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Background: A complex multifactorial dysregulation of immune system, including cyto-
kines and autoantibodies production, and also proteins modification underlay the pri-
mary mechanism of immune thrombocytopenia (ITP). Specific genetic profile of ITP
patients is presumed, especially those with a long and complex natural history of the
disease. Aim of the study: Gene expression analysis of VNN1 and PPARy in children with
immune thrombocytopenia. Materials and methods: Candidate genes were identified
with microarray cDNA procedure. For the validation of VNN1 and PPARy expression chan-
ges we used gRT-PCR performed comparatively in samples of newly diagnosed ITP
(ndITP, n=16), chronic ITP (cITP, n=8) and patients without thrombocytopenia (n=>5).
Results: We analyzed the data of patients, followed for at least 12 months after ITP
diagnosis. No significant differences of VNN1 expression profile were found in between
groups (p > 0.05). Lower signatures of mean PPARy normalized expression values were
noticed in chronic ITP patients in contrast to newly diagnosed ITP subjects (p = 0.009).
Differences between VNNI/PPARy ratio values found in ndITP group comparing to
subjects with progression to cITP were close to statistical significance (p=0.054).
Conclusions: Analysis of the VNN1 and PPARy expression profiles utility in children diag-
nosed with ITP requires further investigation.
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Wstep

Maloptytkowos¢ immunologiczna (ITP) jest jedng z chordb,
u podstaw ktérych lezy zlozona dysregulacja ukladu immu-
nologicznego. Pomimo istnienia wielu réznorodnych teorii
etiopatogenetycznych nie udalo sie dotychczas ustali¢ jedno-
znacznego czynnika odpowiedzialnego za inicjowanie pro-
dukcji autoprzeciwcial oraz nadprodukcji cytokin i molekut,
odgrywajacych kluczows role w wewnatrzkomérkowych kas-
kadach reakcji u pacjentéw z ITP.

Biorgc pod uwage mnogos¢ aktywowanych szlakéw oraz
opisywane przypadki rodzinnego wystepowania ITP, zaktada
sie istnienie swoistego profilu genetycznego odpowiedzial-
nego za zmieniong synteze bialek u chorych z ITP. Wéréd
ponad 170 genéw mogacych odpowiadaé za rozwdj mato-
plytkowosci najistotniejszg role przypisuje sie genom szla-
kéw sygnalowych dla IFNy oraz genom odpowiedzialnym za
modyfikacje wytwarzania biatek w warunkach stresu oksy-
dacyjnego [1-5].

Sposréd przebadanych genéw najczulszym markerem stre-
su oksydacyjnego, odgrywajacym niepodwazalng role w prze-
wlektej, a zwlaszcza opornej na leczenie ITP, jest gen vanin-1
(VNN1), ktérego produkty wykazujg aktywnos$¢ prozapalng,
dzieki antagonizmowi w stosunku do receptoréw aktywowa-
nych proliferatorami peroksysoméw typu y (PPARy). Wyraznie
zmieniong dystrybucje ekspresji VNN1 oraz genu PPARy obser-
wuje sie w ludzkich komérkach krwi obwodowej u chorych
zaréwno z nowo rozpoznana, jak i przewleklg postacig ITP [5].

Cel

Celem pracy byla poréwnawcza analiza ekspresji genéw VNN1
i PPARy w ludzkich komérkach krwi obwodowej u dzieci
z maloplytkowoscig immunologiczng o réznym klinicznie
przebiegu oraz pacjentdw grupy kontrolnej.

Material i metody

Badanie ekspresji genéw VNN1 i PPARy przeprowadzono u pa-
cjentéw hospitalizowanych w Klinice Pediatrii, Hematologii
i Onkologii CM UMK w latach 2009-2011 z powodu nowo
rozpoznanej matoptytkowosci immunologicznej (ndITP, grupa
badana - grupa A), u pacjentéw spelniajacych kryteria roz-
poznania przewleklej matoplytkowosci (cITP; grupa kontrolna
- grupa B) oraz pacjentéw hospitalizowanych w Klinice
z przyczyn niehematologicznych (grupa poréwnawcza — grupa
N). Wéréd pacjentéw grupy B wyodrebniono ponadto chorych,
u ktérych po okresie 12-miesiecznej obserwacji stwierdzono
progresje ndITP do cITP (grupa A-C) i chorych z cITP oporng
na leczenie, o wieloletnim przebiegu (grupa RC).

Do badania kwalifikowano dzieci po uzyskaniu zgody
Komisji Bioetycznej UMK w Toruniu, przy Collegium Medi-
cum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy. Badanie prowa-
dzono po uzyskaniu pisemnej $wiadomej zgody na udziat
w badaniu od prawnego opiekuna dziecka.

Geny kandydackie VNN1 i PPARy wytypowano na podsta-
wie wynikéw wczesniejszych analiz, przeprowadzonych

metodg mikromacierzy cDNA u pacjentéw z rozpoznaniem
ITP, zgodnie z metodologia opisang przez Zhang i wsp. [5].

Od wszystkich pacjentéw grupy badanej pobierano mate-
riat w postaci 2,5 ml krwi pelnej. Pozyskane prébki przesy-
tano nastepnie w suchym lodzie do Department of Pathology,
Stanford University w USA celem przeprowadzenia analizy
ekspresji genéw VNNI i PPARy z wykorzystaniem metody
ilosciowej RT-PCR, przy uzyciu zaprojektowanych sond oli-
gonukleotydowych TagqMan specyficznych dla wytypowa-
nych wczeéniej genéw. Znormalizowane wzgledem kontrol-
nego genu dehydrogenazy fosforanu aldehydu gliceryno-
wego (GAPDH) wartosci ekspresji badanych genéw VNN1
i PPARy, okreSlone u pacjentdw poszczegdlnych grup, pod-
dano analizie poréwnawczej pomiedzy grupami.

U pacjentéw z ndITP prébki pobierano w okresie do 3 mie-
siecy od rozpoznania choroby. W celu unikniecia interferencji
lub wplywu na ekspresje badanych genéw material pobierano
przed wdrozeniem leczenia. Za dopuszczalne uznano réwniez
pobranie materialu w odstepie co najmniej 4 tygodni od
ostatniej dawki stosowanego leku lub w krétszym odstepie
przy stwierdzanym braku odpowiedzi na zastosowane lecze-
nie. Przez kolejne 12 miesiecy oceniano okresowo liczbe ply-
tek badaniem morfologii krwi obwodowej, wykonywanym co
najmniej raz na 3 miesigce. Po uplywie 12-miesiecznej obser-
wacjl przypisywano pacjentom rozpoznanie ostateczne, od-
notowujac ewentualng progresje do postaci przewleklej ITP.

Analize statystyczng prowadzono z uzyciem oprogramo-
wania SPSS Statistics 17.0. Réznice pomiedzy badanymi
zmiennymi uznano za istotne statystycznie, gdy wartos¢
p <0,05.

Wyniki

Badania przeprowadzono w grupie 29 pacjentéw, w tym: 19
chorych, ktérych okres obserwacji klinicznej od momentu
rozpoznania ITP wynosit co najmniej 12 miesiecy, 5 pacjen-
téw z cITP, pozostajgcych pod wieloletnig opieka Kliniki,
oraz 5 pacjentéw poddanych hospitalizacji z przyczyn nie-
hematologicznych.

Pacjentéw podzielono na podgrupy, uwzgledniajac rozpo-
znanie ostateczne choroby (Tab. I). We wszystkich 3 podgru-
pach przewazali chlopcy (19/29). Sredni wiek w chwili roz-
poznania wsréd chorych z grupy A wynosil 5,7 lat, a érednia
liczba plytek w dniu pobrania materialu 62,56 x 1071
W grupie dzieci z przewlekla ITP (grupa B) podobnie ksztatto-
wata sie érednia liczba plytek krwi (62,62 x 10%1), a érednia
wieku badanych chorych wynosila 11,7 lat. W grupie poréw-
nawczej N znalezli sie pacjenci z prawidlowag liczbg
plytek krwi, o zblizonym rozkladzie cech demograficznych
w stosunku do pozostatych grup.

We wszystkich 29 prébkach metodg reakcji iloSciowej RT-
PCR oceniono ekspresje genéw kandydackich VNN1 i PPARy
i uzyskano znormalizowane wzgledem GAPDH wyniki war-
toéci ekspresji (Tab. II). Srednia wartoéé ekspresji w grupie
chorych z nowo rozpoznang ITP wynosita 0,84 i byta nizsza
w stosunku do $rednich wartosSci uzyskanych w grupie
z przewleklg ITP. Nie wykazano jednak istotnych statystycz-
nie réznic wartoSci ekspresji pomiedzy grupami rozpoznan
(p > 0,05) (Ryc. 1).
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Tabela I - Dane demograficzne i kliniczne pacjentéw grupy badanej

Table I - Demographic and clinical data of study group patients

Grupa/Liczebnosé DGN ID Wiek Ple¢ PLT w dniu Liczba Czas od Leczenie
probki [lata] [M/K] rozpoznania plytek w dniu rozpoznania  [T/N]
ITP pobrania materiatu  ITP [dni]

(A) Nowo rozpoznana ITP:(n =16) ndITP M2 7 M 4 78 2 N
ndITP M4 2 M 4 154 90 T
ndITP M5 1 K 34 34 0 N
ndITP M6 5 M 4 4 1 N
ndITP M7 6 M 37 41 61 T
ndITP M8 13 M 7 90 60 T
ndITP M9 2 M 4 133 71 T
ndITP M11 3 K 10 10 N
ndITP M13 M 14 39 1 N
ndITP M14 13 K 19 19 3 N
ndITP M15 12 K 0 3 1 N
ndITP M16 7 M 1 28 14 T
ndITP M17 7 M 22 78 1 N
ndITP M18 1 M 21 14 3 N
ndITP M19 1 K 47 272 16 N
ndITP M20 7 M 4 4 0 N

(B) Przewlekla ITP:(n = 8) cITP M3 6 M 5 5 0 N
cITP M10 5 K 55 11 28 T

A-C (n=3) cITP M12 12 M 14 14 3 T

RC (n=5) cITP Cc1 14 K 91 3 >365 T
cITP C2 16 M 11 1 >365 T
cITP Cc3 15 M 17 213 >365 T
cITP C4 10 M 24 57 >365 T
cITP C5 16 K 25 197 >365 T

(N) Grupa poréwnawcza:(n = 5) NF1 Z1 8 K 241 N
RMS* z2 5 K 313 N
Zap. pluc  Z3 3 M 343 N
SIRS Z4 5 M 203 N
NF1 Z5 7 M 272 N

ITP - maloplytkowos¢ immunologiczna (immune thrombocytopenia); (A) — pacjenci z nowo rozpoznang ITP (newly diagnosed ITP patients);
(B) — pacjenci z przewlekta ITP (chronic ITP patients); A-C - pacjenci z progresjg do przewlektej ITP (M3, M10 i M12) (patients with progression to
chronic ITP (M3, M10 i M12)); RC - pacjenci z cITP oporng na leczenie, o wieloletnim przebiegu (C1-C5) (cITP patients resistant to multiple treatments
with long-term course of the disease (C1-C5)); (N) — pacjenci bez rozpoznania matoptytkowosci (patients without thrombocytopenia); ndITP — nowo
rozpoznana ITP (newly diagnosed ITP); cITP — przewlekta ITP (chronic ITP); ID — numer identyfikacyjny (identification number); M2-M20/C1-C5/Z1-Z5 -
nadane odpowiednio numery prébek (samples codes); K — dziewczynki (girls); M - chtopcy (boys); T - tak, zastosowano (yes, treated); N — nie,
nieleczono (no, untreated); NF1 — neurofibromatoza typul (neurofibromatosis type 1); RMS* - stan po leczeniu miesaka prazkowanokomoérkowego
(rhabdomyosarcoma status post treatment); zap. ptuc — zapalenie ptuc (pneumonia); SIRS - zespél ogélnoustrojowej reakcji zapalnej (systemic

inflammatory response syndrome)

Wyodrebniwszy wsrdd pacjentéw z cITP grupe chorych
o wieloletnim przebiegu, opornych na kilka linii leczenia,
wykazano istotnie nizsze wartosci ekspresji genu PPARy
w stosunku do chorych z ndITP (Ryc. 2).

Ponadto, rozpatrujagc wspdtczynnik wartosci ekspres;ji
VNN1/PPARy, wykazano znamiennie wyzsze wartosci wspol-
czynnika w grupie pacjentéw bez maloplytkowosci
w stosunku do chorych z ndITP, jak réwniez w stosunku do
grupy chorych z cITP o wieloletnim przebiegu. Réznice
warto$ci wspélczynnika VNN1/PPARy w grupie chorych
z ndITP, w poréwnaniu z chorymi, u ktérych doszio do
rozwoju przewleklej maloplytkowosci, byly bliskie istotnosci
statystycznej (p = 0,0544) (Tab. III).

Omoéwienie

Poszukiwania swoistych biomarkeré6w moggcych odpowia-
da¢ za zmienno$¢ przebiegu naturalnego ITP, jak réwniez

wyniki wczedniejszych badan profilu genetycznego pacjen-
tow z ITP zadecydowaly o nieprzypadkowym wyborze
genéw kandydackich do niniejszego opracowania [3, 4].

W etiopatogenezie ITP podkresla sie szczegblng role
genéw wplywajacych na zmiane aktywacji szlakéw sygnato-
wych, inicjujgcych produkcje cytokin i biatek prozapalnych.
Réwnolegle podkresla sie wplyw stresu oksydacyjnego, moga-
cego indukowaé zmiany na poziomie transkrypcyjnym, co
prowadzi do progresji ITP [5, 6]. Wedlug Zhang i wsp., mody-
fikacja ekspresji genu VNN1, bedgcego jednym z najczulszych
markeréw stresu oksydacyjnego u chorych z ITP, moze mieé
zwigzek z predyspozycjami do rozwoju przewleklej postaci
matoplytkowosci. Poza tym sugeruje sie hamujgcy wplyw
VNN1 na ekspresje genu PPARy w komérkach krwi obwodowej
u chorych w réznym stadium ITP [5]. Udowodniono, ze gen
VNN1 dziata jak swoisty regulator odpowiedzi tkankowej na
stres oksydacyjny, poniewaz moduluje aktywno$é gammaglu-
tamylosyntetazy (GCS) i magazynowanie glutationu zreduko-
wanego (GSH) w komoérkach. Nadmierna ekspresja genu
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Tabela II - Znormalizowane wartosci ekspresji genéw

VNN1 i PPARy
Table II - Normalized values of VNN1 i PPARy expression

Rozpoznanie ID VNN1 PPARy
Grupa A/ndITP M2 0,349 0,022
M4 3,648 0,071
M5 0,840 0,051
M6 0,156 0,013
M7 0,420 0,035
M8 0,935 0,022
M9 1,054 0,043
M1l 0,883 0,049
M13 0,447 0,059
M14 1,602 0,047
M15 0,310 0,043
M16 0,383 0,060
M17 0,517 0,077
M18 0,172 0,028
M19 1,366 0,038
M20 0,350 0,038
Grupa B/cITP Cc1 0,096 0,008
Cc2 0,381 0,027
c3 0,583 0,018
ca 0,464 0,023
C5 0,673 0,022
M3 1,276 0,033
M10 4,691 0,048
M12 0,308 0,086
Grupa N Z1 0,719 0,018
z2 0,541 0,009
Z3 2,885 0,053
Z4 2,960 0,118
Z5 0,775 0,014

ITP — matoptytkowo$¢ immunologiczna (immune thrombocytopenia);
Grupa A - pacjenci z nowo rozpoznang ITP (newly diagnosed ITP
patients); Grupa B - grupa kontrolna, pacjenci z przewlekig ITP
(control group, chronic ITP patients); Grupa N - grupa poréwnawcza,
pacjenci z prawidtowg liczbg plytek krwi (comparative group, normal
platelet count patients); ndITP - nowo zdiagnozowana ITP (newly
diagnosed ITP); cITP - przewlekta ITP (chronic ITP); VNN1 - ekspresja
genu VNN1 (VNN1 expression); PPARy — ekspresja genu PPARy (PPARy
expression); M2-M20/C1-C5/Z1-Z5 — numery identyfikacyjne prébek
(samples identification numbers)

VNN1 jest zwigzana z nasilonym powstawaniem cytokin pro-
zapalnych, katalizowaniem syntezy prostaglandyn i innych
mediatoréw zapalenia oraz aktywacja szlakow reakcji zalez-
nych od cyklooksygenazy-2 (COX-2) [7]. Wedlug Berruyer
i wsp. [7, 8], w warunkach stresu oksydacyjnego, w odpowie-
dzi na pobudzenie ukladu odpornoéciowego, wzrasta ekspre-
sja genu VNNI, a co za tym idzie, nasilaja sie reakcje hy-
drolizy pantoteiny, uwalniajgce czgsteczki cysteaminy, ktdéra
nastepnie jest przeksztalcana w cystamine. Cystamina blo-
kuje dziatanie gammaglutamylosyntetazy bedacej kluczowym
enzymem w procesie syntezy glutationu. Wyczerpywanie sie
zapaséw glutationu zredukowanego oraz wzrost stezenia
glutationu utlenowanego (GSSG) nasilajg zwrotnie produkcje
reaktywnych czgsteczek tlenu. Powstajgca pod wplywem
zwiekszonej ekspresji VNN1 cystamina blokuje ponadto
punkty kontrolne w szlakach odpowiedzi przeciwzapalnej
i antagonizuje dziatanie produktéw genu PPARy (Ryc. 3).
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Ryc. 1 - Ekspresja genu VNN1 w badanych podgrupach
VNN1/GPADH- wartos¢ ekspresji genu VNN1
znormalizowana wzgledem GPADH; A- pacjenci z nowo
rozpoznana ITP(grupa A, n=16); A-C- pacjenci z progresja
do przewleklej ITP(M3, M10, M12, n=3); RC- pacjenci z cITP
oporng na leczenie, o wieloletnim przebiegu (C1-C5, n=>5);
N- pacjenci bez maloplytkowosci (grupa por6wnawcza N,
n=>5)

Fig. 1 - Gene VNN1 expression in study subgroups
VNN1/GPADH - VNN1 expression values normalized to
housekeeping gene of GPADH; A — newly diagnosed ITP patients
(group A, n = 16); A-C - patients with progression to chronic
ITP (M3, M10, M12, n = 3); RC - cITP patients resistant to
multiple treatments with long-term course of the disease
(C1-C5, n =5); N - patients without thrombocytopenia
(comparative group N, n = 5)

Funkcje przeciwzapalng produktéw genu PPARy, a takze
mozliwo$¢ zastosowania agonistéw PPARy w terapii scho-
rzen, u podstaw ktérych leza procesy immunologiczne,
opisywano wielokrotnie. Dowiedziono, ze PPARy ma wpltyw
nie tylko na réznicowanie i proliferacje makrofagéw, adipo-
cytéw i limfocytéw, poniewaz oddzialuje na metabolizm
wewnatrzkomérkowy. Prawidlowa lub zwiekszona ekspresja
PPARy zapewnia réwniez homeostaze metaboliczng na
poziomie transkrypcyjnym i bierze udzial w hamowaniu
proceséw zapalnych, odpowiedzialnych za progresje chordb,
takich jak cukrzyca, miazdzyca, stwardnienie rozsiane czy
mukowiscydoza. Produkty genu PPARy wymienia sie wsrdd
supresoréw wzrostu guzéw moézgu, raka jelita grubego
i wielu innych. Dlatego tez oddzialywanie na aktywno$é
i ekspresje PPARy lezy w obszarze zainteresowan wielu
badaczy [9-14].

Ekspresje genéw kandydackich VNN1 i PPARy oceniono
w prébkach krwi pelnej i uzyskano znormalizowane wzgle-
dem GAPDH wartoSci ekspresji obu badanych gendw. Analize
przeprowadzono w reprezentatywnej grupie chorych z nowo
zdiagnozowang ITP, ktérych poddano obserwacji klinicznej
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Ryc. 2 - Ekspresja genu PPARy w badanych podgrupach
PPARy/GPADH -wartos¢ ekspresji genu VNN1
znormalizowana wzgledem GPADH; A- pacjenci z nowo
rozpoznang ITP(grupa A, n=16); A-C- pacjenci z progresja
do przewlektej ITP(M3, M10, M12, n=3); RC- pacjenci z cITP
oporng na leczenie, o wieloletnim przebiegu (C1-C5, n=5);
N- pacjenci bez maloplytkowosci(grupa poréwnawcza N,
n=>5)

Fig. 2 - Gene PPARy expression in study subgroups
PPARy/GPADH - PPARy expression values normalized to
housekeeping gene of GPADH; A - newly diagnosed ITP patients
(group A, n = 16); A-C - patients with progression to chronic
ITP (M3, M10, M12, n = 3); RC - cITP patients resistant to
multiple treatments with long-term course of the disease (C1-
C5, n = 5); N - patients without thrombocytopenia (comparative
group N, n=5)

trwajacej co najmniej 12 miesiecy, zgodnie z obowigzujgcymi
kryteriami IWG definiujagcymi historie naturalng ITP. Ekspre-
sje obu genéw oceniono réwniez w grupie dzieci z przewlekla
ITP o wieloletnim przebiegu oraz wsréd pacjentéw

z prawidlowg liczbg plytek krwi. Jako odrebng grupe
rozpatrywano pacjentéw, u ktérych doszlo do progresji
w kierunku przewlektej ITP. Nie wykazano istotnych réznic
w zakresie ekspresji VNN1 pomiedzy badanymi grupami.
Potwierdzono natomiast istotnie nizsze wartosci ekspres;ji
PPARy u chorych z przewlektg ITP o wieloletnim przebiegu
i jednoczednie oporng na leczenie. Wyniki te réznig sie od
uzyskanych przez Zhang i wsp., ktérzy w swojej publikacji
potwierdzili zwigkszong ekspresje VNNI u chorych
z przewlekly postacig ITP, nie dokumentujac jednocze$nie
zmienno$ci ekspresji genu PPARy u chorych w réznym sta-
dium ITP [5].

W badanej grupie uzyskana $rednia znormalizowana war-
tos¢ ekspresji genu VNN1 byta najnizsza u pacjentéw z nowo
zdiagnozowang ITP. W poréwnaniu z grupg pacjentéw
z przewlekla ITP nie wykazano znamiennych réznic, jednak
u chorych, u ktérych zanotowano progresje do przewleklej
ITP, wartosSci Srednie ekspresji VNN1 byly ponad dwukrotnie
wyzsze. Réwniez w grupie chorych z matoptytkowoscig prze-
wlekta wartoSci ekspresji genu VNN1 réznily sie znaczgco
pomiedzy poszczegdlnymi pacjentami, co korelowalo z po-
twierdzonym odmiennym przebiegiem klinicznym ITP. W gru-
pie chorych z maloptytkowoscia oporng na leczenie, o wielo-
letnim przebiegu, stwierdzono natomiast Srednie wartosci
ekspresji VNN1 prawie pieciokrotnie nizsze niz u dzieci
z progresja do cITP, z mniej nasilong aktywnos$cig choroby.
Powyzsze réznice wynikajg najprawdopodobniej ze zmian
ekspresji badanych genéw, mogacych zachodzi¢ w czasie
samoistnie, jak réwniez pod wplywem czynnikéw Srodowis-
kowych, do ktérych przede wszystkim nalezy zaliczy¢ stoso-
wane leczenie.

Najwyzsza Srednia wartosci ekspresji VNN1 paradoksalnie
dotyczyla dzieci z grupy kontrolnej N, czyli chorych bez
rozpoznania matoptytkowosci. Fakt ten nalezy prawdopodob-
nie powigza¢ z doborem pacjentéw do tej grupy, ktérego
jedynym kryterium wlaczenia byta prawidlowa liczba ptytek
krwi i brak schorzenia hematologicznego. W zwigzku z tym
w grupie poréwnawczej N znalazly sie réwniez dzieci
z infekcjami o ciezkim i powiklanym przebiegu (SIRS, zapale-
nie ptuc), u podioza ktérych lezy nasilenie produkcji reaktyw-
nych form tlenu. Nalezy zatem domniemaé, ze z powodu
infekcji i/lub zapalenia moglo posrednio dochodzi¢ do zmian

Tabela III - Poréwnanie ekspresji genéw w badanych podgrupach

Table III - Comparison of genes expression in between study subgroups

Analiza/Grupa badana VNN1 (wartos$¢ p)

PPARy (wartos¢ p) VNN1/PPARy (warto$¢ p)

A vs A-C 0,0963
AvsB 0,6520
A vs RC 0,3243
AvusN 0,1472
N vs A-C 0,6867
N us B 0,5344
N vs RC 0,0769

0,3258 0,0544
0,2452 0,1865
0,0092 0,6972
0,9356 0,0013
0,6694 0,9886
0,6386 0,2898
0,3023 0,0112

VNN1 - ekspresja genu VNN1 (VNN1 expression); PPARy — ekspresja genu PPARy (PPARy expression); p — poziom istotno$ci statystycznej, za warto$¢
istotng przyjeto p < 0,05 (p value, statistical significance at level of p < 0.05); A - pacjenci z nowo rozpoznang ITP (grupa A) (newly diagnosed ITP
patients (group A)); B — pacjenci z przewleklg ITP (grupa B) (chronic ITP patients (group B)); A-C - pacjenci z progresjg do przewlektlej ITP (patients
with progression to cITP); RC - pacjenci z cITP oporng na leczenie, o wieloletnim przebiegu (cITP patients resistant to multiple treatment with long-term
course of the disease (C1-C5)); N — pacjenci bez matoptytkowosci (grupa poréwnawcza N) (patients without thrombocytopenia (comparative group N))
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Fig. 3 - The role of VNN1 in human blood cell signaling pathways in response to oxidative stress [3, 4]
Glu - glutaminian acid; Cys - cysteine; GCS — y-glutamylcysteine synthethase; GSH - reduced form of glutathione; GSSG - oxidized

form of glutathione

ekspresji gendéw, takich jak VNNI, i modyfikacji produkcji
biatek, zmieniajgcej sie w warunkach stresu oksydacyjnego.

Najnizsze znormalizowane wartosci ekspresji PPARy
zanotowano wsrdéd chorych z oporng cITP. Byly one istotnie
nizsze niz w grupie dzieci z nowo rozpoznang ITP i co
najmniej dwukrotnie nizsze niz u pozostatych chorych
z maloplytkowoscig. Na podstawie dostepnych danych lite-
raturowych, dotyczacych roli genu PPARy, mozna przypusz-
czaé, ze zmniejszenie ekspresji PPARy u pacjentéw z ITP
wigze sie z hamowaniem potencjatu przeciwzapalnego jego
produktéow biatkowych i wplywa posrednio na wzrost syn-
tezy cytokin zapalnych, co ma w konsekwencji przelozenie
na historie naturalng maloplytkowosci i nasilenie objawoéw
klinicznych u poszczegélnych chorych w grupie badanej.

Dla wyodrebnienia rzeczywistych biomarkeréw ryzyka
rozwoju cITP, jak i okreslenia swoistego profilu genetycznego
chorych w réznych stadiach ITP istotne znaczenie moze mieé
zatem kontynuowanie badan genetycznych oraz dokonanie
analizy w obrebie szerszej grupy pacjentéw z rozpoznaniem
ITP i konfrontacja danych z wynikami selektywnie dobranych
grup poréwnawczych, w tym zupetnie zdrowych dzieci.

W obliczu uzyskanych wynikéw, $wiadczacych o zmniej-
szonej ekspresji PPARy u dzieci z przewleklg i oporng na
leczenie ITP, konieczne jest rozwazenie roli agonistéw PPARy
jako atrakcyjnej opcji terapeutycznej dla tej grupy chorych.

Podsumowanie

Analiza ekspresji genéw VNN1 i PPARy nie potwierdzila
zwiekszonej ekspresji genu VNN1 w badanej grupie chorych,
wykazano natomiast istotne obnizenie wartosci ekspresji
PPARy u pacjentéw z przewlekla ITP o wieloletnim przebie-
gu. Ocena uzyteczno$ci stwierdzonych zmian ekspresji
genéw VNNI i PPARy u dzieci z rozpoznaniem ITP wymaga
dalszych badan.
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