN-y sau 1n leziuni psoriazice, activand mastocitele in conditii specifice . FcyRIIb,

prin motiful ITIM, inhiba degranularea FceRI-dependentd cand este colegat cu acesta.

KIT (CD117) — receptor de tip tirozin-kinaza al SCF, crucial pentru hematopoieza si
supravietuirea mastocitelor. In mastocitoza, aproximativ 85-90% dintre adulti prezinta
mutatia KIT D816V, care conduce la activare constitutiva a receptorului si proliferarea
necontrolatd (12,13). Semnalizarea in aval include axe JAK/STAT, PLCy, MAPK/ERK si

PI3K/AKT, sustinand supravietuirea, proliferarea si migratia celulara .

MRGX2 (receptori cuplati G) — implicati in reactii anafilactice la medicamente si
inflamatie neuronald, activind mastocitele independent de FceRI . Sunt stimulati de peptide
antimicrobiene, veninuri de insecte si neuropeptide precum substanta P (14—17). Inhibitorii

MRGX2 pot reprezenta viitoare tinte terapeutice in mastocitoza.

CD63 —joaca rol de marker hidrostatic de activare, deoarece se supraexprima rapid
pe suprafata mastocitelor dupa expunerea la alergen (18) (19).CD63 este supraexprimat pe

mastocitele din maduva osoasa la pacientii cu mastocitoza.

CD203c (E-NPP3) — membrana cu activitate ectonucleotidazica (E-NPP), asociata
cu malignitate si activare tumorald (20) (21). Este suprareglat dupa cuplarea receptorilor IgE

si supraexpresat pe mastocitele neoplazice (22)

CD30 — membru al familieit TNFR/NGFR, cu semnalizare duala ce poate induce fie

activare, fie apoptoza. In mod normal, expresia sa este restrictionatd la limfocitele T si B



activate, dar n mastocitoza sistemica (indolentd si agresivd) CD30 este supraexprimat

aberant pe mastocitele neoplazice (23) (24).

CD2S5 (lantul a al IL-2R) — componente ale receptorului de inalta afinitate pentru IL-
2 (heterotrimer cu P si y). Mastocitele in mastocitoza sistemica exprimda CD25 nereglat,
acesta fiind marker de celule mastocitare neoplazice (25). Ramane neclard semnificatia

patologica a expresiei aberante.

In bolile mieloproliferative mastocitare, fenotipul clinic este determinat de atat
efectul de masa al acumularii celulare, cat si de eliberarea variabild a mediatorilor, generand
un tabloul simptomatic polimrf. Anumiti mediatori reprezinta {inte terapeutice si markeri de

diagnostic/monitorizare:

Histamina - este principala amind biogenica eliberatd de mastocitele umane dupa
activarea receptorului IgE. Poate fi masurata in lichidele biologice. Cresterea histaminei
serice sau a metabolitilor sdi urinari poate indica mastocitozd sistemica si/sau activare

mastocitard (26), insd nu este considerata criteriu de diagnostic.

Heparina — glicozaminoglican produs de mastocite cu efect anticoagulant, prezent in
mastocitoza cutanatd; in forme avansate de mastocitoza sistemica, eliberarea excesiva poate
duce la complicatii hemoragice, desi majoritatea parametrilor de coagulare raiman normali

27) (28).

Proteazele — sunt stocate in granulele mastocitare si reprezintd o proportie
semnificativd a continutului proteic total al mastocitelor (29). Dupa eliberare, acestea
degradeaza proteine tisulare, influentand inflamatia, angiogeneza, homeostazia osoasa si
raspunsurile alergice. Pot degrada si veninuri (albine, scorpioni, reptile), diminuand

toxicitatea (8)

Triptaza sericd — nivelul ei seric reprezinta criteriu minor de diagnostic in
mastocitoza sistemicd (valoare >20 ng/mL). Existd doud izoforme principale, B (active
proteolitic ca homotetramer) si o (mai putin activa) (30). Cresterea nivelului seric cu >20%
fatd de valoarea bazald + 2 ng/mL intr-un interval de 4 ore dupa reactie alergica indica

activare mastocitara (31,32)

Chimaza — proteaza serinicd implicata in generarea angiotensinei II si endotelinei 1,
participand la inflamatie, reglarea tensiunii arteriale i instabilitatea placilor aterosclerotice;
degradeaza lipoproteine, promoveaza formarea macrofagelor spumoase si contribuie la

fibroza tisulara (33,34).
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Carboxipeptidaza A3 (CPA3) — identificata In mastocitele umane si asociatd cu

afectiuni alergice ale cailor aeriene (35)

Prostaglandina D2 (PGD2) si leucotrienele cisteinilice (CysLT: LTC4, LTD4, LTE4)
arahidonic prin COX-1/COX-2, induce vasodilatatie si bronhoconstrictie, fiind crescut in
fluidele biologice dupa expunerea alergica (37). CysLT-urile, produse de mastocite si alte
celule inflamatorii, induc contractia musculaturii netede la concentratii mult mai mici decat
histamina si determind urticarie si eritem. LTE4 urinar este crescut in mastocitoza si

coreleaza cu nivelurile urinare de N-metil-histamina si cu triptaza serica (38,39).

Citokine si chemokine — mastocitele elibereaza TNF, TGF-f, IFN-a, VEGF-A-D,
IL-6, IL-11, IL-13, IL-16, IL-18, GM-CSF, NGF, PDGF, precum si chemokine ca IL-8
(CXCL-8), MCP-1, MIP-1a/B, RANTES si eotaxind. Aceste molecule regleaza inflamatia

locala si sistemica, recrutand celule inflamatorii si remodeland tesuturile.

Mastocitele joacd un rol central in fiziologia inflamatiei si alergiei, iar patologia
proliferativa a acestora—mastocitoza sistemicd—reflectd nu doar acumularea celulard, ci si
perturbarea echilibrului mediatorilor. In urmitoarele capitole ale tezei, se vor detalia
metodele histologice, citometrice si moleculare aplicate in studiul pacientilor cu mastocitoza
sistemica, coreldrile statistice dintre parametrii studiati si rezultatele clinice, precum si
interpretarea bioinformatica a datelor. Limitarea principald a studiului este reprezentata de
dimensiunea esantionului relativ mic, necesitand validarea concluziilor in cohorte mai

extinse.
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2. Mastocitoza sistemica - definitie si clasificare

Mastocitoza este o boald hematologica rard, heterogena, caracterizatd prin
acumularea clonala si atipica de mastocite in unul sau mai multe organe (40)Aceasta este
clasificata in forme cutanate (MC) si sistemice (MS), conform ghidurilor OMS (41). MC
este frecventa la copii, avand un prognostic bun, in timp ce la adulti predomina formele
sistemice, cronice si incurabile (42). In functie de manifestarile clinice si biologice, MS
se clasifica in mai multe subtipuri: mastocitoza medulara pura (BMM), indolenta (ISM),
smoldering (SSM), agresiva (ASM), leucemie mastocitard (MCL) si forma asociata cu o
alta neoplazie hematologica (SM-AHN) (43). Primele trei au un prognostic favorabil sau
intermediar, in timp ce ultimele sunt considerate forme avansate, necesitand abordari

terapeutice citoreductive sau chiar transplant alogen.

Diagnosticul de MS se bazeazd pe criterii stricte definite de OMS, care includ
infiltrate mastocitare dense, morfologie atipica, prezenta mutatiei KIT (in special
D816V), expresia aberantd a CD25 si/sau CD2 si niveluri serice crescute de triptaza.
Determinarea subtipului de boala se face in functie de prezenta semnelor B si C dupa
cum urmeaza semnele B (ex. osteoporoza, hepatomegalie, splenomegalie fara disfunctii)
si semnele C (anemie, insuficientd hepatica, fracturi patologice, malabsorbtie), acestea

sunt esentiale 1n stadializarea bolii si in ghidarea deciziei terapeutice .(43)

Pe plan clinic, ISM este dominata de simptome induse de eliberarea mediatorilor
mastocitari — flushing, prurit, tahicardie, hipotensiune — frecvent gestionabile prin
tratament simptomatic. In schimb, ASM si SM-AHN sunt asociate cu disfunctii de organ,

necesita terapii citoreductive si sunt adesea refractare la tratament conventional.

Mutatiile KIT reprezinta un element central in patogeneza mastocitozei. La adulti,
mutatia KIT D816V este prezenta la >80% dintre pacientii cu forme avansate si in
~100% dintre cei cu ISM. Aceastd mutatie activeazd constitutiv receptorul KIT si este
detectabila inclusiv in celule hematopoietice non-mastocitare (bazofile, eozinofile,
CD34+), sugerand un eveniment patogenic timpuriu in celulele stem. Incarcitura alelica
a mutatiei KIT D816V se coreleaza cu severitatea bolii, fiind un marker important pentru

monitorizarea terapiei si a progresiei (44).
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Pe langa mutatiile KIT, formele avansate de SM sunt adesea caracterizate de mutatii
aditionale In gene non-KIT: TET2, ASXL1, SRSF2, RUNXI1, CBL, RAS, care contribuie

la un fenotip mai agresiv si la un prognostic rezervat (45).

Subtipurile clinice de MS reflecti aceasta diversitate genetica si biologica. In ISM,
mutatia KIT D816V este frecvent limitatd la mastocite, iar prognosticul este favorabil.
In SSM, incircitura mastocitard este mai mare si implicarea hematopoiezei este mai
extinsa. ASM este caracterizata prin disfunctii severe de organ si o incidentd crescutd a
mutatiilor aditionale. SM-AHN combina SM cu o neoplazie hematologica, frecvent
mieloida, avand un profil molecular si terapeutic complex. MCL este cea mai agresiva
variantd, cu supravietuire redusd, caracterizatd prin infiltrat mastocitar extensiv si
prezenta frecventd (dar nu universald) a mutatiei KIT D816V. Subvariantele de MCL
(cum ar fi forma cronicd, cMCL) sunt in curs de caracterizare si ridica provocari
diagnostice si terapeutice. Sarcomul mastocitar (MCS), desi extrem de rar, implica

mastocite cu atipii morfologice majore si profile genetice variabile.

Concluzionand, mastocitoza sistemicd este o afectiune complexd, in care
diagnosticul si tratamentul se bazeaza pe corelarea datelor clinice, histopatologice,
imunofenotipice si moleculare. Mutatia KIT D816V joacd un rol central, dar nu exclusiv,
in patogeneza bolii. Identificarea mutatiilor aditionale si evaluarea Incarcaturii alelice au
o importantd prognosticdi majord. Clasificarea precisd a subtipurilor de SM si
stadializarea adecvatd permit o abordare terapeutica personalizatd, in special in formele
avansate. Pe viitor, testele moleculare sensibile si terapiile tintite pe profilul genetic ar

putea redefini managementul acestei boli rare, dar potential sever evolutive.
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3. Tratamentul Mastocitozei Sistemice

Mastocitoza sistemica (MS) este o afectiune hematologica rara care necesitd o abordare
terapeutica diferentiata, adaptata subtipului bolii si severitatii simptomatologiei. Strategiile
terapeutice actuale includ controlul simptomelor mediate de degranularea mastocitelor,
reducerea incarcaturii mastocitare in formele avansate si terapii tintite ce tintesc mutatiile

specifice genei KIT, in special D816V.

Terapia simptomatica se bazeaza pe antihistaminice H1 si H2 (ex. cetirizind, famotidind),
antagonisti ai leucotrienelor (montelukast), corticosteroizi, cromoglicat de sodiu si
omalizumab, un anticorp monoclonal anti-IgE eficient in episoadele alergice severe (46).
Tratamentul afectarii osoase implicd bifosfonati, denosumab si peginterferon alfa-2a.
Tratamentul reactiilor anafilactice implica administrarea de adrenalina, iar cromoglicatul de

sodiu este util in simptomele gastrointestinale si cutanate (46)

Inhibitorii de tirozin-kinaza (TKI) reprezintd principala optiune terapeuticd pentru
tratamentul tintit. Midostaurin (100 mg/zi), aprobat in 2017, vizeaza KIT D816V si a
demonstrat o ratd de raspuns global de 60%, desi efectele adverse gastrointestinale au impus
ajustarea dozelor in numeroase cazuri (47). Avapritinib (200 mg/zi), inhibitor selectiv de tip
1, a oferit rezultate superioare: ORR de 75%, remisie completa in 36% din cazuri si
reducerea semnificativa a triptazei serice (48). Cu toate acestea, s-au raportat evenimente

adverse cognitive, mai frecvente la pacientii cu trombocitopenie sau SM-AHN.

Inhibitorii de noud generatie aflati inca in stadiul de cercetare, precum bezuclastinib si
elenestinib, Imbunatatesc profilul de siguranta si oferd o inhibitie potenta a KIT D816V.
Elenestinib a demonstrat o reducere de pana la 68% a nivelurilor serice de triptaza la pacienti
cu ISM, iar bezuclastinib, aflat in studiul APEX, a atins ORR de 56% si o reducere cu >50%

a triptazei, VAF si infiltrarii mastocitare la >90% dintre pacienti (49,50).

Alte terapii citoreductive includ cladribine, interferon-alfa si hidroxiuree, utilizate in
formele refractare sau avansate. Transplantul alogen de celule stem hematopoietice (ASCT)
este considerat optiune curativa pentru cazurile severe, mai ales pentru SM-AHN, dar cu
beneficii limitate in MCL si ASM . Avapritinib a demonstrat supravietuiri comparabile sau

superioare ASCT 1n anumite subgrupuri, redefinind indicatiile pentru transplant.
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Evaluarea prognosticului se realizeaza prin scoruri precum MAPS, MAPSS, IPSM,
GPSM sau MARS, care integreaza parametri clinici (varstd, hemoglobina, trombocitele,

fosfataza alcalind) si genetici (mutatii ASXL1, RUNX1, SRSF2, DNMT3).(51)

Aceste scoruri permit stratificarea pacientilor in functie de risc, ghidand deciziile
terapeutice si estimand supravietuirea mediand. Mai mult, sistemele de scor sunt utile in
definirea tipurilor de raspuns terapeutic: remisie completd, raspuns major, partial, ameliorare

clinicd, boala stabila sau progresiva (52).

Tratamentul mastocitozei sistemice cunoaste o transformare semnificativd prin
dezvoltarea terapiilor ttintite inalt selective, cu profiluri favorabile de siguranta. Stratificarea
moleculara si clinicd a pacientilor permite o abordare terapeutica personalizatd, iar noile
scoruri prognostice contribuie la optimizarea managementului bolii si la maximizarea
supravietuirii. Studiile Tn curs vor clarifica locul terapiilor combinate si al noilor TKI in

standardul de ingrijire pentru SM.
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4. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Mastocitoza sistemicd, este o patologie rard, care afecteaza celula mastocitara prin
proliferarea clonala a acesteia. Este o boala cu afectare heterogena, avand o simptomatologie
complexd: alergologicd, dermatologica, endocrinologicd, gastroenterologica  si

hematologica, insa poate afecta orice organ.

Avand in vedere rata micd de diagnostic la nivel national si lipsa de constientizare pe
scard largd asupra acestei afectiuni, deseori pacientii nu au acces la un diagnostic precoce,
sau la un tratament individualizat care se poate administra doar intr-un centru de referinta cu

experientd in managementul acestor cazuri.

Ipoteza acestui studiu s-a bazat pe faptul ca mastocitoza sistemica este o boala rara
care este subdiagnosticata. Prin implementarea unui centru national de referintd se poate

imbunatati managementul acestor pacienti?

Managementul presupune diagnosticul corect si reducerea timpului de diagnostic ,
imbunatatirea accesului la medicatie si atat tratament specific cét si cel suportiv, oferirea
accesului pacientului la o echipa multidisciplinara (alergolog, dermatolog, gastroenterolog,
ortoped, ATI , unitate primiri urgente, hematolog) pentru imbunatatirea calittii vietii si a

accesului general servicii medicale adaptate nevoilor pacientului.
Pornind de la aceasta ipoteza obiectivele propuse sunt :

- structurarea si infiintarea unei baze de date retrospective, cu peste 160 de pacienti

diagnosticati intre anii 2006 si 2025.

- identificarea corelatiilor semnificative intre forma clinica de mastocitoza si nivelul
de triptaza, infiltrat medular, afectarea organ si necesarul terapeutic, inclusiv

terapie simptomatica, cét si terapie specifica.

In Romania, la momentul actual nu exista studii si date statistice cu privire la Mastocitoza
sistemicd. In ce masura pot fi corelate caracteristicile morfologice, imunofenotipice,
citogenetice si moleculare cu un impact direct asupra prognosticului si evolutiei bolii? Se
poate stabili un scor de risc pentru pacientii cu Mastocitoza Sistemica in functie de
particularitatile de la diagnostic? Se va putea personaliza atitudinea terapeutica in functie de
caracteriticile mastocitelor patologice implicate in afectarea medulara? Toate aceste aspecte
trebuie studiate pentru a imbunatatii prognosticul bolii si calitatea vietii pacientilor cu

mastocitoza sistemica, astfel oferind o sperantd de viatd mai buna.
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5. Metodologia generala a cercetarii

Studiul a fost retrospectiv si observational, realizat la Centrul de Referintd pentru
Mastocitoza din cadrul Spitalului Universitar de Urgenta Bucuresti, Intre ianuarie 2006 si
martie 2025. Au fost inclusi 162 de pacienti adulti care au indeplinit criteriile OMS 2022
pentru mastocitoza sistemicd (MS), cu documentatie completa clinica, biologica si
moleculara. Criteriile de excludere au vizat cazurile cu date incomplete, varsta sub 18 ani
sau lipsa confirmarii diagnostice. Diagnosticul a fost stabilit pe baza biopsiei de maduva
osoasd, imunohistochimiei si testarii moleculare pentru mutatia KIT D816V. Evaluarea
initiald a inclus niveluri serice de triptaza, imagistica avansata si, in functie de indicatie,

endoscopie.

Datele au fost extrase din sistemul electronic al spitalului si din arhivele dedicate, fiind
verificate incrucisat de doi investigatori. Au fost colectate variabile demografice, clinice,
moleculare si de tratament, iar supravietuirea a fost urmaritd pana la 31 martie 2025.
Analizele statistice au fost efectuate in SPSS v29 si JASP 0.19.3, utilizand teste Mann-

Whitney U, Kruskal-Wallis, y? si Fisher, considerand semnificative valorile p < 0.05.

Pentru analiza imunofenotipicd a mastocitelor s-a folosit citometria in flux, tehnica ce
permite identificarea markerilor CD specifici (ex. CD25, CD2) in combinatie cu CD117 si
excluderea precursorilor CD34+. Probele de maduva au fost colectate prin punctie
aspirativa din creasta iliacd, procesate si colorate cu albastru de toluidina pentru evaluarea
morfologicd. Imunofenotiparea a inclus un panel clasic si unul extins de markeri, in
vederea diferentierii mastocitelor normale de cele patologice. Etapele tehnice au inclus liza
celulard, centrifugari succesive, marcare cu anticorpi monoclonali fluorescenti si citire cu

Gallios Flow Cytometer.

De asemenea, a fost realizata o analiza bibliograficd ampla prin interogarea bazelor de
date internationale (PubMed, Embase, ClinicalTrials.gov, WHO ICTRP, Cochrane, Web of
Science) pentru identificarea terapiilor tintite Tn MS, incluzand KIT-inhibitorii si
transplantul. Studiul respecta principiile Declaratiei de la Helsinki si a fost aprobat de

Comitetul de Etica SUUB (cod protocol 88221/31.12.2024).
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6. Evaluarea profilului epidemiologic, genetic, molecular al pacientului cu
mastocitoza sistemica din Roméania

6.1. Introducere

Acest studiu ofera o analiza descriptivd a caracteristicilor epidemiologice si
moleculare ale pacientilor cu MS din Roménia, utilizdnd date din registrele de la Centrul de
Referinta pentru Mastocitoza din Bucuresti, Spitalul Universitar de Urgentd Bucuresti. MS
este o afectiune hematologicd rara, determinatd de acumularea aberantd de mastocite in
diverse organe, iar intelegerea profilului sau national este esentiald pentru optimizarea
diagnosticului si tratamentului. Studiul exploreaza distributia demografica, prevalenta si
mutatiile genetice asociate, cu un accent special pe mutatia KIT D816V, implicata direct in

patogeneza bolii.

6.2. Material si metoda

Acest studiu retrospectiv observational de cohortd a fost desfasurat la Centrul de
Referinta pentru Tulburdri ale Mastocitelor din cadrul Spitalului Universitar de Urgenta
Bucuresti, analizand 162 de pacienti adulti diagnosticati cu mastocitoza sistemica (MS) intre
2006 si 2025. Au fost inclusi pacienti cu prezentare clinicd sugestiva, nivel seric de triptaza
determinat si mutatie KIT confirmatd. Diagnosticul a fost stabilit prin biopsie medulara,
imunohistochimie si testare moleculard PCR pentru KIT D816V, iar datele au fost colectate
din arhive electronice si pe hartie, verificate de doi investigatori. Evaluarea a inclus si
investigatii imagistice si endoscopice. Tratamentele administrate si evolutia pacientilor au
fost documentate pana in martie 2025. Obiectivele principale au fost distributia subtipurilor
de MS conform OMS si supravietuirea generald, iar cele secundare au inclus afectarea de
organ si strategiile terapeutice. Analizele statistice au fost efectuate cu SPSS si JASP,
utilizand metode adecvate pentru variabile continue si categoriale, cu un prag de semnificatie

de p <0,05.
6.3. Rezultate

Distributia geografica a cazurilor de mastocitoza sistemica (MS) iIn Romania prezinta
variatii semnificative intre judete, cu o concentrare ridicata in centre universitare si zone cu
acces la diagnostic specializat. Bucurestiul inregistreazd cel mai mare numar de pacienti
(28,8%), urmat de Ilfov, Brasov si Constanta. In contrast, numeroase judete au raportat un
singur caz, sugerand fie o incidentd redusa, fie subdiagnosticare. Aceste date subliniaza

necesitatea unei strategii de extindere a accesului la diagnostic in regiunile slab reprezentate.
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Din punct de vedere demografic, predomind sexul feminin (aproximativ dublu fatd de
barbati), iar varsta mediana la diagnostic este similard intre sexe. Interesant, varsta actuald a
fost semnificativ mai mare la femei. Valorile medii ale triptazei serice depasesc pragul de
diagnostic, cu o tendintd generald de niveluri mai ridicate la barbati, mai ales in intervalele

extreme (>300 ng/mL).

Afectérile digestive au fost usor mai frecvente la femei, in special gastrita, In timp ce
afectarile cutanate (macule, papule, placarde, vezicule) au fost raportate mai des la barbati,
cu o predominantd netd masculind in cazul veziculelor. Tratamentul citoreductor a fost
administrat diferentiat pe sexe: cladribina, imatinibul si interferonul au fost administrate
exclusiv barbatilor, in timp ce midostaurinul si Thromboreductin au fost folosite mai

frecvent la femei.

In ceea ce priveste tratamentul simptomatic, s-a remarcat o utilizare semnificativ mai
frecventd la femei, In special a Montelukastului, cetirizinei si altor antihistaminice. Acest
lucru poate reflecta fie diferente de simptomatologie, fie o abordare terapeutica diferita in
functie de sex. In analiza valorilor biologice, nivelurile medii de LDH, fosfatazi alcalini si
infiltrare medulara au fost similare Intre sexe, fara diferente statistice semnificative. Doza
medie de cromoglicat de sodiu a fost aceeasi la barbati si femei (800 mg/zi), fard consens

privind doza eficienta.

Afectarea osoasa a fost mai frecvent raportatd la femei, dar barbatii au avut o
proportie mai mare de osteopenie. Monitorizarea prin DEXA este limitatd in Romania din

cauza accesului deficitar la aceasta investigatie.

Analizele bivariate au evidentiat corelatii semnificative intre subtipurile de
mastocitoza si parametrii clinici sau biologici. Mastocitoza cutanatd (CM) s-a corelat pozitiv
cu triptaza sericd si infiltrarea medulard, dar negativ cu tratamentul simptomatic si
antihistaminicele. ISM a avut o corelatie inversa cu triptaza si infiltrarea medulara, dar
pozitiva cu tratamentele simptomatice si afectarea osoasa. SSM s-a corelat invers cu triptaza
si infiltrarea medulara, dar pozitiv cu organomegalia (hepato- si splenomegalie) si afectarea
osoasd. ASM a prezentat corelatii pozitive cu utilizarea cladribinei si imatinibului, dar
negative cu triptaza, infiltrarea medulara si fosfataza alcalind. SM-AHN s-a corelat negativ

cu afectarea cutanat3.
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Triptaza s-a corelat pozitiv cu infiltrarea medulara si fosfataza alcalina, dar invers cu
hepato- si splenomegalia. Infiltrarea medulara s-a corelat negativ cu tratamentul simptomatic
si antihistaminicele, dar pozitiv cu fosfataza alcalind. Tratamentul simptomatic s-a corelat

foarte puternic cu utilizarea antihistaminicelor (r = 0,841).

Analiza Kaplan-Meier a evidentiat un impact negativ asupra supravietuirii in randul
pacientilor care au primit terapie citotoxicd, cu o supravietuire mediand de 204 zile
comparativ cu o supravietuire medie estimata de 456 zile la cei fara astfel de tratament.
Diferenta a fost semnificativa statistic (p = 0,005), sustinand ipoteza unui prognostic mai

rezervat pentru pacientii cu forme avansate care necesita terapie citoreductiva.

6.4. Discutii

Rezultatele analizei bivariate din cohorta studiatd de pacienti cu mastocitoza
sistemicd au evidentiat multiple corelatii relevante Intre subtipurile bolii i parametrii clinici
si biologici. Mastocitoza cutanatd s-a asociat paradoxal cu nivele crescute de triptaza si
infiltrare medulard, sugerand o posibila activitate sistemici. In schimb, mastocitoza
sistemicd indolentd a ardtat o corelatie inversa cu triptaza si mutatia KIT D816V, dar o
asociere cu afectarea osoasa si utilizarea tratamentului simptomatic, evidentiind un profil
simptomatic semnificativ, desi cu prognostic favorabil. Subtipul smoldering a prezentat
corelatii contradictorii: niveluri scazute de triptaza, dar o afectare viscerald semnificativa,
ceea ce confirma statutul sdu intermediar. Mastocitoza sistemica agresiva a fost asociata cu
tratamente citotoxice si cu afectare hepatica si splenica, dar si cu scaderea nivelurilor de
triptaza, posibil prin mecanisme de epuizare celulari. In SM-AHN s-a remarcat lipsa
afectarii cutanate. Analiza Kaplan-Meier a aratat o supravietuire semnificativ mai redusa la
pacientii tratati cu agenti citotoxici, sugerand o selectie a acestora in formele severe. Aceste
constatari subliniaza importanta unei evaluari integrate, adaptate subtipului bolii, si nevoia

de terapii mai eficiente si mai bine tolerate.

21



7. Tratamentul actual In practica curenta in Mastocitoza sistemica
agresiva in Romania

7.1. Introducere

In Romania, mastocitoza sistemicd agresiva este o afectiune rar diagnosticati si
subraportata, in principal din cauza gradului ridicat de heterogenitate clinica, lipsei de
constientizare si accesului limitat la metode moleculare de diagnostic. In plus, tratamentele
moderne aprobate pentru mastocitoza sistemica avansatd sunt disponibile Intr-un numar
restrans de centre, iar includerea pacientilor in studii clinice internationale este limitata.
Aceste aspecte contribuie la variatii semnificative in practica medicald si pot influenta

negativ prognosticul pacientilor.

Acest studiu 1si propune sd descrie modul in care aceastd afectiune este diagnosticata
si tratata in practica curentd in Romania, prin analiza retrospectiva a unei cohorte de pacienti
evaluati intr-un centru national de referintd. Obiectivul principal este de a evidentia
particularitatile tratamentului, barierele in calea accesului la terapii moderne si rezultatele
obtinute cu terapiile disponibile. Prin aceastad analiza, se doreste identificarea unor directii
concrete de imbunatdtire a standardului de ingrijire, precum si integrarea unor strategii

terapeutice aliniate la recomandarile internationale.

7.2. Material si metoda

Diagnosticul de mastocitoza sistemicd (SM) a fost stabilit conform ghidurilor
Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) valabile la momentul diagnosticului si confirmat
ulterior conform ghidurilor OMS actualizate si recomandérilor International Consensus
Classification (ICC). Criteriile de raspuns au fost evaluate utilizand criteriile de raspuns ale
International Working Group—Myeloproliferative Neoplasms Research and Treatment si
European Competence Network on Mastocytosis (IWG-MRT-ECNM) pentru mastocitoza

sistemica avansata.

Toti pacientii au fost trimisi catre clinica noastrd multidisciplinard din ambulator
pentru evaluarea mastocitozei agresive, iar pacientii cu suspiciune de MS au fost supusi unei
evaludri diagnostice complete, care a inclus aspirat medular si biopsie de maduva osoasa,

precum si testarea mutatiei KIT D816V.

Informatiile despre simptomatologia clinicd au fost obtinute din fisele medicale
electronice si din interviurile medicale realizate cu pacientii. Scorul prognostic a fost evaluat

utilizand Sistemul International de Scorare Prognosticd pentru Mastocitoza Sistemica
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Avansatd, pe baza datelor disponibile la momentul diagnosticului, consemnate in fisa

medicala electronica.

7.3. Rezultate

In acest studiu clinic sunt prezentate patru cazuri reprezentative de mastocitoza sistemica
avansatd sau cu risc crescut de progresie, fiecare ilustrand provocdrile diagnostice si

terapeutice intdlnite in practica.

Primul caz descrie o pacienta de 57 de ani cu mastocitoza sistemica agresiva (MSA), tratatd
initial cu cladribina, urmata de o progresie rapida a bolii. Din cauza lipsei accesului la terapii
tintite, a primit imatinib fara beneficii clinice. Ulterior, a fost prima pacientd din Roméania
tratatd cu midostaurin, obtindnd o remisiune partiala conform criteriilor IWG-MRT-ECNM,

cu reducerea infiltratului medular si a ascitei, si imbundtatirea calitatii vietii.

Cazul al doilea prezinta o pacienta de 44 de ani diagnosticatd cu MSA dupa doi ani de dureri
osoase, biopsia unei leziuni vertebrale osteolitice confirmand infiltrarea mastocitara. A fost
tratatd cu midostaurin, bifosfonati si anti-RANKL, obtinand reducerea durerii si a
infiltratului medular. Desi a prezentat greatd severa, efectul secundar a fost controlat cu

granisetron, iar pacienta a mentinut raspunsul la tratament timp de peste 3 ani.

Al treilea caz implica un barbat de 75 de ani cu adenopatii multiple, hepatosplenomegalie si
ascita. Diagnosticul de MSA a fost confirmat prin biopsie ganglionard si medulard. Sub
tratament cu midostaurin (in doza redusa din cauza comorbiditatilor), pacientul a prezentat
regresia adenopatiilor si o remisiune partiala, mentinand acelasi raspuns la controlul din mai

2025.

Cazul al patrulea se referd la o pacienta de 53 de ani, initial diagnosticata cu mastocitoza
sistemicd smoldering (SSM) dupd o evaluare alergologicd care a evidentiat triptazd serica
crescutd. A fost tratatd initial cu cladribind, cu un raspuns favorabil. Dupa 5 ani, boala a
progresat la MSA, necesitdnd tratament cu midostaurin. Efectele adverse digestive (greata
si diaree) au fost gestionate eficient, permitdnd mentinerea dozei complete si obtinerea unui

raspuns clinic partial.
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Toate cazurile ilustreaza impactul favorabil al midostaurinului in MSA si SSM progresiv,
contribuind la stabilizarea bolii si la ameliorarea simptomelor sistemice, chiar si in prezenta

comorbiditatilor sau a reactiilor adverse.

7.4. Discutii

Midostaurin este un inhibitor multikinazic eficient Impotriva mutatiei KIT D816V,
devenind tratamentul standard in mastocitoza sistemica avansatd (MSA). Spre deosebire de
terapiile traditionale simptomatice (antihistaminice, corticosteroizi, cladribind), midostaurin
oferd beneficii dovedite clinic — reducerea infiltratului mastocitar, ameliorarea functiei
organelor si prelungirea supravietuirii. Cazurile clinice prezentate confirma eficacitatea sa
in diferite forme de MSA, inclusiv In prezenta ascitei, afectarii osoase sau adenopatiilor,
chiar si la pacienti varstnici sau cu comorbiditati, cu tolerabilitate crescutd in doza ajustata.
La nivel molecular, midostaurin inhiba KIT si cdi esentiale de semnalizare (PI3K/AKT,
MAPK, STATS), inducand apoptoza mastocitelor maligne si oprirea ciclului celular. De
asemenea, reduce semnificativ eliberarea de mediatori inflamatori si vasoactivi (histamina,
leucotriene), cu efect favorabil asupra simptomelor si remodelarii tisulare. Medicamentul
prezintd un profil de sigurantd bun, fara imunosupresie globala, si raimane terapia de baza in

MSA, in asteptarea terapiilor emergente precum avapritinib.
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8. Profilul imunofenotipic al mastocitelor la pacientii cu mastocitoza
avansata in populatia din Romania

8.1. Introducere

Imunofenotiparea prin citometrie in flux multiparametrice este o0 metoda esentiala
pentru diagnosticul si monitorizarea mastocitozei sistemice, datoritd capacitatii sale de a
identifica rapid celulele mastocitare neoplazice prin detectarea expresiei aberante a
markerilor CD2 si CD25. In conditii normale, aceste molecule nu sunt exprimate pe
mastocite, iar prezenta lor este specificd mastocitelor clonale. Comparativ cu alte metode,
imunofenotiparea in flux ofera o sensibilitate mai mare. Aceastd tehnicd completeaza
criteriile OMS pentru diagnosticul SM si poate chiar suplini biopsia in unele cazuri, mai ales
cand aceasta este neconcludentd. Studii recente au aratat ca aproape toti pacientii cu SM au
prezentat expresie aberantda a CD2 si CD25. Desi are unele limitari tehnice,
imunofenotiparea ramane un instrument valoros atat pentru diagnosticul precoce, cat si
pentru stratificarea prognosticd, fiind capabila sa creasca semnificativ accesul la diagnostic

in centrele cu resurse limitate.

8.2. Material si metoda

Intr-un grup initial de pacienti diagnosticati cu mastocitozi sistemica (indolenti sau
avansatd), au fost selectati opt pacienti pentru evaluarea imunofenotipului mastocitelor prin
citometrie In flux. Aceastd metodd permite analiza expresiei markerilor specifici ai
mastocitelor maligne, precum CD25 si CD2, printr-un proces de gating bazat pe expresia
intensa a CDI117 si excluderea precursorilor mieloizi CD34+. Citometria n flux este o
tehnica avansata care analizeaza simultan mai multe caracteristici celulare (dimensiune,
granulatie, antigene) In timp ce celulele circula printr-un fascicul laser. Imunofenotiparea,
aplicata In mod curent in hematologie, utilizeaza anticorpi monoclonali marcati fluorescent
ce se leagd de moleculele de pe suprafata celulelor (CD). Aceste interactiuni genereaza
semnale detectate optic, care sunt interpretate digital. Procedura implicd combinarea
anticorpilor marcati cu probe de sange pastrate la temperaturi controlate, permitand astfel
identificarea precisd a mastocitelor clonale, contribuind la stabilirea diagnosticului si

monitorizarea mastocitozei sistemice.

8.3. Rezultate
Cele opt cazuri analizate prin imunofenotipare in flux evidentiazd o mare variabilitate a
procentului de mastocite clonale si a expresiei aberante a markerilor CD25 si CD2,

reflectand heterogenitatea mastocitozei sistemice (MS). Cazul 1 ilustreaza progresia de la o
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forma smoldering la o forma agresiva de MS, cu o expresie moderata a markerilor CD25
(21%) si CD2 (33%) pe mastocitele identificate. Cazul 2, cu cea mai mare Incarcare
mastocitard, evidentiaza o expresie intensa a CD25 (90%) si o evolutie severa, cu deces in
termen de 3 ani, in ciuda tratamentului cu cladribina. In contrast, cazurile 3 si 5, diagnosticate
cu forme indolente, prezintd un infiltrat medular redus si o expresie variabila a markerilor,

dar o supravietuire mai buna.

Cazul 4 este notabil prin asocierea cu limfom T agresiv, in ciuda unei Incarcaturi mastocitare
scazute (0,04%), dar cu o expresie intensa a markerilor CD25 (71%) si CD2 (58%); pacienta
a avut o evolutie rapid fatala. Cazul 6 subliniazd importanta imunofenotiparii in diagnosticul
formelor cu triptazd normald si simptomatologie alergica marcantd, in care expresia
CD25/CD2 a fost esentiald pentru stabilirea diagnosticului. Cazul 7, primul tratat cu
midostaurin Tn Romania, a prezentat 1,6% mastocite cu expresie aproape universald a CD25
(98%), reflectand o forma agresiva cu raspuns pozitiv. Cazul 8, cu o incarcare mastocitara
masiva pe biopsie si aspirat (pana la 70%), a prezentat de asemenea expresie intensa a CD25
(98%) si CD2 (37%), confirmand transformarea leucemici. In concluzie, imunofenotiparea
in flux s-a dovedit esentiald atat in stabilirea diagnosticului, cat si in evaluarea severitatii

bolii si a potentialului evolutiv, oferind date valoroase pentru stratificarea terapeutica.

8.4. Discutii

Rezultatele obtinute confirma observatiile din literatura de specialitate privind expresia mai
frecventd si intensd a markerului CD25 fatd de CD2 pe mastocitele clonale, subliniind
importanta acestuia ca marker de clonalitate. Cazul 6 evidentiaza valoarea imunofenotiparii
chiar si in formele indolente de mastocitoza sistemicd, acolo unde celelalte criterii de
diagnostic sunt insuficiente. Desi imunofenotiparea identifica mastocitele cu fenotip malign,
procentul acestora din totalul celulelor medulare nu reflectd fidel infiltratul mastocitar

medular observat histologic si nu poate inlocui informatiile oferite de biopsia osteomedulara.

Totusi, imunofenotiparea oferd avantajul unei analize multiparametrice si poate evalua
gradul de expresie al markerilor diagnostici CD25 si CD2, ceea ce poate sugera o corelatie
intre expresia acestora si agresivitatea bolii. Datoritd numarului redus de cazuri, nu a fost
posibila demonstrarea statistica a acestei corelatii, dar se propune dezvoltarea unui studiu
multicentric. In perspectiva, evaluarea riaspunsului terapeutic la midostaurin ar putea include
imunofenotiparea pentru detectarea bolii minime reziduale, o abordare inovatoare in
mastocitoza, inspiratd din alte hemopatii maligne precum leucemia acutd sau mielomul

multiplu.
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Concluzii si contributii personale

In cadrul tezei de doctorat ,,Definirea clinico-biologica a profilului pacientului cu

mastocitoza sistemicd in Roméania — corelatii cu abordarea terapeutica”, au fost realizate trei

studii complementare ce oferd o imagine integratd asupra acestei afectiuni rare.

Primul studiu a analizat retrospectiv datele a peste 160 de pacienti diagnosticati Intre
2006 si 2025 in cadrul singurului centru de expertiza din tard. Acesta a evaluat distributia
geografica, datele epidemiologice, clinice si terapeutice, precum si utilizarea tratamentelor
simptomatice si citoreductive. Analiza bivariata a relevat patternuri utile pentru stratificarea
riscului si adaptarea tratamentului. S-a constatat o intarziere frecventa a diagnosticului si o
mare variabilitate a tratamentelor, subliniind necesitatea individualizarii terapiei in centre

specializate.

Al doilea studiu a evaluat experienta terapeutica in mastocitoza sistemica agresiva,
identificand obstacole in accesul la terapii inovatoare. Desi initial s-au utilizat tratamente
citotoxice, accesul ulterior la terapii tintite precum midostaurin a demonstrat beneficii
semnificative, inclusiv pentru pacienti cu status de performantd scizut. Al treilea studiu a
explorat utilitatea imunofenotiparii mastocitelor in maduva osoasd, demonstrand
sensibilitatea tehnicii in detectarea expresiei aberante a CD25 si CD2 — markeri esentiali Tn
diagnosticul OMS. Aceasta metoda s-a dovedit valoroasa inclusiv in formele indolente si se
contureazd drept o optiune promititoare In monitorizarea raspunsului terapeutic, desi

necesita validare in studii mai mari.

Contributiile personale includ dezvoltarea bazei de date, corelarea markerilor
biologici cu subtipurile clinice, aplicarea scorurilor prognostice internationale pe cohorta
romaneasca, analiza tratamentelor utilizate si evidentierea distributiei regionale a cazurilor.
Lucrarea ofera o perspectivd complexa asupra mastocitozei sistemice in Romania, integrand
date clinice, biologice si terapeutice, si propune directii concrete pentru imbunatitirea
managementului acestor pacienti. Se subliniaza necesitatea unor politici de sandtate care sa
faciliteze accesul la diagnostic precoce, tratamente moderne si dezvoltarea retelelor de centre

de expertiza.
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