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Znacdaj leukocitno-trombocitnih interakcija za nastanak tromboembolijskih
komplikacija kod bolesnika sa filadelfija-negativnim mijeloproliferativnim
neoplazmama

SAZETAK

UVOD: Tromboza cesto komplikuje klinicki tok Filadelfija negativnih
mijeloproliferativnih neoplazmi (Ph"MPN) i predstavlja glavni uzrok morbiditeta i
mortaliteta u ovim bolestima. Patofiziologija tromboze u Ph'MPN je sloZena i jo§ uvek
nije potpuno razjasnjena. lako su poremecaji broja i funkcije trombocita dugo smatrani
glavnim uzro¢nicima trombofilnog stanja u Ph'MPN, sada se sve veéa paznja posvecuje
ispitivanju dinamickih interakcija izmedu aktiviranih trombocita, leukocita i endotela.
Znacaj odredivanja broja leukocitno-trombocitnih(Le-Tr) agregata, kao pokazatelja
intravaskularne aktivacije leukocita i trombocita, za procenu rizika od pojave
tromboti¢nih komplikacija kod bolesnika sa Ph-MPN do sada je ispitivan samo u
retrospektivnim studijama.

CILJ ove prospektivne studije je bio da ispita prediktivnu vrednost cirkuliSucih
neutrofilno-trombocitnih  (Neu-Tr) 1 monocitno-trombocitnih  (Mo-Tr) agregata |
solubilnih E-, L- i P- selektina za nastanak tromboembolijskih (TE) dogadaja kod
bolesnika sa PA"MPN.

MATERIJAL | METODE: U studiju je uklju¢eno 95 konsekutivnih bolesnika sa de
novo Ph'MPN: 39 sa policitemijom verom (PV), 27 sa esencijalnom trombocitemijom
(ET) i 29 sa primarnom mijelofiborozom (PMF), kod kojih je dijagnoza bolesti
postavljena prema kriterijumima Svetske zdravstvene organizacije. Kontrolnu grupu su
¢inila 33 zdrava volontera. Sve analize su radene nakon dijagnoze, a pre pocetka
antiagregatorne ili citoreduktivne terapije. Prisustvo Le-Tr agregata je ispitivano u
uzorcima periferne krvi metodom multiparametarske proto¢ne citometrije (BD
FACSCalibur 4FC). Nivo Le-Tr agregata je izrazavan kao procenat CD42b"CD61"
neutrofila, odnosno monocita. Koncentracija solubilnih selektina u plazmi je odredivana
enzimskim imunoesejem. Sve arterijske i venske tromboze, izuzev mikrocirkulatornih
poremecaja, su evidentirane tokom perioda prac¢enja od 3.25 godina nakon dijagnoze.
REZULTATI: Tokom perioda pracenja TE komplikacije je dobilo 12.6% bolesnika sa
Ph'MPN (arterijske 9.4%, venske 3.2%), sa prose¢nim vremenom do dogadaja od 39



meseci. Incidenca tromboti¢nih dogadaja u celoj grupi bolesnika sa Ph'MPN tokom
perioda pracenja je iznosila 4.36 na 100 bolesni¢kih godina. Nivoi Neu-Tr (26.7% vs
22.4%) i Mo-Tr (12.3% vs 17.8%) agregata se nisu znacajno razlikovali izmedu grupa
bolesnika sa i bez tromboze. Posredstvom multiparametarske COX analize je dokazano
da Mo-Tr predstavljaju nezavisni prediktivni faktor za nastank tromboze (HR=1.561,
95%CI:1.007-2.420, p=0.046). Ucestalost arterijske hipertenzije (HTA) je bila znacajno
veca u grupi bolesnika sa Ph'MPN i trombozom, u odnosu na grupu bez tromboza
(p<0.05) i dokazano je da je interakcija izmedu Mo-Tr agregata i HTA aditivna
(HR=1.975,95%C]l:1.215-3.212, p=0.006). Prosecan nivo solubilnog P-selektina je bio
znacajno visi u grupi bolesnika sa PA"MPN i trombozom, nego u grupi bolesnika bez
tromboze (346.89 ng/ml vs 286.39 ng/ml, p=0.034), ali on nije potvrden kao prediktivni
faktor za nastanak tromboze u COX analizi. Prose¢ni nivoi E- i L-selektina se nisu
znacajno razlikovali izmedu grupa bolesnika sa PN"MPN u odnosu na prisustvo
tromboze.

ZAKLJUCAK: Ovo je prva prospektivna studija koja je ispitivala ulogu Le-Tr
interakcija za nastanak TE komplikacija u Ph'MPN. Utvrdeno je da su celularni i
humoralni markeri aktiviranih leukocita, trombocita i endotelnih ¢éelija povecani kod
neleCenih bolesnika sa Ph'MPN. Prema rezultatima ove studije samo povecani nivoi
Mo-Tr agregata predstavljaju nezavistan prediktivni faktor za nastanak TE
komplikacija. Konkomitantno prisustvo HTA dodatno ucvrséuje prediktivnu ulogu
poveéane koncentracije Mo-Tr agregata. S obzirom na to da je redukcija rizika za
trombozu primarni cilj terapije u Ph'MPN, posebnu paznju bi trebalo posvetiti leCenju
HTA. Prediktivni znacaj Mo-Tr agregata bi trebao biti analiziran i u modelima za

procenu rizika od tromboze kod bolesnika sa Ph-MPN.

Kljuéne reci: Ph'MPN, tromboze, leukocitno-trombocitni agregati, selektini,
JAK2V617F, TET-2, CALR, MPL, CFC, EC, markeri koagulacije

Naucna oblast: medicina
UZa naucna oblast: hematologija
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The significance of platelet-leukocyte interactions for the development of
thromboembolic complications in patients with Philadelphia-negative

myeloproliferative neoplasms

ABSTRACT

BACKGROUND: Thrombosis often complicates the clinical course of Philadelphia
negative myeloproliferative neoplasms (Ph"MPN) and is a major cause of morbidity and
mortality in these diseases. The pathophysiology of thrombosis in patients (pts) with Ph”
MPN is complex and still not fully understood.Inappropriate activation of leukocytes,
platelets and endothelial cells, with their mutual interaction represents an important
mechanism of thrombosis tendency in thesediseases. The importance of determining the
number of leukocyte-platelet (Le-Plt) aggregates as indicators of intravascular
activation of leukocytes and platelets, for assessing the risk of thrombotic complications
in pts with Ph"MPN has so far tested only in retrospective studies.

The AIM of our prospectivestudy was to investigate the predictive value of circulating
neutrophyle-platelet(Neu-Plt) and monocyte-platelet(Mo-Plt)aggregates as well as
soluble selectins for occurence of thromboembolic (TE) events in pts with Ph"MPN.
METHODS: The study included 95 consecutive pts withde novoPh"MPN (39
polycythemia  vera, 27 essential thrombocythemia, and 29 primary
myelofibrosis),diagnosed according to WHO criteria. Control group consisted of 33
healthy volonters. All analysis were performed after diagnosis, and before the start of
antiplatelet or cytoreductive therapy. Flow cytometric analysis of Le-Plt aggregateswas
performed on whole blood samples anticoagulated with EDTA/CTAD. Le-plt
aggregates were estimated as a fraction (%) of CD42b"CD61" neutrophyles and
monocytes. The plasma levels of E-, L-, and P-selectins were determinedby enzyme
immunoassay. All arterial and venous thrombotic events, except microcirculatory
disturbances, were recorded during mean follow-up period of about 3.25 years after
diagnosis.

RESULTS: During the follow-up TE complications occurred in 12.6% Ph"MPN pts
(arterial in 9.4%, venous in 3.2%), with mean time to TE event of 39 months. The

overall incidence rate of main thrombotic eventsin whole group of Ph-MPN during the



follow-up was 4.36 per 100 pts-years. The levels of Neu-Plt (22.4% vs 26.7%) and Mo-
Plt (12.3% vs 17.8%) aggregates did not differ significantly between groups of pts with
and without thrombosis. Using multivariate COX proportional hazard regression model,
it was proved that Mo-Pltaggregates represent independent predictive factor for
thrombosis development (HR=1.561, 95%Cl:1.007-2.420, p=0.046). Frequency of HTA
was significantly higher in group of P"MPN pts with thrombosis compared to those
without thrombosis (p<0.05), and multivariate COX proportional hazard regression
model confirmed that interaction between Mo-PIt aggregates and HTAmay be additive
(HR=1.975,95%Cl:1.215-3.212, p=0.006). The level of soluble P-selectinwas
significantly higher in group of Ph"MPN pts with thrombosis than in group of pts
without thrombosis (346.89 ng/ml vs 286.39 ng/ml, p=0.034), but has not been proved
as a predictive risk factorfor occurrence of thrombosis (COX proportional hazard
regression model).The levels of E- and L-selectin did not differ significantly between
Ph'MPN groups, according to the presence of thrombosis.

CONCLUSIONS: This is first prospective study investigating predictive role of Le-PIt
interactions on occurence of TE complication in PhPMPN. We found that both cellular
and soluble markers of activated leukocytes, platelets and endothelium are elevated in
previously untreated Ph"MPN pts. However, only increased levelMo-PIt aggregates was
shown as independent predictive risk factor for development of TE complications.
Concomitant presence of HTA further strengthens predictive role of Mo-Plt aggregates.
Since the reduction of thrombotic risk is a primary goal of therapy in Ph"MPN,special
attention should be paid to the treatment of HTA. Predictive significance of Mo-PlIt
aggregates should be analized in models to asses the risk of thrombosis in pts with Ph’
MPN.

Key words:Ph"MPN, thrombosis, leucocyte-platelet aggregates, selectins, JAK2V617F,
TET-2, CALR, MPL, CFC, EC, coagulation markers

Research area:medicine
Area of special interest:hematology
UDC number:



Skraéenice

MPN Mijeloproliferativne neoplazme

Ph Filadelfija-hromozom

Ph"MPN Filadelfija-hromozom negativne mijeloproliferativne neoplazme
PV Policitemija vera

ET Esencijalna trombocitemija

PMF Primarna mijelofibroza

HML Hroni¢na mijeloidna leukemija

HNL Hroni¢na neutrofilna leukemija

HEL Hroni¢na eozinofilna leukemija

HES Hipereozinofilni sindrom

SM Sistemska mastocitoza

Sz0 Svetska Zdravstvena Organizacija

EPO Eritropoetin

TPO Trombopoetin

IL-3 Interleukin-3

SCF Stem ¢elijski faktor

EEC Endogene eritroidne kolonije

EC Endogene kolonije

CFC Ukupan broj kolonija (Colony Forming Cells)
JAK?2 Janus kinaza 2

JAK2V617F Mutacija gena za janus kinazu 2 u region 14
GM-CSF Faktor stimulacije kolonija granulocita i monocita
CALR Myeloproliferative Leukemia Virus—MPL Kalretikulin
TE Tromboembolije

CVI Cerebrovaskularni insult

AIM Akutni infarkt miokarda

TIA Tranzitorni ishemicni atak

MP Mikropartikule

PC Protein C

PS Protein S

APC Aktivirani protein C

APCR Rezistencija na aktivirani protein C

GP Glikoprotein

TF Tkivni faktor

PSGL-1 P-selektin glikoprotein ligand-1

TREM-1 Triggering receptor expressed on myeloid cells 1
TNF-a Faktor nekroze tumora-o

IL-8 Interleukin-8

VWEF Von Willebrand faktor
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Uvod

FILADELFIJA NEGATIVNE MIJELOPROLIFERATIVNE
NEOPLAZME - DEFINICIJA | KLASIFIKACIJA

Mijeloproliferativne neoplazme (MPN) su heterogena grupa hematoloskih
bolesti, koje se karakteriSsu abnormalnom klonskom proliferacijom mati¢nih celija
hematopoze i povecanjem broja zrelih ¢elija u krvi. Termin “mijeloproliferativne
bolesti” je prvi upotrebio William Dameshek 1951 godine, kada je u istu grupu svrstao
policitemiju veru (PV), esencijalnu trombocitemiju (ET), primarnu mijelofibrozu (PMF)
i hroni¢nu mijeloidnu leukemiju (HML) (Dameshek 1951). Dameshek je pretpostavio
da medusobna slicnost u klini¢kom ispoljavanju ovih bolesti moze biti rezultat
povecane proliferativne aktivnosti mati¢nih ¢elija mijeloidne loze koja nastaje, ili kao
posledica “joS uvek neotkrivenog stimulusa”, ili nedostatka inhibitora koji bi

kontrolisao tu aktivnost.

Za razliku od HML koja se odlikuje postojanjem specifiénog molekulskog
markera- Filadelfija hromozoma, ostale mijeloproliferativne neoplazme: PV, ET i PMF
su se izdvojile kao “klasi¢ne”, ili Ph"MPN i pod tim nazivom su se zadrzale i u
najnovijoj klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije (SZO) (Tefferi A, 2007a;
Spivak, 2008) (Tabela 1.). Pored ovih obolenja, u grupi mijeloproliferativnih neoplazmi
prema najnovijoj klasifikaciji SZO (Tefferi A, 2007a; Spivak, 2008) nalaze se i
hroni¢éna neutrofilna leukemija (HNL), hroni¢na eozinofilna leukemija (HEL),
hipereozinofilni sindrom - HES, sistemska mastocitoza - SM, i neklasifikovane forme
MPN-a (Swerdlow, 2008). Klasifikacija SZO je revidirana 2008 godine u odnosu na
prethodnu verziju iz 2001, najvise zbog otkri¢a specificnih molekularnih poremecaja,

povezanih sa ovim bolestima.

Ph'MPN su retke bolesti, sa godiSnjom incidencom koja u evropskoj populaciji
iznosi 30/100.000 za PV, 24/100.000 za ET i 3/100.000 za PMF (www.orpha.net.).
Medutim, pretpostavlja se da zbog svog relativno indolentnog klinickog toka mnogi
slucajevi PV 1 ET ostanu nedijagnostikovani ili neregistrovani, pa bi stvarna incidenca

ovih bolesti verovatno mogla biti znatno veca od prikazane.
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Tabela 1. Klasifikacija mijeloproliferativnih neoplazmi (SZO, Swerdlow, 2008)

Mijeloproliferativne neoplazme (MPN)

e Hroni¢na mijeloidna leukemija (HML)
e Policitemija vera (PV)

e Esencijalna trombocitemija (ET)

e Primarna mijelofibroza (PMF)

e Hroni¢na neutrofilna leukemija (HNL)
e Hroni¢na eozinofilna leukemija (HEL)
e Bolest mast ¢elija (BMC)

o Neklasifikovane MPN (MPN-n)

Od Ph'MPN naj¢es¢e oboljevaju osobe starosti 50-60 godina, mada se mogu
javiti i u ostalim Zivotnim dobima. Oc¢ekivano trajanje Zivota kod bolesnika sa PV i ET
je sliéno kao 1 u normalnoj populaciji, mada moze biti skraceno usled tezih komplikacija
bolesti (Cervantes F, 2008), u prvom redu tromboze, ili krvarenja (Tefferi A, 2007b;
Falanga A, 2012). Osim toga, smrtni ishod kod bolesnika sa P"MPN moZe nastati i
zbog posledica fibroze koStane srzi i leukemijske transformacije bolesti (Tefferi A,
2007b). Prognoza bolesti je najlosija u PMF, zbog ¢ega je u ovoj bolesti prosecno
prezivljavanje znatno krace, a 90-ih godina proslog veka se kretalo u opsegu od 3.5 do 5
godina (Cervantes F, 2008). Ipak, primenom savremenih terapijskih principa, prose¢no
prezivljavanje bolesnika sa PMF je znatno produZeno, sa izuzetkom visokorizi¢ne

kategorije bolesnika (Cervantes F, 2012).

MOLEKULARNA PATOGENEZA Ph'MPN

Mijeloproliferativne neoplazme su klonalna (neoplasti¢na obolenja) §to je jos$
pokazao Dameshek 1951 na osnovu prisustva specifi¢nih enzimskih i genskih markera u
hematopoeznim mati¢nim ¢elijama. lako dugo vremena molekularna patogeneza Ph
MPN nije bila jasna, uoceno je da ove bolesti imaju mnogo zajednic¢kih osobina, u
prvom redu preosetljivost hematopoeznih prethodnika na citokine, kao Sto su
eritropoetin (EPO), trombopoetin (TPO), interleukin-3 (IL-3) i stem celijski faktor
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(SCF). Mati¢ne celije eritrocitne loze, koje su preosetljive na Epo, sposobne su da se
umnoZavaju i sazrevaju u in vitro uslovima u odsustvu egzogeno dodatog EPO i na
polucvrstoj hranljivoj podlozi stvaraju takozvane “endogene eritroidne kolonije” (EEC).
Prisustvo EEC predstavlja jedan od pomo¢nih SZO kriterijuma u dijagnozi PV (Tabela
2.), ali se EEC mogu detektovati i u ET i PMF (Weinberg RS, 1997; Oppliger
Leibundgut E, 2006; Goerttler PS, 2005).

Takode, Ph'MPN karakteriSe povecano stvaranje zrelih celija krvi; fibroza
kostane srzi razliCitog stepena, koja moze doprineti transformaciji u post-PV, ili post-
ET mijelofibrozu (Barosi, 2008); ekstramedularna hematopoeza, narocito u slezini i
jetri, tipina za PMF i uznapredovale faze bolesti PV i ET (post-PV i post-ET MF);
sklonost ka transformaciji u akutnu mijeloidnu leukemiju; a naroc¢ito neobicno visoka

stopa pojave tromboza, a nesto rede i krvarenja.

| pored ovih zapaZanja, do pre 10 godina, o molekularnoj patogenezi Ph"MPN se
znalo veoma malo. Somatska mutacija gena za janus kinazu 2 (JAK2) u regionu 14
hromozoma 9, koja je opisana 2005 godine (James, 2005; Kralovics, 2005; Levine,
2005; Baxter, 2005), bila je prva znacajna molekularna abnormalnost koja je otkrivena u
ovim bolestima. Janus kinaza 2 je tirozin kinaza koja regulie aktivnost mnogih
citokinskih receptora (EPO, TPO, IL-3, GM-CSF), posredstvom JAK-STAT, PI3K/Akt
I ERK1/2 MAPK signalnih puteva. Mutacijom u autoinhibitornom regionu JAK2 gena,
na proteinskom nivou dolazi do zamene aminokiseline valina fenilalaninom na poziciji
617 (JAK2-V617F ), Sto za posledicu ima sintezu janus kinaze 2 koja je stalno aktivna i
uzrokuje povecanu osetljivost ¢elija na faktore rasta (Levine, 2007). Prisustvo mutacije
donosi proliferativnu prednost celijama koje je poseduju, izazivajuéi klonalnu
ekspanziju hematopoeznih prethodnika. JAK2 V617F i druge mutacije koje uti¢u na
proliferativnu aktivnost krvnih ¢elija u Ph'MPN, nazivaju se “fenotipskim drajver

mutacijama“, jer se smatra da predstavljaju glavne okidace u patogenezi bolesti.
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Tabela 2. Dijagnosti¢ki kriterijumi za PV i ET (SZO, 2008.)

Policitemija vera Esencijalna trombocitemija

Major Kriterijumi

1. Hb > 18.5 g/dL (muskarci), ili > 16.5 1. Broj trombocita > 450 x 10°/L
Yk (s 2. Proliferacija krupnih, morfoloski
ili Hb ili Hk > 99% referentnog opsega zrelih megakariocita
za uzrast, pol, ili apsolutnu visinu 5 e e SZ0
ili Hb > 17 g/dL (muskarci ili > 15 g/dL kriterijumima HML, PV, PMF,
(zene) udruzen sa stalnim povecanjem MDS, ili drugih mijeloidnih
za > 2 g/dL u odnosu na normalu, koje neoplazmi
se ne moZe pripisati nadoknadi deficita 4. Potvrda JAK2V617F ili drugog

gvozda markera klonalnosti

ili Pove¢ana masa eritrocita > 25%

. y X ili isklju¢enje sekundarne
iznad proseéne normalne vrednosti

trombocitoze
2. Prisustvo JAK2V617F ili slicne
mutacije

Minor Kriterijumi
1. Trilinijska mijeloproliferacija u koStanoj

Srzi
. Snizena koncentracija Epo
3 Rast EEC _SVI kr_|te!’uum| moraju biti
ispunjeni

Dijagnosticke kombinacije
Oba major kriterijuma + 1 minor kriterijum ili
Prvi major kriterijum + 2 minor Kriterijuma

Epo- eritropoetin, EEC- endogene eritroidne kolonije

Jak2V617F mutacija je detektovana kod 95% bolesnika sa PV i kod 50%-60%
bolesnika sa ET i PMF. Pronadena je u manjem procentu i kod nekih drugih oboljenja
(hroni¢na mijelomonocitna leukemija, mijelodisplasti¢ni sindrom, BCR/ABL negativna
HML, akutna mijeloidna leukemija) (Jelinek, 2005; Vicente, 2007), ali nikad kod
zdravih osoba (Lippert, 2006). Imajuc¢i u vidu ¢injenicu da su kod veéine PV i malog
broja ET i PMF bolesnika, samo mutirani aleli detektovani u hematopoeznim c¢elijama,

pretpostavljeno je da odnos mutiranih i nemutiranih alela utiCe na fenotipske

karakteristike PA"MPN (Larsen, 2007).
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Uzrok bolesti kod bolesnika sa Ph"MPN koji nemaju JAK2 V617F mutaciju,
postao je predmet istrazivanja. Pokazano je da i u drugim genima mogu da se jave
drajver mutacije, koje ili koegzistiraju sa JAK2 V617F mutacijom, ili samostalno uti¢u
na patogenezu ovih bolesti. Ove mutacije su pronadene u signalnim putevima koji su u

interakciji sa JAK/STAT, ili su deo drugih signalnih puteva.

Kod JAK2V617F negativnih bolesnika sa PV otkrivene su mutacije JAK2 gena u
egzonu 12, koje indukuju jo$ vecu aktivaciju JAK-STAT puta nego V617F alel (Scott,
2007). Zbog toga se abnormalnosti u egzonu 12 funkcionalno preklapaju sa V617F

alelom, ali su tipi¢no povezane sa “Cistim” PV fenotipom (Scott, 2007).

Somatska mutacija gena za trombopoetinski receptor (MPL - Myeloproliferative
Leukemia Virus) je prisutna kod 3-8% JAK2V617F negativnih bolesnika sa ET i PMF,
ali nikada nije detektovana u PV (Pikman Y, 2006; Pardanani AD, 2006). Ova mutacija
uzrokuje stvaranje aberantnog receptora za TPO, zbog zamene aminokiseline triptofan
leucinom u kodonu 515 (MPLWH515L). MPL receptor postaje konstitutivno aktivan,
nezavisno od stimulacije TPO, ¢ime se gube efekti fizioloSke inhibicije (Staerk J, 2011).
Nivoi ekspresije JAK2 i MPL proteina se tokom megakariocitopoeze sukcesivno
povecavaju, Cime se uspostavlja viSi nivo kontrole i fina regulacija sazrevanja
megakariocitnih prethodnika (Besancenot R, 2014). Na osnovu iznetih podataka se
moze zakljuciti da su P'MPN cesto uzrokovane mutacijama JAK2, ili citokinskih

receptora, koji zavise od JAKZ, ili njihovih signala.

Velika praznina u mutacionom profilu ET i PMF je nedavno popunjena otkricem
somatskih mutacija u kalretikulinu (CALR), koje se mogu detektovati kod 20-35%
bolesnika sa ET, ili PMF (Klampfi T, 2013; Nangalia J, 2013). CALR i JAK2 mutacije
se medusobno iskljucuju kod bolesnika sa Ph'MPN, uz retke izuzetke (Lundberg P,
2014). lako mehanizmi kojim mutacije CALR uzrokuju nastanak Ph"MPN jos uvek nisu
sasvim objasnjeni (Cazzola M, 2014), one takode dovode do hiperaktivnosti
JAK2/STAT signalnog puta u megakariocitnim i granulocitnim prethodnicima (Klampfi
T, 2013; Rampal R, 2014).

Pored “fenotipskih drajver mutacija“ koje su direktno povezane sa sa

hiperproliferacijom hematopoeznih ¢elija, postoji Citav niz somatskih mutacija koje su
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detektovane kod bolesnika sa Ph"MPN, a koje ne deluju primarno na proliferaciju, ali
mogu da modifikuju i pojacaju efekte fenotipskih drajver mutacija (Vainchenker W,
2011). Zajednicka osobina svih ovih genskih mutacija je da one samostalno ne mogu
prouzrokovati fenotip Ph'MPN, pa su zbog toga nazvane ,nefenotipskim drajver
mutacijama“ (Skoda RC, 2015). Ove mutacije se mogu cCesto videti i u drugim
hematoloSkim malignitetima (mijelodisplasti¢ni sindrom, akutne leukemije) (Skoda RC,
2015). Somatske mutacije ponekad mogu prethoditi nastanku fenotipskih drajver
mutacija i tada predstavljaju potencijalno predisponiraju¢i mutacioni dogadaj (Schaub
FX, 2009). Naime, ove mutacije mogu nastati pre, ili posle JAK2 V617F mutacije
(Schaub FX, 2010). Zbog toga redosled dogadaja nije uvek na isti nain povezan sa
funkcijom gena. Kada je u pitanju TET2 mutacija, redosled dogadaja ima uticaj na
razlike u fenotipskom ispoljavanju Ph"MPN, kao i na komplikacije (tromboze na
primer) (Ortmann CA, 2015).

Oko 10% bolesnika sa Pn"MPN se nazivaju ,triple negativnim®, jer kod njih
drajver mutacija jo$ nije otkrivena. Medutim, ¢ak | “triple negativni” bolesnici takode
pokazuju hiperaktivnost JAK2 signala (Rampal R, 2014), zbog cega se opravdano
pretpostavlja da ove bolesti nastaju kao manifestacija hiperaktivhog JAK2/STAT
signalnog puta. ,, Triple-negativni* bolesnici sa PMF imaju loSiju prognozu od onih sa
prisutnim mutacijama JAK2, MPL, ili CALR (Tefferi A, 2014), dok bolesnici sa CALR
mutacijama imaju bolju prognozu od onih sa JAK2 i MPL mutacijama (Klampfi T,
2013; Rumi E, 2014; Rotunno G, 2014). Tumacenje mutacionih profila u Ph"MPN
postaje sve interesantnije u potencijalnoj klasifikaciju podtipova i odredivanju prognoze

ovih bolesti.

TROMBOEMBOLIJSKE KOMPLIKACIJE U Ph'MPN

Tromboza je vodeci uzrok morbiditeta i mortaliteta kod bolesnika sa PA'MPN, a
naroc¢ito u PV i ET (Falanga A, 2012). Prema podacima iz velikih Evropskih studija,
ucestalost tromboza na dijagnozi se u PV krece izmedu 34 i 39%, a u ET od 10% do
29% (Tefferi A, 2007). Kumulativna godisSnja stopa tromboza u PV iznosi 3-8%
(Marchioli A, 2005), u ET 2-4% (Harrison CN, 2005; Gisslinger H, 2013; Carobbio A,
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2011), a u PMF 2,23% (Barbui, 2010). Razlog za relativnho malu incidencu tromboza u
PMF verovatno lezi u ¢injenici da mnogi drugi dogadaji ¢eS¢e komplikuju klinicki tok
ove bolesti (akutna leukemija, rana smrt, drugi nekardiovaskularni dogadaji) (Barbui,
2010). Vaskularne komplikacije kod bolesnika sa PV i ET se naj¢e$¢e manifestuju u
obliku arterijskih i venskih tromboza i mikrocirkulatornih poremecaja (Falanga A,
2012) (Tabela 3.). Kod bolesnika sa PV i PMF arterijske i venske tromboze se javljaju
sa podjednakom ucestaloS¢u (Marchioli A, 2005, Barbui T, 2010), dok je u ET
incidenca arterijskih tromboza 2-3 puta veéa u odnosu na venske (Harrison CN, 2005;
Gisslinger H, 2013; Carobbio A, 2011). Tromboembolijske komplikacije skracuju
ocekivano trajanje zivota i to viSe u PV, nego u ET (Tefferi A, 2007; Passamonti F,
2004).

Tabela 3. Spektar tromboti¢nih manifestacija u policitemiji veri i esencijalnoj

trombocitemiji (Preuzeto iz: Falanga A, Marchetti M. Thrombotic disease in the myeloproliferative neoplasms.
Hematology Am Soc Hematol Educ Program. 2012;2012:571-581)

Mikrocirkulatorni

Venske tromboze e
poremecaji

Arterijske tromboze

Infarkt miokarda Duboke venske tromboze Eritromelalgija

Nestabilna angina pect. Tromboembolija plu¢a Seizures
Cerebrovaskularni insult | Venske tromboze Migrena
Tranzitorni ishemi¢ni atak neuobicajene lokalizacije Vrtoglavica

Akutne periferne i
visceralne tromboembolije

(splanhni¢na venska
tromboza, tromboza
centralnog sinusa i vena)

Zujanje u usima (tinnitus)
Scintillating scotoma

PovrsSinske venske tromboze

Ve Amaurosis fugax
(tromboflebitis)

Arterijske tromboze

Arterijske tromboze ¢ine 60-70% svih tromboti¢nih dogadaja u Ph'MPN i
najces¢e se manifestuju u vidu cerebrovaskularnog insulta (CVI), akutnog infarkta
miokarda (AIM) i okluzije perifernih arterija (Falanga A, 2012). U PV i ET arterijske
tromboze su ¢esto prva manifestacija, koja ukaze na postojanje MPN. Rizik za pojavu

arterijske tromboze u PV i ET je najveéi u vreme postavljanja dijagnoze, a zatim se
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tokom perioda pra¢enja smanjuje (Landolfi R, 2008). Prema rezultatima velikih
retrospektivnih studija, trombofilno stanje se moZe otkriti i 5-6 godina pre dijagnoze PV
(Gruppo lItalianoStudio Policitemia, 1995). Kod bolesnika sa PV, CVI ¢ini oko 30-40%
svih tromboti¢nih dogadaja (Falanga A, 2012). Tranzitorni ishemi¢ni atak (TIA) se u
PV javlja sa sliénom ucestalos¢u kao 1 CVI, ali se rizik za pojavu TIA ne smanjuje pod
uticajem terapije, koja znacajno redukuje rizik za pojavu CVI (Marchioli R, 2005).
Akutni koronarni sindrom se u PV javlja rede i uglavhom se dijagnostikuje tokom
perioda pracenja kod leCenih bolesnika. Akutne vaskularne okluzije na drugim

lokalizacijama su u PV i ET ¢e$c¢e nego u obi¢noj populaciji (Falanga A, 2012).

Venske tromboze

Venski TE dogadaji se mogu manifestovati u vidu dubokih venskih tromboza
donjih ekstremiteta, tromboembolije pluc¢a i intraabdominalnih (hepaticke, portne i
mezenteri¢ne), ili cerebralnih venskih tromboza, kao i povrSinskog tromboflebitisa
donjih ekstremiteta (Falanga A, 2012).

Tromboze cerebralnih sinusa i splanhni¢nih (portne i hepati¢ne) vena se ¢eSce
javljaju u PV i ET, nego u PMF. Tromboze splanhni¢nih vena Cesto predstavljaju prvu
manifestaciju prethodno nedijagnostikovane, ili tzv “latentne” Ph"MPN. U studijama u
koje su bili uklju¢eni bolesnici sa splanhni¢énom venskom trombozom, Ph"MPN je
dijagnostikovana kod 53% bolesnika sa Budd-Chiari sindromom i kod 40% bolesnika sa
trombozom vena porte (Kiladijan JJ, 2008). Ova studija je takode potvrdila da su
bolesnici sa “latentnom” Ph'MPN kod kojih se razvio Budd-Chiari sindrom, ili
tromboza portnih vena u poredenju sa bolesnicima koji imaju “klasi¢ni” oblik Ph"MPN,
mladi, imaju normalne parametre krvne slike I preovladuju zene u podtipu PV
(Kiladijan JJ, 2008). Pretpostavlja se da poveéan protok krvi u portnom sistemu,
kongestivna splenomegalija i hepati¢na ckstramedularna hematopoeza predstavljaju
glavne uzroke nastanka tromboza splanhni¢nih vena kod bolesnika sa Ph'MPN
(Kiladijan JJ, 2008).
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Mikrocirkulatorni poremecaji

Mikrocirkulatorni poremecaji predstavljaju tipi¢ne trombozne manifestacije u
PV i ET i rezultat su stvaranja trombocitnih tromba u distalnim arterijskim krvnim
sudovima u mozgu, srcu, trbuhu i kozi (Falanga, 2012). Klini¢ki se mogu manifestovati
razli¢itim tranzitornim simptomima, kao $to su eritromelalgije, tranzitorni ishemiéni
ataci, poremecaji vida, ili sluha, Raynaud fenomen, rekurentne glavobolje, ili periferne
parestezije. Disartrija, tranzitorno monokularno slepilo, ili tranzitorna mono, ili
hemipareza i drugi fokalni simptomi se rede javljaju. Bolesnici takode mogu doziveti
tranzitornu diplopiju i iznenadne reverzibilne atake zamuéenog vida (Falanga, 2012).
Eritromelalgija se najcesc¢e javlja u PV i1 ET, ali nikad u sekundarnoj trombocitozi, ¢ime
je potvrdeno da glavnu ulogu u nastanku ovog fenomena imaju funkcionalno

poremeceni trombociti (Zucker S, 1972).

PATOGENEZA TROMBOZE U Ph"MPN

Smatra se da sklonost tromboziranju kod bolesnika sa Ph'MPN nastaje kao
rezultat hiperrkoagulabilnog stanja u krvi ¢ija patogeneza joS uvek nije potpuno
razjaSnjena. Danas preovladava misljenje da su za pojavu ste¢enog trombofilnog stanja
u Ph'MPN odgovorna dva mehanizma koji ukljucuju ulogu aktiviranih celija krvi i
endotela (Slika 1.). Prvi mehanizam se zasniva na kvantitativnim i funkcionalnim
poremecajima zrelih ¢elija krvi, nastalih tumorskom proliferacijom Ph"MPN klona
(eritrociti, leukociti, trombociti), koje ispoljavaju trombofilna svojstva. Drugi
mehanizam odgovoran za trombofilno stanje u Pn"MPN prouzrokovan je inflamatornim
odgovorom organizma na povec¢anu produkciju citokina i drugih medijatora od strane
tumorskih PA'MPN ¢elija i manifestuje se ekspresijom prokoagulantnih svojstava u
normalnim vaskularnim ¢elijama. U sloZzenom procesu patogeneze tromboze, krvne i
vaskularne ¢elije ispoljavaju prokoagulantne, proteoliticke i athezione osobine i

sekretuju inflamatorne citokine.
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Aktivirani Neutrofili

* ® @) ’ Promene u membrani
* Aktivirani Trombociti Eritrocita
0o > #¥ S o \

et Trombocltl {:}
Neutrofili Eritrociti

Endotel krvnog suda

Eritrociti ¥y Krv

Slika 1. Patogeneza trombofilije u Ph"MPN. (preuzeto iz: Barbui T, Finazzi G, and Falanga A.
Myeloproliferative neoplasms and thrombosis. Blood, 2013; 122(13):2176-2184.) U patogenezu steCenog
trombofilnog stanja u okviru PPMPN ukljucene su funkcionalno poremecene celije tumorskogPh"MPN
klona (eritrociti, leukociti, trombociti), koje ispoljavaju trombofilna svojstva i normalne vaskularne ¢elije
, koje postaju prokoagulantne u odgovoru na inflamatorne stimuluse. Inflamatorni stimulusi nastaju u
odgovoru organizma na prisustvo tumorskog Ph'MPN klona. Aktivirani neutrofili aktiviraju hemostazni
sistem razli¢itih mehanizmima.Povecano oslobadanje proteolitickih enzima i reaktivnih kiseoni¢nih grupa
u cirkulaciju moZe aktivirati trombocite, endotelne ¢elije i proteine koagulacije.Aktivirani trombociti
eksprimiraju P-selektin i tkivni faktor (TF) i oslobadaju mikrocestice (microparticules — MP). Povecana
ekspresija CD11b na povrsini neutrofila omogucava adheziju sa endotelnim ¢éelijamai trombocitima i
nagomilavanje koagulacionih proteaza na povrSini neutrofila. Biohemijske promene u celijskoj
membranii sadrZaju eritrocita mogu nezavisno narusiti protok krvi posredstvom stvaranja eritrocitnih
agregata. Agregiranje eritrocita olakSava interakcije izmedu leukocita i trombocita sa zidom krvnog suda.

PROTROMBOGENA ULOGA KVANTITATIVNIH |
KVALITATIVNIH POREMECAJA U KRVNIM 1
VASKULARNIM CELIJAMA

Trombociti

Uloga trombocitoze u patogenezi tromboza nije dokazana. lako je u nekim
studijama potvrdeno da se redukcijom broja trombocita kod bolesnika sa ET smanjuje

ucestalost mikrocirkulatornih poremecaja i poboljSava funkcionalnost trombocita, veza
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izmedu trombocitoze i velikih kardiovaskularnih dogadaja nije definitivno ustanovljena.
(Elliott MA, 2005; Harrison CN, 2005a). Prediktivni znaaj broja trombocita za
nastanak tromboze nije potvrden rezultatima dobijenim iz dve velike prospektivne
studije (Polycythemia Vera Study Group — PVSG; European Collaboration on Low-
Dose Aspirin in Polycythemia Vera — ECLAP) (Berk PD, 1986; Landolfi R, 2004).

U studiji pod nazivom Primary Thrombocythemia 1 (PT1) ispitivani su bolesnici
sa ET i visokim rizikom za pojavu tromboze, koji su randomizovani u dve terapijske
grupe: grupu koja je primala hidroksiureu (globalni mijelosupresivni agens) i grupu koja
je primala anagrelid (agens koji redukuje samo broj trombocita) (Harrison CN, 2005b).
Uprkos tome $to su oba leka u sli¢noj meri redukovala broj trombocita, vaskularne
komplikacije (arterijske i venske tromboze, ozbiljne hemoragije, smrt zbog vaskularnih
dogadaja) su se ¢eS¢e dogadale u grupi bolesnika koja je primala anagrelid + aspirin,
nego u grupi koja je primala hidroksiureu + aspirin (Landolfi R, 2004). Jedan od
zakljucaka iz ove studije je bio taj da je smanjenje ucestalosti tromboza rezultat
globalnog citoreduktivnog efekta, kakav ima hidroksiurea, a ne izolovane redukcije
broja trombocita pod uticajem anagrelida. Ovakav efekat hidroksiuree je zapaZzen
prethodno u jo$ jednoj prospektivnoj studiji, sprovedenoj u grupi visokorizi¢nih
bolesnika sa ET (Cortelazzo S, 1995). Naprotiv, u PMF, bolesti koju karakteriSe manja
ucestalost kardiovaskularnih dogadaja nego PV i ET, dokazano je da postoji korelacija

izmedu trombocitoze i pojave tromboza (Cervantes F, 2006).

Pojava ekstremne trombocitoze (>1500x10%L) je udruZena sa povecanim
rizikom za paradoksalnu pojavu stecenog VVon Willebrand-ovog sindroma koji stvara
predispozciju ka krvarenju (Cortelazzo S, 1995). Smatra se da ovaj poremecaj nastaje
zbog povecanog klirensa velikih cirkuliSu¢ih multimera Von Willebrand faktora od
strane trombocita (Landolfi R, 2006). Pokazano je da se smanjenjem broja trombocita
citoreduktivnom terapijom u ovom poremecaju smanjuje i sklonost ka krvarenju (Elliott

MA, 2005;Harrison CN, 2005a).

Uloga kvalitativnih promena u trombocitima u patogenezi tromboza je dokazana
u PV i ET. Tako na primer, brzo povlacenje mikrovaskularnih simptoma i normalizacija
testova aktivacije trombocita tokom sprovodenja terapije aspirinom u ET, sugeriSu

znacajnu ulogu trombocita u nastanku mikrovaskularnih okluzija (eritromelalgija)
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(Michiels JJ, 2006). Nasuprot neefikasnosti oralne antikoagulantne terapije, kontrola
trombocitne funkcije malim dozama aspirina i normalizacija broja trombocita prevenira
ponovnu pojavu mikrovaskularnih poremecaja u end-arterijalnoj i mikrovaskularnoj
mrezi cerebralnih, koronarnih i perifernih krvnih sudova. Rezultati ECLAP studije su
potvrdili da terapija malim dozama aspirina znacajno redukuje rizik od nastanka
kardiovaskularnih dogadaja u PV (Landolfi R, 2004). Veliki broj studija je pokazao
poremecaje razlic¢itih funkcija trombocita kod bolesnika sa Pn"MPN, ali je generalno
losa korelacija izmedu nalaza poremecéene trombocitne funkcije i sklonosti trombozama,

ili krvarenju.

Ve¢ duze vreme je poznato da je metabolizam arahidonske Kkiseline u
trombocitima bolesnika sa Ph'MPN relativno Cesto poremecen, da je poremecena
agregabilnost i da su nivoi membranskih athezivnih molekula u njima snizeni
(glikoprotein (GP) 1b, GPlIb-Illa, GPIV i GPVI) (Landolfi R,1995) Ipak, novija
ispitivanja su dokazala da trombociti bolesnika sa Ph"MPN cirkuliSu u aktiviranom
stanju, Sto je potvrdeno nalazom povecane ekspresije P-selektina i tkivnog faktora (TF)
(Arellano-Rodrigo E, 2006; Falanga A, 2005a, 2007) i povecéane frakcije fagocitovanih
trombocita u cirkuliSu¢im neutrofilima i monocitima (Maugeri N,2011). Smatra se da
permanentna aktivacija trombocita u Ph"MPN dovodi do iscrpljivanja njihove funkcije i
smanjenog odgovora na in vitro stimuluse. In vivo, poveéana aktivnost trombocita je
potvrdena na osnovu povecanja koncentracije produkata metabolizma aktiviranih
trombocita u plazmi (B-tromboglobulin i trombocitni faktor-4) i u urinu (metaboliti
tromboksana A2 11-dehidro-TxB2 i 2,3-dinor-TxB2) (Jensen MK, 2000). Nakon
aktivacije, na povrsini trombocita se eksprimira anjon fosfatidilserin, koji predstavlja
kataliticku povrSinu za stvaranje trombina, $to doprinosi aktiviranju koagulacionog
sistema (Slika 2.).
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Protromboticki faktori
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Slika 2. Uloga trombocitnih poremecaja u nastanku hiperkoagulabilnosti krvi u

Ph"MPN. (preuzeto iz: Falanga A, Marchetti M. Thrombotic disease in the myeloproliferative neoplasms.
Hematology Am Soc Hematol Edu Program. 2012:571-581.Uloga trombocita u nastanku trombofilnog stanja u
MPN je bila predmet istrazivanja u mnogim studijama. Sada je medutim jasno da glavni element u riziku
od tromboze nije broj trombocita, ve¢ njihovi funkcionalni poremecaji. Dokazano je da povecana
ekspresija P-selektina, trombospondina i aktiviranogreceptora za fibrinogen pozitivno koreliraju sa
nastankom tromboze. Formiranje leukocitno-trombocitnih agregata, aktivacija trombocita i oslobadanja
mikropartikula u cirkulaciju takode u¢estvuju u patogenezi tromboze kod ovih bolesnika.Mikropartikule
izlozene dejstvu anjonskom fosfatidilserinu, obezbeduju kataliticku povrSinu za stvaranje trombina, §to
dodatno pojacava aktivaciju trombocita.

U skladu sa ovim nalazima, kod bolesnika sa PV i ET je dokazano da je
povecano stvaranje trombina povezano sa povecanom aktivacijom trombocita i
povecanom frakcijom novoformiranih, nezrelih trombocita (Panova-Noeva M, 2011a).
Kod zdravih osoba, do 2% cirkuliSu¢ih trombocita ¢ine nezreli, ili retikularni
trombociti. Njihov broj odrazava intenzitet trombocitopoeze i u direktnoj je korelaciji sa
proliferativnom aktivno$¢u megakariocita. In vitro studije su pokazale da novoformirani
trombociti imaju viSi nivo hemostatske aktivnosti u poredenju sa zrelim, Sto je
dokumentovano veéim odgovorom na trombin i vecom ekspresijom P-selektina

(Harrison P, 1997).

Dokazano je takode da citoreduktivna terapija hidroksiureom znac¢ajno smanjuje

ucestalost tromboti¢nih dogadaja u PV i ET (Panova-Noeva M, 2011b), Sto ukazuje na
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vaznost potiskivanja patoloskog klona prekomerno aktiviranih trombocita u redukciji

tromboti¢nih komplikacija.

Uticaj trombopoetina (TPO) i njegovog receptora (c-MPL) na funkciju
trombocita u Ph'MPN je takode ispitivan u mnogim studijama. SniZena ekspresija c-
MPL na povrSini trombocita i megakariocita je dokazana u PV i PMF, ali ne i u ET
(Falanga A, 2012). Pored toga je pokazano da kod bolesnika sa Ph"MPN TPO indukuje
agregaciju trombocita i sekreciju gustih granula u odgovoru na standardne stimuluse
(kolagen, adenozin difosfat — ADP, epinefrin) (Pecquet C, 2012). Postoji moguénost da
konstitutivna aktivacija c-MPL u JAK2 V617F pozitivnim trombocitima ¢ini ove ¢elije
reaktivnijim na stimuluse i da na njihovoj membrani dovodi do povecane ekspresije P-

selektina.

Eritrociti

Povecane vrednosti hematokrita su kod bolesnika sa PV udruzene sa pove¢anim
rizikom od pojave tromboembolijskih dogadaja, mada mehanizam ove veze nije
potpuno jasan (Adams BD, 2010) (Shema 1.). Cak i blago povecane vrednosti
hematokrita mogu biti vazan faktor koji uzrokuje okluzivnu vaskularnu bolest, narocito

u cerebralnoj cirkulaciji, $to je posledica povecane viskoznosti krvi.

Pri visokim vrednostima Hk (47%-53%) protok krvi kroz cerebralne krvne
sudove je znacajno usporeniji nego $to je pri nizim vrednostima Hk (36%-46%). Kod
nelecenih bolesnika sa PV, veéina tromboti¢nih dogadaja se deSava u cerebralnoj
cirkulaciji, koja je naroCito osetljiva na hiperviskoznost krvi. U arterijskom delu
vaskularnog korita, pove¢ana masa eritrocita potiskuje trombocite prema zidu krvnog
suda, $to dovodi do njihove aktivacije i povecanja trombocitno-trombocitnih interakcija.
U venskom delu vaskularnog korita, protrombogeni efekat se pripisuje hiperviskoznosti,
koja usporava protok krvi. Kljuéni cilj u terapiji PV jeste smanjenje hiperviskoznosti
krvi, ali je pokazano da izolovano smanjivanje hematokrita venepunkcijom nije
dovoljno za eliminaciju rizika od tromboze. Ovo je posledica €injenice da je mehanizam
tromboze u Ph'MPN kompleksan i da pored povecane viskoznosti krvi u njemu

ucestvuju i drugi faktori kao §to je abnormalna aktivacija trombocita (Landolfi R, 1992).
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Osim toga, u eritrocitima bolesnika sa ET i PV opisane su i biohemijske promene u
¢elijskoj membrani i citoplazmi, koje uzrokuju stvaranje eritrocitnih agregata i dovode
do dodatnog usporavanja toka krvi (Turitto VT, 1980). Agregiranje eritrocita olakSava

interakcije leukocita i trombocita sa zidom krvnog suda.

| Povehnhemmolm
l

T Aktivacija Trombocita

indukovana protokom krvi < -
TViskoznost Biohemijske promene u

krvi l membrani eritrocita

Trombocitno-Trombocitne l
\ interakcije T Eritrocitni agregati }

|

Hiperkoagulacija

Shema 1. Protromboti¢ni efekat pove¢anog hematokrita kod bolesnika sa PV i ET.
(preuzeto iz: Barbui T, Finazzi G, and Falanga A. Myeloproliferative neoplasms and thrombosis. Blood, 2013;
122(13):2176-2184.) Povecan hematocrit moZe povecati rizik za trombozu razliitim mehanizmima: (1)
povecanjem viskoznosti krvi; (2) na mestima velikog protoka krvi, poveéana masa eritrocita potiskuje
trombocite prema zidu krvnog suda, olaSavajuéi njihovu aktivaciju i trombocitno-trombocitne
interakcije; (3) pri sporijem protoku krvi u venskom koritu, hiperviskoznost povecava trombogeni rizik
smanjujuci dodatno brzinu protoka krvi; (4) biohemijske promene u ¢elijskoj membrane i intracelularnom
sadrZaju eritrocita.

Leukociti

Na znacaj povecanog broja leukocitaza nastanak arterijskih i venskih tromboza u
PV i ET ukazali su rezultati veceg broja retrospektivnih studija (Landolfi R, 2007;
Carobbio A, 2007, 2008; Palandri F, 2011). Takode, leukocitoza je potvrdena kao faktor
rizika za rekurentne arterijske tromboze kod PV i ET bolesnika mladih od 60 godina
(De Stefano V, 2010). Naprotiv, leukocitoza prisutna u vreme postavljanja dijagnoze
Ph'MPN nije potvrdena kao faktor rizika za pojavu tromboza kod niskorizi¢nih

bolesnika sa PV i ET u retrospektivnim studijama (Gangat N, 2009).
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Prediktivni znacaj leukocitoze za nastanak tromboze u Ph'MPN jo$ uvek nije
potvrden u prospektivnim studijama sa stratifikacijom bolesnika u odnosu na broj
leukocita u vreme dijagnoze. Najnovija otkri¢a ukazuju na to da leukociti u¢estvuju u
patogenezi tromboze u PV i ET posredstvom aktivacije i interakcije sa trombocitima,

endotelnim ¢elijama i koagulacionim sistemom(Falanga A i sar, 2012.).

Osim toga, leukociti ucestvuju i u inflamatornom procesu u ateroskleroznim
plakovima i na taj nacin doprinose pojavi vaskularnih dogadaja. Neutrofili, koji
predstavljaju najzastupljeniju frakciju leukocita, imaju centralnu ulogu u inflamatornom
odgovoru i u aktivaciji koagulacionog sistema u krvi bolesnika sa PA"MPN (Falanga Ab,
2005). Aktivirani neutrofili aktiviraju hemostazni sistem razli¢itim mehanizmima:
produkuju reaktivne kiseoni¢ne grupe, oslobadaju u cirkulaciju proteolitiCke enzyme iz
azurofilnih granula (elastaza, mijeloperoksidaza, katepsin G) i povec¢ano eksprimiraju
B-integrin Mac 1 (ili CD11b) na svojoj membrani. Svi ovi molekuli mogu aktivirati
koagulacioni sistem i indukovati trombofilno stanje (Afshar-Khargan V, 2006). CD11b
antigen je konstitutivno eksprimiran na membrani leukocita, a nakon aktivacije, njegova
ekspresija je povecana. Povecana ekspresija CD11b omogucava atheziju neutrofila sa
endotelnim ¢elijama i trombocitima i nagomilavanje koagulacionih proteaza na povrsini
neutrofila (Afshar-Khargan V, 2006). Na osnovu povecane ekspresije CDI1b i
povecéane koncentracije proteaza u cirkulaciji, povecana aktivnost neutrofila je dokazana
kod bolesnika sa ET i PV (Falanga A, 2005a, blood 2000), kao i kod bolesnika sa PMF
(Alvarez-Larran A, 2007). Ovi poremecaji su direktno korelirani sa povecanim
koncentracijama biomarkera koagulacije i aktivacije endotela, na osnovu ¢ega je donet
zakljucak da su aktivirani neutrofili ukljuceni u patogenezu hiperkoagulabilnog stanja u
Ph"MPN.

Nekoliko studija je opisalo povecane nivoe cirkuliSucih leukocitno-trombocitnih
agregata u PV i ET, pripisujuéi taj fenomen aktivaciji leukocita i trombocita (Villmow T
I sar, 2003; Falanga A i sar, 2005a; Alvarez-Larran A i sar, 2008.). Athezija trombocita
za leukocite i formiranje meSovitih leukocitno-trombocitnih agregata je rezultat
interakcije izmedu neutrofila, monocita i trombocita (Marchetti M, 2008). Postoje
dokazi da aspirin inhibira interakcije izmedu neutrofila i trombocita i smanjuje nivoe

leukocitno-trombocitnih agregata u cirkulaciji (Falanga A, 2005a).

16



Uvod

S obzirom na to da je G-CSF receptor povezan sa JAK2 putem, moguce je da
konstitutivna aktivacija signala preko ovog receptora u prisustvu JAK2 V617F mutacije
moze biti delimi¢no odgovorna za aktivirani fenotip neutrofila kod PV i ET bolesnika

(Falanga A, 2012).

Mehanizmi stvaranja leukocitno-trombocitnih agregata

Leukocitno-trombocitne interakcije u Ph™MPN zapocinju aktivacijom
kvalitativno izmenjenih trombocita (Falanga A, 2012). Interakcija aktiviranih
trombocita sa leukocitima je koordinisana athezionom kaskadom dogadaja, Ciji je
krajnji ishod aktivacija leukocita. Ova kaskada se odvija posredstvom medusobnog
vezivanja receptor-ligand parova sa trombocita i leukocita (Slika 3.). Aktivacija
trombocita uzrokuje degranulaciju alfa granula, iz kojih se oslobada P-selektin, koji se
zatim povecano eksprimira na spoljasnjoj strani membrane trombocita. (povrSinski P-
selektin). Aktivirani trombociti inicijalno atheriraju za leukocite tako Sto se P-selektin
vezuje za svoj ligand, P-selektin glikoprotein ligand-1(PSGL-1). Posle inicijalne
adhezije, slede¢i korak je stabilizacija agregata, koja se ostvaruje vezivanjem Mac-1
molekula (CD11b) sa povrsine leukocita za glikoprotein Ib (GPIb) na trombocitima.
Treci receptor-ligand par, koji stabilizuje agregate i dodatno aktivira leukocyte ¢ine
Hriggering receptor expressed on myeloid cells 1 TREM-1 i TREM-1 ligand.

Trombociti mogu agregirati za neutrofilne leukocite i za monocite, formirajuci dva tipa

leukocitno-trombocitnih agregata: neutrofilno-trombocitne i monocitno-trombocitne.

Aktivirani trombociti indukuju aktivaciju leukocita najpre direktno, stvarajuci
agregate sa njima, a zatim i naknadnim delovanjem solubilnog P-selektina koji se
oslobada sa povrSine aktiviranih trombocita u cirkulaciju. Tako aktivirani leukociti
pocinju da oslobadaju reaktivne kiseoni¢ne (Oz) grupe, zapaljenske citokine (tumor
necrosis factor-a (TNF-a), interleukin-8 (IL-8)) i intracelularne proteaze, koje ostec¢uju
endotel krvnih sudova i dovode do njegove aktivacije. 1z subendotelnih ¢elija poc¢inju
pojacano da se oslobadaju razli¢iti aktivni molekuli (Von Willebrand faktor — VWF,
tkivni faktor — TF) u cirkulaciju, koji se zatim vezuju za trombocite i dalje pojacavaju

njihovu athezivnost. Istovremeno se iz subendotelnih ¢elija smanjuje oslobadanje azot
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monoksida (NO), koji je jedan od glavnih inhibitora aktivacije trombocita i leukocita.

Glavna posledica svih ovih dogadaja je pojava hiperkoagulabilnosti krvi.
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Slika 3. Receptor / ligand parovi ukljuéeni u trombocitno-neutrofilne interakcije. (preuzeto
iz: Michelson A D, and Newburger P E Blood 2007;110:794-795)

Bolesti i stanja u kojima se povecavaju leukocitno-trombocitni agregati

Agregati se mogu detektovati i u krvi zdravih osoba. Prema literaturnim
podacima, ovi nivoi su niski 1 oni se krecu u opsegu od 1 do 10% na populaciji
neutrofila, odnosno monocita (Macey M, i sar, 2011.). Povecanje nivoa agregata iznad
fizioloskih vrednosti najéesée se vezuje za bolesti i stanja u ¢ijoj osnovi lezi inflamacija,
ili tromboza (Tabela 4.). Eksperimentalno je dokazano da se povecan nivo agregata
Cesto nalazi i u Ph'MPN i ovaj fenomen se sve vise ispituje kao potencijalni marker za
rano otkrivanje sklonosti ka trombozi kod ovih bolesnika.
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Tabela 4. Bolesti i stanja u kojima se javljaju povecani leukocitno-trombocitni agregati

Zdrave osobe

Bolesti u trudnoci

Bolesti vezivnog tkiva i
zapaljenski sindromi

Bolesti metabolizma
Bolesti bubrega

Neuroloske i neurovaskularne
bolesti

Bolesti krvi
Urodena stanja i bolesti

Bolesti respiratornog sistema

Bolesti kardiovaskularnog
sistema

Endotelne cCelije

Emotivni stres
Konzumiranje cigareta
Sportski treninzi

Preeklampsija
Insuficijencija placente

Sistemski lupus eritematodes
Antifosfolipidni sindrom
Reumatoidni artritis
Behcet-ova bolest

Diabetes mellitus
Hiperlipoproteinemije

Hemodijaliza u HBI
Nefrotski sindrom

Cerebrovaskularni insult
Migrena
Alzheimer-ova bolest

Mijeloproliferativne neoplazme
Transfuzije trombocitnih koncentrata

Cisti¢na fibroza
Srpasta anemija

Respiratorni distres sindrom odraslih
Bronhijalna astma

Bolest koronarnih arterija

(akutni infarkt miokarda, angina pectoris)
Kardiopulmonalni bajpas

Angioplastika

Duboke venske tromboze

Ishemiéne promene u hroni¢noj venskoj
insuficijenciji

U fizioloSkim uslovima endotel krvnih sudova omogucava normalan protok krvi

obezbedujuci antitromboti¢nu povrSinu, koja inhibira atheziju trombocita 1 aktivaciju
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koagulacije. Fizioloska ravnoteZza endotela krvnih sudova kod bolesnika sa Ph"lMPN
moze biti naruSena razli¢itim uzrocima, a povrSina endotela transformisana u
proathezivnu i prokoagulantnu povrSinu. Endotelne ¢elije mogu biti oStecene dejstvom
inflamatornih citokina, povecane viskoznosti krvi, reaktivnih kiseoni¢nih grupa i
proteaza poreklom iz leukocita (elastaza, katepsin-G i mijeloperoksidaza), ¢ime se
remete funkcije endotela ukljuc¢ene u tromboregulaciju (Marchetti M, 2008). Povecanje
broja athezionih receptora na povrSini aktiviranih endotelnih ¢elija stimuliSe lepljenje
trombocita, eritrocita i leukocita za zid krvnog suda, gde se zatim aktivira proces
koagulacije i talozi fibrin.

U cirkulaciji bolesnikasa Ph"MPN dokazano je prisustvo markera aktiviranih
endotelnih ¢elija (trombomodulin, selektini, VWF) u visokim koncentracijama,
(Falanga A, 2007, Friedenberg WR, 2002, Cella G, 2010), za koje se zna da stimuliSu
stvaranje Celijskih agregata. Poseban znacaj u patogenezi tromboze u Ph"MPN ima
povecano oslobadanje VWF u cirkulaciju, jer kada se trombociti vezu za njega, postaju
aktivni i sposobni da agregiraju i konsoliduju koagulum (Freidenberg WR, 1992).
Selektini predstavljaju familiju adhezionih molekula koji su eksprimirani na endotelnim
¢elijama (P- 1 E-selektin), trombocita (P-selektin) i leukocita (L-selektin) (Carlos T,
1994). Zbog toga Sto se oslobadaju u cirkulaciju, njihovo prisustvo je koris¢eno kao
indeks endotelne, trombocitne i leukocitne aktivacije. Povecane koncentracije E-, L- i P-
selektina i trombomodulina su dokazane kod ET bolesnika sa trombozom, na osnovu
Cega je izveden zaklju¢ak da oSte¢en endotel i aktivirani trombociti ucestvuju u

patogenezi tromboze u ovoj bolesti (Karakantza M, 2004).

Pored toga Sto oslobadaju supstance koje stimuliSu formiranje tromba nakon
ostecenja, endotelne ¢elije oslobadaju 1 trombocitni inhibitor NO, koji je u negativnoj
povratnoj sprezi sa propagacijom tromba (Freedman JE, 2003). Azot monoksid je
slobodni radikal koji se stvara tokom oksidacije L-arginina u L-citrulin pod uticajem
NO-sintetaze. Azot monoksid koji se oslobada iz endotelnih ¢elija je jedan od glavnih
medijatora koji utice na vaskularnu hemodinamiku i interakcije leukocita i trombocita
sa endotelnim celijama. Ustvari, NO posreduje u vaskularnoj relaksaciji u odgovoru na
vazoaktivne supstance: inhibira trombocitnu atheziju, aktivaciju, agregaciju i ubrzava

trombocitnu disagregaciju. Stavide, NO inhibira ekspresiju P-selektina na trombocitima
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I spreava atheziju leukocita za endotel. Smanjena produkcija endogenog NO moze

doprineti nastanku tromboti¢nih dogadaja u nekim klini¢kim stanjima.

Endogeni NO je prouc¢avan u Ph"lMPN, a smanjena sinteza je dokazana u ET, §to
dodatno pojacava prokoagulantnu aktivnost (CellaG, 2010). U istoj studiji je po prvi put
primec¢eno da bolesnici sa ET leceni hidroksiureom imaju veée koncentracije NO u
cirkulaciji, Sto podrzava stav da hidroksiurea ima sposobnost da prevenira
tromboembolijske komplikacije kod ET bolesnika (Cortelazzo S, 1995). U istoj studiji
medutim, PV bolesnici su pokazali visoke koncentracije endogenog NO u poredenju sa
kontrolama, koje se nisu smanjivale ¢ak ni pod uticajem hidroksiuree. Ovakav rezultat
je bio ocekivan, jer je visok nivo hematokrita povezan sa povecanjem NO u krvi, Sto se
moZe shvatiti kao kompenzatorni mehanizam u situacijama sa visokim rizikom za
trombozu (Cella, 2010).

Novije studije su pokazale da angiogeneza igra vaznu ulogu u biologiji
hematoloskih maligniteta, ukljucuju¢i i Ph'MPN (Di Raimondo F, 2001). Nivoi
cirkuliSu¢ih endotelnih celija, koncentracije VEGF 1 drugih proangiogenih citokina,
ispitivani su u Ph'MPN kao markeri angiogene aktivnosti. Dokazano je da je broj
cirkuliSu¢ih endotelnih ¢elija razlicitog aktivacionog statusa i stepena zrelosti (u stanju
mirovanja, aktiviranih, apoptoti¢nih, nezrelih) povecan kod bolesnika sa Ph"MPN
(Telinski J, 2010, Belotti A, 2012, Alonci A, 2008). Svi ovi dokazi ukazuju na to da je
endotel u Ph"MPN aktiviran i da ima vaznu ulogu u nastanku hiperkoagulabilnog stanja.

Protrombogena uloga JAK2V617F mutacije

Nekoliko studija je pokuSalo da odgovori na pitanje da li JAK2V617F mutacija
moze specifiéno da aktivira hemostazni sistem (Arellano-Rodrigo E, 2006; Falanga A,
2007; Robertson B, 2007; Alvarez-Larran A, 2008). Ove studije su ukazale na to da su
istovremeno celularni (trombociti i leukociti) i plazmatski odeljak hemostaznog sistema
vise aktivirani kod nosilaca JAK2V617F mutacije. JAK2V617F pozitivni bolesnici sa
ET su imali vecu ekspresiju P-selektina na trombocitima (Arellano-Rodrigo E, 2006) i
vecu ekspresiju CD14 i alkalne fosfataze leukocita (APL) na leukocitima (Falanga A,
2007). Kod JAK2V617F pozitivnih bolesnika sa ET je dokazana i veca ekspresija TF na
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trombocitima i povecani nivoi cirkuliSuc¢ih neutrofilno-trombocitnih agregata (Falanga
A, 2007). JAK2V617F pozitivni bolesnici sa PMF su imali ve¢u ekspresiju CD11b na

neutrofilima i monocitima (Alvarez-Larran A, 2008).

Cinjenica da trombociti i leukociti JAK2V617F pozitivnih bolesnika pokazuju
osobine povecane aktivnosti, je u saglasnosti sa nalazom povecanih mesovitih ¢elijskih
agregata kod JAK2V617F pozitivnih bolesnika sa ET. Medu parametrima
hiperkoagulacije nivoi solubilnog trombomodulina su bili povecani kod ET nosilaca
JAK2 mutacije (Falanga A, 2007), kao i nivoi solubilnog P-selektina u PV, ET i PMF
JAK2 pozitivnih bolesnika (Robertson B, 2007). U studiji Marchetti i saradnika, u
prisustvu JAK2V617F mutacije je detektovan fenotip steene APC rezistencije
(Marchetti M, 2008).

Kod JAK?2 pozitivnih PV 1 ET bolesnika je dokazano prisustvo povecanih nivoa
nezrelih trombocita (Panova-Noeva M, 2011). Takode je dokazano da su nezreli
povoljan efekat hidroksiuree na ishod bolesti u P"MPN, kao i na smanjenje rizika od

tromboze.

U nekoliko studija su evaluirani molekularni mehanizmi kojima JAK2V617F
mutacija moze uticati na protrombotic¢ki fenotip ¢elija. Ova mutacija je aktivaciona i
moze povecati athezivnost eritrocita, modifikovanjem adhezionih molekula na njihovoj
povrsini i na taj nacin olaksati nastanak tromboze, kao i izazvati povecanje odgovora
trombocita promenom ekspresije c-MPL signalne transdukcije za TPO-indukovani
prajming trombocita (Kubota Y, 2004). Aktivacija JAK2 je takode ukljucena u
ekspresiju TF na neutrofilima i monocitima, kroz MAPK i PI3K puteve (Rafail S,
2008).

Konacno, prisustvo JAK2V617F mutacije je dokazano u endotelnim i
hematopoeznim ¢elijama bolesnika sa PV, §to ukazuje na to da su endotelne ¢elije ovih
bolesnika uklju¢ene u maligni process i da kod ove subpopulacije bolesnika u osnovi
bolesti lezi poremecaj zajednic¢kog prethodnika hematopoeznih i endotelnih celija

(Sozer S, 2011).
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POVEZANOST DRUGIH MUTACIJA SA TROMBOFILNIM
STANJEM

Protrombozne osobine plazme

Povecan broj i/ili aktivnost krvnih i vaskularnih ¢elija je najverovatnije osnova
hiperkoagulabilnog stanja kod bolesnika sa Ph'MPN i praten je povecanjem
koncentracije markera aktivirane koagulacije u plazmi (trombin-antitrombin kompleks,
protrombin fragment 1+2 i D-dimer) i markera aktivacije endotelnih celija
(trombomodulin i VWF/faktor VIII) (Marchetti M, 2008). U nekim slu¢ajevima, ovi
poremecaji u plazmi koreliraju sa markerima aktivacije celija krvi (Falanga A, blood
2000). Povecanje cirkuliSu¢ih mikropartikula (MP) poreklom od ¢elija krvi i prisustvo
steCene rezistencije na aktivirani protein C (APC) predstavljaju vazne parametre za
detekciju protromboti¢nog stanja kod bolesnika sa Ph'MPN, iako prognosticka uloga

ovih i drugih protromboti¢nih markera jo$ uvek nije potvrdena.

Mikropartikule su fragmenti membrane aktiviranih celija krvi (uglavnom
trombocita) i endotelnih ¢elija i pretpostavlja se da imaju vaznu ulogu u formiranju
tromba in vivo. Njihova koncentracija je povecana u trombozama i malignitetima
(Zwicker JI, 2009), ukljucujuéi i bolesnike sa Ph'MPN (Trappenburg MC, 2009). Kod
bolesnika sa ET, MP imaju visok potencijal za stvaranje trombina. Osim toga,
cirkuliSuée MP dovode do nastanka fenotipa “steCene rezistencije na trombomodulin”

kod bolesnika sa ET i PV (Duchemin J, 2010).

Protein C (PC) je serin proteaza, koja se aktivira vezivanjem trombina za
endotelni receptor trombomodulin i predstavlja jedan od najsnaznijih fizioloskih
antikoagulanata kod ljudi. Kompleks APC i njegovog kofaktora, proteina S (PS)
inhibira koagulaciju proteolitickom inaktivacijom faktora Va i faktora Vllla.
Rezistencija na inaktivaciju posredstvom APC moZze biti urodena, ili steCena i povezana
je sa povecanim rizikom za trombozu u mnogim stanjima (trudnoca, terapija oralnim
kontraceptivima, hormonska supstitucija, maligne bolesti). Pokazano je da se stecena
APC rezistencija moze javiti i u Ph'MPN i da se moZe dokazati smanjenjem
koncentracije proteina C i proteina S (Bucalossi A, 1996). Uz pomo¢ eseja Stvaranja
trombina, “fenotip APC rezistencije” je dokazan kod bolesnika sa ET i PV, a narocito
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kod nosioca mutacije JAK2V617F, pogotovo ukoliko je prisutha u homozigothom
obliku (JAK2V617F alelno opterecenje > 50%) (Marchetti M, blood 2008).
JAK2V617F pozitivni bolesnici imaju zna¢ajno snizene nivoe protrombina, faktora V,
PS i inhibitora TF. Ste¢ena APC rezistencija je ¢eS¢e zastupljena kod bolesnika sa ET
koji imaju pozitivnu istoriju tromboza (Arrelano-Rodrigo E, 2009). Cini se da je
sniZenje koncentracije slobodnog PS u cirkulaciji glavni uzrok stecene APC rezistencije
kod bolesnika sa Ph"MPN i ona moZe biti posledica proteolize PS pod uticajem proteaza
iz trombocita (Brinkman HJ, 2005). Ustanovljeno je da je proteoliza PS zaista znacajno
povecana u ET i da se vraca se na normalne vrednosti kod onih bolesnika koji su primili
hidroksiureu (HU) i normalizovali broj trombocita (Dienava-Verdoold 1, 2012).
Rezultati nekoliko studija (Bellucci S i sar, 2006; De Stefano V i sar, 2010; Pardanani A
I sar, 2008; Etheridge SL i sar, 2014.) podrzavaju cCinjenicu da Su Svi hemostatski
poremecaji izraZeniji kod nosilaca mutacije JAK2V617F, nego kod JAK2 negativnih
bolesnika sa Ph"MPN. Pa ipak, uloga ovih biomarkera u identifikovanju Ph"MPN
bolesnika sa vecim rizikom za trombozu jo§ uvek nije potvrdena u prospektivnim

studijama.

FAKTORI RIZIKA ZA TROMBOZU U Ph"MPN

Uzrast i istorija tromboza

Rizik za nastanak tromboze je veci kod bolesnika sa Ph"MPN koji su imali
tromboze u proSlosti i/ili su stariji od 60 godina (Falanga A, 2012) i ove dve
karakteristike predstavljaju potvrdene faktore visokog rizika za trombozu u Ph"MPN.
Znacaj starosti preko 60 godina kao faktora povecanog rizika za trombozu kod
bolesnika sa PV, ET i PMF je nedvosmisleno dokazan u velikom broju epidemioloskih
studija (Landolfi R, 2007; Gruppo Italiano Studio Policitemia,1995; Marchioli R, 2005;
Wolanskyj AP, 2006; Carobbio A, 2007; Alvarez-Larran A, 2007; Cortelazzo S, 1990).
Takode je dokazano da tromboembolijski dogadaji, koji su prethodili postavljanju

dijagnoze Ph"MPN predstavljaju znacajan nezavistan faktor rizika za nastanak
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rekurentnih tromboza. Stariji uzrast i istorija prethodnih tromboza kao faktori rizika za
pojavu tromboze u Ph"MPN u interakciji pokazuju aditivan uc¢inak (Landolfi R, 2007;
Gruppo Italiano Studio Policitemia,1995; Marchioli R, 2005; Wolanskyj AP, 2006;
Carobbio A, 2007; Alvarez-Larran A, 2007; Cortelazzo S, 1990). Pokazano je da se tip i
lokalizacija novih tromboembolijskih dogadaja u PV (Landolfi R, 2007; Gruppo
Italiano Studio Policitemia, 1995) i ET (De Stefano V, 2006) najc¢e$¢e poklapaju sa
prethodnim tromboembolijskim dogadajima. Bolesnici sa Ph"MPN, koji nisu imali ova
dva faktora rizika, smatrani su niskorizi¢énim. Primeéeno je medutim, da ¢ak i mladi
bolesnici sa PPMPN, koji nemaju prate¢e simptome bolesti, takode imaju veci rizik za
dobijanje tromboza u odnosu na opStu populaciju. U toku su istraZzivanja koja
pokusSavaju da utvrde da li postoji veza izmedu nastanka tromboze i prisustva
leukocitoze, mutacije JAK2V617F, kao i drugih genskih mutacija u okviru P"MPN
(Falanga A, 2012).

Broj cCelija krvi

U studiji pracenja 657 bolesnika sa ET tokom 4.5 godine (medijana pracenja)
primeceno je da stepen leukocitoze ima prognosticki znafaj za nastanak
tromboembolijskih komplikacija kod mladih asimptomatskih bolesnika, iako je ova
kategorija bolesnika tradicionalno smatrana grupom niskog rizika za dobijanje tromboze
(Carobbio A, 2008). Znacaj leukocitoze kao faktora rizika za nastanak tromboze u Ph
MPN je ispitivan 1 u nekoliko drugih studija, ali sa razli¢itim rezultatima (Tefferi A,

2012).

Ostali faktori rizika

Konvencionalni faktori rizika za aterosklerozu, uklju¢ujuéi hipertenziju,
hiperlipidemiju, dijabetes i puSenje ispitivani su u multivarijantnoj analizi u Ph"MPN sa
razli¢itim rezultatima (Cortelazzo S, 1995; Barbui T, 2012). Neki autori su
pretpostavljali da prisustvo ovih stanja predstavlja dodatne faktore rizika koji mogu da

objasne zaSto neki bolesnici koji su inicijalno procenjeni da imaju nizak rizik od
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tromboze ipak u toku bolesti razviju kardiovaskularne dogadaje. (Harrison CN, 2005b;
Barbui T, 2012). U nedavno formiranom “IPSET-tromboza” skoru (Tabela br. 4)
(Barbui T, 2012), kardiovaskularni faktori rizika su se nasli medu parametrima Koji su
znacajno i nezavisnopovezani sa povecanom stopom ukupnih tromboza kod bolesnika

saET.

U nekoliko studija i tri nedavno publikovane nezavisne meta-analize
ustanovljena je veza JAK2V617F mutacije sa pojavom arterijskih i venskih tromboza
kod bolesnika sa ET (Ziakas PD, 2008; Dahabreh 1J, 2009; Lussana F, 2009), ali je
ostala nejasna kod bolesnika sa PMF (Lussana F, 2009). JAK2V617F mutacija je
dovedena u vezu sa pozitivnom istorijom tromboza u ET u retrospektivnoj studiji, koja
je pratila 10-godi$nju kumulativnu incidencu trombohemoragijskih dogadaja (Lee HS,
2012).U prospektivnoj studiji koja je ukljuéila 173 bolesnika sa PV, Vannucchi i sar su
dokazali da se relativni rizik za pojavu ukupnih tromboza povecava sa JAK2V617F

alelnim optere¢enjem ve¢im od 75% (Vannucchi AM, 2007).

U retrospektivnoj studiji koja je analizirala PV i1 ET bolesnike je dokazano da
JAK2V617F alelno opterec¢enje veée od 50% progresivno povecava rizik za nastanak
tromboza (Carobbio A, 2009). U najnovijoj prospektivnoj studiji na bolesnicima sa PV
nije dokazana znacajna povezanost izmedu JAK2V617F alelnog opterecenja i rizika za

pojavu tromboza (Passamonti F, 2010).

U prisustvu MPL mutacije, veéa stopa arterijskih tromboza je nadena u
italijanskoj studiji (Vannucchi AM, 2008), ali ne i u PT 1 studiji (Beer PA, 2008).

Prisustvo retikulinske fibroze u koStanoj srzi se pokazalo kao nezavistan
prediktor tromboznih i hemoragijskih komplikacija u PT 1 studiji (Campbell PJ, 2009).
Ovo otkri¢e je potvrdeno i u drugim studijama, koje su pokazale povecan rizik za
trombozu (Finazzi G, 2012) i krvarenje (Barbui T, 2012) kod bolesnika sa PMF u ranoj
fazi, u odnosu na bolesnike sa ET, definisane prema SZO klasifikaciji.
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Ucestalost genetskih trombofilnih faktora, kao Sto je faktor V Leiden, ili
mutacija protrombina je bila ve¢a kod Ph"MPN bolesnika sa venskim trombozama, sto
ukazuje na to da bi ove testove trebalo raditi kod mladih bolesnika sa porodi¢nom, ili
licnom istorijom tromboza (Ruggeri M, 2002; Gisslinger H, 2005; De Stefano V, 2009).
Naprotiv, podaci u pogledu uloge antifosfolipidnih antitela (Jensen MK, 2002; Harrison
CN, 2002) i hiperhomocisteinemije (Faurschou M, 2000; Gisslinger H, 1999) su

dobijeni odavno, §to onemoguc¢ava njihovu evaluaciju kod Ph'lMPN bolesnika.

STRATIFIKACIJA BOLESNIKA SA Ph'MPN NA OSNOVU
RIZIKA ZA TROMBOZU

S obzirom na to da je tromboza znacajan i potencijalno izle¢iv uzrok morbiditeta
I mortaliteta kod bolesnika sa Ph'MPN, procena rizika ima velik znacaj (Barbui T,
2011). Tradicionalno, stratifikacija rizika u PV i ET je koristila dva parametra da
predvidi verovatno¢u tromboti¢nih komplikacija: uzrast (<60 vs >60 godina) i istoriju
prethodnih tromboza (pozitivna, ili negativna). Bolesnici su prema ovim Kriterijumima
smatrani niskoriziénim, ukoliko su bili mladi od 60 godina i nisu imali prethodnih
tromboza, a visokorizi¢nim, ukoliko su bili stariji od 60 godina i/ili su imali prethodne

tromboze.

Primarni cilj terapije u PV ET je prevencija tromboembolijskih komplikacija, a
izbor vrste terapije prevashodno zavisi od procene faktora rizika za pojavu tromboze.
Stratifikacija bolesnika u rizi¢ne kategorije za pojavu tromboze se do sad vrsila na
osnovu prisustva nespecifi¢nih obelezja, kao $to su starost iznad 60 godina i pozitivna
istorija tromboza. Osnovni nedostatak ovih prediktivnih faktora je bio taj, Sto njihovo
prisustvo povecava rizik za pojavu tromboza i u opStoj populaciji 1 Sto ne ne
predstavljaju karakteristike bolesti. Utvrdeno je medutim, da prediktivni faktori kao Sto
su starost i prethodne tromboze ne omogucavaju preciznu identifikaciju visokorizi¢nih
bolesnika, jer je primeceno da znaCajan broj bolesnika sa Ph'MPN, inicijalno oznacenih
kao niskorizi¢ni, tokom bolesti dobiju tromboembolijske komplikacije. Predmet novih

istrazivanja je usmeren na ispitivanje karakteristika bolesti, kao $to je povecan stepen
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aktivacije krvnih i endotelnih ¢elija, kao i mogu'nosti da budu razmatrane kao

prediktivni faktori za pojavu tromboze u Ph"MPN.

Da bi se dobio dodatan uvid u procenu faktora rizika, sprovedena je
internacionalna studija na 1104 bolesnika sa ET. Primenom multivarijantne analize,
istraziva&i su identifikovali stariji uzrast (>60 godina), veéi broj leukocita (>11x10%/L),
prisustvo anemije (hemoglobin<120g/L) i pozitivnu istoriju tromboza kao nezavisne
faktore rizika za prezivljavanje bolesnika (Barbui T, 2011). Takode, stariji uzrast,
anemija, i odsustvo JAK2 V617F mutacije su identifikovani kao faktori rizika za
fibroticnu progresiju; naprotiv, istorija tromboza i ekstremna trombocitoza su
identifikovane kao faktori rizika za leukemijsku transformaciju (Barbui T, 2011).

Na osnovu ovih saznanja, konstruisan je Internacionalni prognosti¢ki skor za
trombozu kod bolesnika sa ET (IPSET-tromboza). Koris¢enjem IPSET-tromboza skora,
bodovi se dodeljuju na osnovu rezultata primene multivarijantne hazard analize uzrastu
(1 bod), istoriji tromboza (2 boda), kardiovaskularnim faktorima rizika (1 bod), i JAK2
V617F mutacionom statusu (2 boda). Niskorizi¢ni ET bolesnici su definisani sa skorom
0 ilil, srednje rizi¢ni sa skorom 2 i visokorizi¢ni sa skorom 3, ili vise (Tabela 5.)
(Barbui T, 2012). U poredenju sa prethodnim stratifikacionim shemama, IPSET-
tromboza je uspela da defini$e srednjerizi¢nu grupu ET bolesnika. Bolesnici sa ET koji
koji su prema standardnim Kriterijumima smatrani niskorizi¢nim, posebno mladi i
asimptomaticni sa prisutnim kardiovaskularnim faktorima rizika (pusenje, HTA, DM),
svrstani su u srednjerizi¢nu grupu za vaskularne komplikacije (Barbui T, 2012). Nakon
Sire evaluacije, ovako definisane rizicne grupe mogu biti uklju¢ene u buduce

prospektivne klini¢ke studije (Barbui T, 2012).

Prema najnovijim uvidima u faktore koji doprinose nastanku tromboza u Ph’
MPN, a takode na osnovu moguénosti identifikacije mutacija u JAK2 i drugim genima
(ukljucuju¢i CALR i MPL), verovatno je da ¢e buduca stratifikacija ukljuciti nove
faktore rizika. Takode je predloZzeno da novi prognosti¢ki indikatori budu ukljuceni i u
modernu shemu klasifikacije Pn"MPN. Kao niskorizi¢ne osobine u PV ¢e biti ukljuc¢ene
odsustvo leukocitoze od dijagnoze PV i dalje i hematokrit manji od 0.45. Kao

niskoriziéne osobine u ET ¢e verovatno biti ukljuceni: odsustvo leukocitoze od
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dijagnoze ET i dalje,odsustvo JAK2 mutacije, prisustvo CALR mutacije i odsustvo

kardiovaskularnih faktora rizika (Passamonti F, 2014).

Tabela 5. Stratifikacija rizika bolesnika sa ET na osnovu Internacionalnog

prognostickog skora za trombozu (IPSET-tromboza). (Preuzeto iz: Barbui T, Finazzi G, Carobbio
A. (2012) Development and validation of an International Prognostic Score of thrombosis in World Health
Organization-essential thrombocythemia (IPSET-thrombosis). Blood.120;5128-5133.)

Uzrast > 60 godina 1 bod

Kardiovaskularni faktori rizika:

hipertenzija,

hiperholesterolemija, 1 bod

Faktori rizika dijabetes,

pusenje

JAK2 V617F mutacija-pozitivni 2 boda

Prethodne tromboze 2 boda

Nizak Oilil bod
Stratifikacija rizika | Srednji 2 boda

Visok 3-6 bodova

JAK2 predstavlja Janus kinazu 2.

S obzirom na to da je smanjenje rizika za trombozu primarni cilj terapije u PV i
ET, nov pristup stratifikaciji rizika bi osim prognostickin mogao imatii terapijske
implikacije. IPSET-tromboza kriterijumi (i budué¢i dodaci) su viSe iskoriS¢eni za
stratifikaciju bolesnika koji ukljucenih u klinicke studije, nego za procenu efekta
terapije (Passamonti F, 2014).JoS uvek nema dovoljno dokaza koji bi podrzali promene
u terapijskom pristupu bazirane na ovim novim prognostickim indikatorima

(Passamonti F, 2014).
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Ciljevi

Imajuéi u vidu da su razli¢iti molekularni markeri koji odrazavaju interakcije
¢elija krvi 1 endotela pokazali moguci protrombogeni uticaj kod bolesnika sa Ph™ MPN,

postavljeni su slede¢i ciljevi teze:

1. Ispitati ucestalost genskih mutacija i markera aktivacije ¢elija krvi i endotela
u Ph” MPN i korelirati ih sa vrednostima standardnih parametara hemostaze i

markerima aktivirane koagulacije;

2. lspitati da li prisustvo markera aktivacije ¢elija krvi i endotela moze ukazati

na povecanu sklonost ka trombozi u Ph™ MPN;

3. Ispitati korelaciju izmedu prisustva mutacija u genima JAK2, MPL i TET2 i
tromboembolijskih dogadaja kod bolesnika sa Ph™ MPN;

4. Utvrditi karakteristike in vitro rasta prethodnika hematopoeze poreklom iz
koStane srzi ili periferne krvi i njihovu povezanost sa markerima aktivacije

¢elija krvi 1 endotela;

5. Analizirati efekat mijelosupresivne terapije na markere aktivacije ¢elija krvi

i endotela.
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Radna hipoteza

1. Hiperplazija c¢elija hematopoeze, specificne somatske genske mutacije i
aktivacija leukocita, trombocita i endotelnih ¢elija su parametri od znacaja u
nastanku 1 razvijanju stanja hiperkoagulabilnosti u Ph® MPN, pracenog

povecanjem koncentracije molekularnih markera aktivacije koagulacije.

2. Mijelosupresivna terapija je u stanju da redukuje povecanu sklonost ka
tromboembolijskim komplikacijama kod pacijenata sa Ph™ MPN posredstvom

redukcije nekih od protrombogenih ¢inilaca navedenih pod 1.

3. Ispitivanje ucestalosti genskih mutacija specificnih za Ph™ MPN i njihove
povezanosti sa drugim parametrima hemostaznog sistema pruza moguénost
odredivanja njihove uloge u nastanku i razvoju trombofilnog stanja i doprinosi

upoznavanju signalnih puteva koji posreduju u aktivaciji hemostatskog sistema.

31



Bolesnici, materijal 1 metode



Bolesnici, materijal i metode

Sprovodenje ove studije u okviru doktorske disertacije odobreno je od strane
Etickog komiteta Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Ispitivanja su
sprovedena u skladu sa preporukama Konvencije o biomedicinskim istrazivanjima iz
Helsinkija (World Medical Association Declaration of Helsinki, 1996). Svi ispitanici
ukljuceni u studiju su bili informisani o svrsi prikupljanja bioloskog materijala (koStane
srzi i krvi) za eksperimentalni rad i od njih je dobijena saglasnost za uc¢esée. Takode, svi
ispitanici su dali pisani pristanak za sprovodenje svih potrebnih dijagnosti¢kih

procedura.

Izbor bolesnika

Studija je prospektivna kohortna, a sprovedena je na Klinici za hematologiju,
Klini¢kog centra Srbije. U studiju su ukljuc¢enikonsekutivni bolesnici, koji su na Kliniku
za hematologiju upuceni zbog sumnje na postojanje mijeloproliferativne neoplazmeu
periodu od jula 2012. do avgusta 2013. godine i kod kojih je nakon odgovarajuceg
dijagnostickog postupka potvrdeno postojanje PA"MPN.

U okviru standardnog dijagnostickog postupka za potvrdu dijagnoze Ph"MPN
svim bolesnicima su uradene slede¢e analize: kompletna krvna slika, biohumoralni
status, volumen eritrocita (kod sumnje na PV), citomorfoloska analiza mijelograma,
citogenetska analiza kariotipa, invitro celijska kultura prethodnika hematopoeze i
patohistoloski nalaz bioptata koStane srzi, kao i ispitivanje prisustva JAK-V617F
mutacije. U svim slucajevima Dg Ph'MPN je postavljana primenom standardnih
kriterijuma na osnovu preporuka SZO (Swerdlow i sar., 2008). Bolesnici su na osnovu
istihkriterijuma, a nakon sprovednog dijagnostickog postupka svrstavani u podtipove
Ph"MPN: PV, ET i PMF.U studiju je ukljuc¢eno 95 bolesnika sa potvrdenom dijagnozom
Ph'MPN:39 sa PV, 27 sa ET i 29 sa PMF. Svi bolesnici su pripadali starosnoj grupi
odraslih (>18 godina), a u studiju su uklju¢eni odmah po postavljanju Dg Ph"lMPN, a pre

zapoCinjanja citoreduktivne, antiagregacione, ili antikoagulantne terapije.

32



Bolesnici, materijal i metode

Istrazivanje je obuhvatalo prikupljanje podataka (u razgovoru sa bolesnikom i
uvidom u njegovu medicinsku dokumentaciju) i laboratorijske analize, a sprovedeno je

u dve faze.

U fazi 1 ovog istraZivanja, pre pocetka le¢enja, kod svih bolesnika ukljucenih u

ispitivanje su prikupljeni slede¢i podaci:

A. Demografski podaci (pol, starost) uz analizu standardnih faktora rizika za

trombozu (starost > 60 godina, istorija prethodnih tromboza);

B. Kardiovaskularni faktori rizika za trombozu (arterijska hipertenzija,

hiperlipoproteinemije, diabetes mellitus, puSenje);

C. Invitro ¢elijska kultura prethodnika hematopoeze izolovanih iz kosStane srzi, ili
periferne krvi, u cilju analiziranja bazi¢nog rasta kolonija prethodnika
hematopoeze, kako spontano formiranih, tako i indukovanih primenom faktora

rasta;

D. Krvna slika, parametri hemostaze i markeri aktivacije koagulacije
(protrombinsko vreme-PT, parcijalno tromboplastinsko vreme-PTT, protrombin-

fragment-F1+2, antifosfolipidna antitela);

E. Prisustvo trombofilne mutacije FII 20210A i test rezistencije na aktivirani

protein C
F. Utvrdivanje mutacionog statusa gena JAK2, TET2, MPL i CALR;
G. Merenjenivoa cirkuliSu¢ih leukocitno-trombocitnih agregata;

H. Merenje bioloskih markera aktivacije leukocita, trombocita i endotelnih celija

(E-, L- i P-selektini).

Nakon postavljanja dijagnoze Ph"MPN, odluku o le¢enju je donosio nadlezni
lekar, pri ¢emu istrazivaci u studiji nisu imali uticaj na izbor terapije. Odgovor na
terapiju hidroksiureom je procenjivan analizom klinickih i hematoloskih parametara, a

na osnovu Kkriterijuma Barosi G i saradnika (Barosi G i sar, 2005.)(Tabela br.1).
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Faza 2 istrazivanja je sprovedena Sest do devet meseci od pocetka primene
terapije, a kod bolesnika koji su primali hidroksiureu nakon postizanja kompletnog, ili
parcijalnoghematoloskog odgovora (Tabela 6.). U fazi 2 istraZzivanja su ponovljene

analize pod tatkama D, F i G.

Tabela 6. Odgovor na terapiju hidroksiureom u Ph"MPN (prema Barosi i sar, 2005.)

PV | Kompletan Hematokrit < 45% bez flebotomije i
Broj trombocita < 400x10%/L i

Broj leukocita < 10x10%/L i

Normalan veli€ina slezine na snimku i

Odsustvo simptoma bolesti*.

Parcijalan e Hematokrit < 45% bez flebotomije i
e Odgovor u > 3 preostalakriterijuma.

Bez e Bilo koji odgovor koji ne zadovoljava kriterijume za
odgovora parcijalni odgovor.
ET | Kompletan e Broj trombocita < 400x10%/L i

e Odsustvo simptoma bolesti* i
e Normalan veli¢ina slezine na snimku i
e Broj leukocita < 10x10%/L.

Parcijalan e Broj trombocita < 600x109/L, ili smanjenje broja
trombocita za viSe od 50% od pocetnih vrednosti.

Bez e Bilo koji odgovor koji ne zadovoljava kriterijume za
odgovora parcijalni odgovor.
PMF | Kompletan e Korekcija anemije i splenomegalije i

e Odsustvo simptoma bolesti

Parcijalni e Bilo kakvo poboljSanje anemije i splenomegalije,
bez progresije simptoma bolesti, ili

e Korekcija anemije (ili bilo koje poboljSanje
transfuziono zavisne anemije) i poboljSanje
simptoma bolesti bez progresije splenomegalije, ili

e Bilo kakvo poboljsanje splenomegalije i smanjenje
simptoma bolesti** bez progresije anemije.

* Simptomi bolesti podrazumevaju tegobe prouzrokovane mikrovaskularnim poremecajima, svrab i
glavobolju.

**Simptomi bolesti podrazumevaju groznicu, gubitak tezine, svrab, no¢no preznojavanje, supfebrilne
temperature, bol u kostima i zglobovima
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Od ukljucenja u studiju, bolesnici su redovno praceni na periodicnim lekarskim
kontrolama i u tom periodu su prikupljani podaci vezani za pojavu tromboembolijskih
komplikacija. Bolesnici koji se nisu pojavili na redovno zakazanoj kontroli su
kontaktirani  telefonom u cilju dobijanja podataka o0 tromboembolijskim
komplikacijama. Svi bolesnici su bili ukljuceni u studiju najmanje Sest meseci, odnosno
do uzimanja uzoraka za laboratorijske analize u fazi 2 istrazivanja. Nakon toga je
nastavljen period pracenja do pojave prve tromboembolijske komplikacije.Bolesnici
koji su dobili trombozu nisu dalje praceni i eventualne ponovljene tromboze nisu
registrovane.Asimptomatski bolesnici u pogledu tromboze su praceni do zavrSetka
studije.Cela studija je trajala ukupno 42 meseca. Bolesnici kod kojih tokom trajanja
studije nije objektivno verifikovana tromboza, svrstani su u grupu bolesnika bez
tromboembolijskin  komplikacija. Prose¢no vreme pracéenja od dijagnoze do
tromboembolijskog dogadaja, ili do kraja studije (januar 2016.) je iznosilo oko 35
meseci (34.71 £ 10.36; opseg: 10-43 meseca).

Tromboembolijske komplikacije

Registrovane su sve tromboembolijske epizode. U odnosu na vreme nastanka,

tromboze su podeljene u dve grupe:
a) istorijske tromboze, koje su se javile bilo kada u Zivotu pre postavljanja dg Ph"MPN i

b) tromboze na dijagnozi i tokom pracenja.

Istorijske tromboze su definisane kao tromboze koje su registrovane
posredstvom medicinske dokumentacije bolesnika, a koje su se dogodile pre nego Sto je
postavljena dijagnoza Ph"MPN.Smatrano je da je bolesnik imao neku od gore navednih
tromboza ukoliko je posedovao medicinsku dokumentaciju kojom je na objektivan
nac¢in potvrdena tromboza. Takode, ove tromboze su evidentirane i kao standardni

faktor rizika za pojavu novih tromboza u okviru Ph"MPN.
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Tromboze na dijagnozi i u periodu praéenja predstavljaju sve tromboze koje
su se dogodile od momenta dijagnoze Ph"MPN, pa sve do trenutka prikupljanja
podataka (Januar 2016).

Na osnovu pojave novih tromboza, bolesnici su podeljeni u dve grupe:

e Bolesnici bez tromboza na dijagnozi i tokom pracenja u studiji
(asimptomatska grupa);
e Bolesnici koji su imali trombozu na dijagnozi i tokom pracenja u studiji

(simptomatska grupa).

Tromboembolijske komplikacije su klasifikovane prema preporukama Campbell
i sar (Campbell PJ, 2005) na: arterijske tromboze (AIM, CVI, TIA, tromboze gornjih i
donjih ekstremiteta); venske tromboembolije (duboke venske tromboze, pluéne
tromboembolije, splanhni¢ne venske tromboze, tromboze cerebralnih sinusa, tromboze
portnih vena, tromboze hepatiénih vena, tromboze vena retine).Sve tromboze na
dijagnozi i1 tokom pracenja u studiji morale su biti objektivno verifikovane metodom
EHO Doppler pregleda, angiografije ili CT angiografije. Epizode koje nisu objektivno

verifikovane nisu uzimane u analizu.

Mikrocirkulatorne smetnje nisu ubrojane u tromboembolijske dogadaje.

Kontrolni ispitanici

Kontrolna grupa zdravih ispitanika se sastojala od 33 odrasle osobe (starost Me
58 god., 14 m/19 %), bez prethodnih tromboembolijskih komplikacija i bez
antiagregacione terapije. Zdrave ispitanike su ¢inili dobrovoljci zaposleni u Klinickom
centru Srbije, njihovi rodaci, ili prijatelji, kao i ¢lanovi porodica bolesnika uklju¢enih u
studiju.Od svih kontrolnih ispitanika su prikupljani demografski podaci, kompletna
krvna slika, biohumoralni status, parametri hemostaze i markeri aktivacije koagulacije

(PT, PTT, protrombin fragment F1+2, antifosfolipidna antitela) u trenutku ispitivanja.
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Takode, uzorci krvi zdravih ispitanika su koriS¢eni za dobijanje opsega
referentnih vrednosti laboratorijskih analiza koje se ne rade standardno na Klinici za
hematologiju, KCS. Zdravi kontrolni uzorci krvi su imunofenotipizirani metodom
protocne citofluorimetrije u cilju definisanja fizioloSkog opsega nivoa cirkuliSucih
leukocitno-trombocitnih agregata.U zdravim kontrolnim uzorcima plazme su ELISA
metodom odredene koncentracije solubilnih E-, L- i P- selektina, takode u cilju

definisanja fizioloSkih opsega.

METODE

Uzorkovanje krvi za laboratorijske analize

Ispitanicima je periferna venska krv za sve planirane laboratorijske analize
uzimana ujutru, pre dorucka. Da bi se izbegla stres aktivacija trombocita, krv za analizu
leukocitno-trombocitnih agregata i za testove hemostaze je uzimana bez elasticne
poveske.Uzorci krvi na antikoagulansu K,-EDTA su uzimani za analizu krvne slike,
izolaciju DNK u ciljudetekcije genskih mutacija i za analizu nivoa leukocitno-
trombocitnih agregata. Uzorci krvi na antikoagulansu Na-citratu su koris¢eni za testove
hemostaze, analizu nivoa solubilnih selektina i detekciju mutacije fll 20210A. Uzorci
krvi bez antikoagulansa su koris¢eni za biohemijske analize krvi i

detekcijuantikardioloipinskih antitela.

Analiza krvne slike

Parametri krvne slike su odredenina automatskom c¢itaGu Pentra DX Nexus

(Horiba medical, Kyoto, Japan).
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Rutinski testovi hemostaze

Rutinski koagulacioni testovi- fibrinogen, PT i aPTT su odredeni standardnom
koagulacionom metodom na automatskom analizatoru ACL-700 (IL, Milano Italija)

kori§¢enjem reagenasa istog proizvodaca.

Test rezistencije na aktivirani protein C (APCR) je odreden koagulacionom
metodom koriséenjem komercijalnog kita Factor V Leiden (APC™ Resistance V),
HemosIL (Instrumentation Laboratory, Milano, Italija), na aparatu ACL-700, prema
uputstvima proizvodaca.Senzitivnost ovog testa za postojanje FV Leidenje 50%, a

speciffi¢nost je 98%.

Koncentracija fibrin degradacionih produkata (D-dimer) u plazmi je odredena
INNOVANCE® D-Dimer imunoturbidimetrijskim esejem (Siemens, Nemacka) na
koagulometru SYSMEX 1500 (Siemens, Nemacka).

Enzimski imunoesej (ELISA) za kvantitativno odredivanje
koncentracije proteina

Odredivanje humanog protrombin fragmenta F1+2

Za kvantitativno odredivanje humanog protrombin fragmenta F1+2, je primenjen
enzimski imunoesej- ELISA (Enzygnost* F1+2 (monoclonal), Dade Behring, Germany)

prema preporukama proizvodaca testa.

Postupak: u bazenci¢e mikrotitracione ploc¢eobloZzene monoklonskim misjim
antitelom (10-100 pg) na humani F1+2 se dodaje najprepufer za uzorke, a zatim
ispitivani uzorciplazme, standardni serumi koncentracija 20,80, 400 i 1200pmol/L, kao i
pozitivna kontrolnaplazma koncentracije 100+20 pmol/L. Inkubacija na temperaturi od
37°C traje 30 minuta. Ploce se peru 2 puta, tako sto se u svaki bazenci¢ dodaje po 300
ul komercijalnog pufera za pranje. Zatim se u svaki bazenc¢i¢ dodaje po 100 ul anti

humanog protrombin/POD konjugata i inkubira tokom 15 minuta na 37°C. Nakon
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pranja i istresanja plo¢a u bazenéice se dodaje po 100 ul rastvora tetrametil benzidina
(TMB) koji sluzi kao supstrat u enzimskoj reakciji. Nakon inkubacije od 15 minuta na
sobnoj temperaturi i u mraku, reakcija se zaustavlja 0.5N rastvorom sumporne kiseline.
Nakon inkubacije od 5 minuta na sobnoj temperaturi opticke gustine se odreduju
spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 450 nm. Koncentracije humanog protrombin
fragmenta F1+2odreduju se preracunavanjem pomocu standardnih krivulja dobijenih

ocitavanjem vrednosti opti¢kih gustina standardnih seruma odredenih koncentracija.

Opseg referentnih vrednosti Enzygnost* F1+2 Kita iznosi 69-229 pmol/L.

Odredivanje antikardiolipinskih antitela (IgG i IgM)

Koris¢eni su komercijalni kitovi za odredivanje prisustva i koncentracije
antikardiolipinskih antitela (Orgentec Diagnostica AG, Nemacka). Ukratko: u bazencice
mikrotitracione ploCe obloZzene visoko precis¢enim kardiolipinom saturisanim (2
glikoproteinom i dodaju se ispitivani serumi u razblaZzenju 1:100, standardni serumi
koncentracija 0; 7,5; 15; 30; 60 i 120 GPL-U/ml odnosno MPL-u/ml, kao i pozitivni i
negativni kontrolni serumi. Inkubacija na sobnoj temperaturi traje 30 minuta. Ploce se
peru 3 puta, tako sto se u svaki bazenci¢ dodaje po 300 ul komercijalnog pufera za
pranje. Zatim se u svaki bazenci¢ dodaje po 100 pl anti humanog IgG ili IgM
obelezenog peroksidazom i inkubira tokom 30 minuta. Nakon pranja i istresanja plo¢a u
bazenci¢e se dodaje po 100 pl rastvora tetrametil benzidina (TMB) koji sluzi kao
supstrat u enzimskoj reakciji. Nakon inkubacije od 15 minuta reakcija se zaustavlja 3M
rastvorom sumporne kiseline. Nakon inkubacije od 5 minuta na sobnoj temperaturi
opti¢ke gustine se odreduju spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 450 nm.
Koncentracije antikardiolipinskih antitela IgG 1 IgM izotipa odreduju se
prera¢unavanjem pomocu standardnih krivulja dobijenih o¢itavanjem vrednosti optickih

gustina standardnih seruma odredenih koncentracija.

Interpretacija rezultata: svi uzorci ¢ija preracunata vrednost prelazi 10 GPL-

U/ml, odnosno 7 MPL-u/ml smatraju se pozitivnim.
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Odredivanje nivoa solubilnih selektina

Analizirano je ukupno 95 uzoraka plazmi poreklom od bolesnika obolelih od Ph-
MPN ito: 39 PV, 27 ET, 29 PMF, pre primanja terapije i 28 zdravih kontrola.

U slucajevima gde je koncentracija selektina kod bolesnika pre primanja terapije
bila povecana u odnosu na srednju vrednost koncentracije selektina uvecanu za
vrednost dve standardne devijacije kod zdravih kontrola,nivo selektina je odredivan i
nakon primanja (citoreduktivne) terapije (E-selektin: 18 PV, 8 ET, 13 PMF, L-selektin:
17 PV, 15 ET, 8 PMF, P-selektin: 14 PV, 14 ET, 14 PMF).

Nivo selektina (E-selektin, L-selektin, P-selektin)u plazmi odredivan je
komercijalnim ELISA Kkitovima (Sigma-Aldrich), prema uputstvu proizvodaca. U
rezervoare ELISA-ploca koje su prethodno ve¢ bile obloZzene antitelom specificnim za
odgovarajuci selektin, dodavano je po 100ul plazme, standarda ili pufera (slepa proba).
Plazma pacijenata je razblazivana 50, 100 i 250 puta a plazma zdravih kontrola 50, 100
i 200 puta u slucaju E-selektina, P-selektina i L-selektina, respektivno. Nakon
inkubiranja u trajanju od 2 sata i 30 minuta i ispiranja, dodavano je po 100ul
specificnog detekcionog antitela obelezenog biotinom, uz inkubaciju od 1 sata. Posle
ispiranja i inkubacije sa streptavidinom obeleZenim peroksidazom (HRP-Streptavidin) i
ponovnog ispiranja, dodavan je hromogen TMB (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine), kao
supstrat peroksidaze. Nakon inkubacije od 30 minuta, u mraku, reakcija je zaustavljana
dodavanjem rastvora sumporne kiseline (Stop Solution) i zatim merena apsorbanca na
450 nm, na ELISA c¢itacu(ELISA Multiscan Plusplate reader, Labsystems, Finland).

Sve vrednosti merene su u duplikatu.Koncentracija selektina u plazmi pacijenata

1 zdravih kontrola odredena je iz standardne krive i izrazena u ng/ml.

40



Bolesnici, materijal i metode

Ispitivanje leukocitno-trombocitnih agregata

Bolesnici i kontrolni uzorci

Ispitivanje Le-Tr agregata je sprovedeno na uzorku od 95 bolesnika sa dg Ph’
MPN, na dijagnozi bolesti pre primene citoreduktivne i/ili antiagregacione terapije i
posle Sest meseci pracenja i leCenja. Uzorak od33 zdravih kontrolnih odraslih osoba je

ukljucen u ispitivanje u cilju utvrdivanja fizioloskih vrednosti Le-Tr agregata.

Uzorkovanje periferne krvi i protokol za obeleZavanje Celija

Prisustvo leukocitno-trombocitnih agregati je ispitivano u uzorcima pune
periferne  krvi Dbolesnika i kontrolnih uzoraka, primenom testa direktne
imunofluorescencije, prema modifikovanoj metodi Radovancéevi¢ i sar, 2009. Uzorci
periferne krvi su dvostruko antikoagulisani, u prvom koraku primenom antikoagulanasa
— EDTA (Etilendiamintetrasiréetna kiselina), a zatim u drugom koraku primenom
antikoagulansa CTAD (Citrat-Teofilin-Adenozin-Dipiridamol) (Macey et al, 2009). Da
bi se izbegla arteficijelna aktivacija leukocita i trombocitakaoposledica mehanicke stres
iritacije, uzorak periferne krvi je dobijan venepunkcijom antekubitalne vene bez
upotrebe poveske, sa Sirokom iglom promera 20-gauge. Nakon odbacivanja prva 3 mL,
puna venska krv je prihvatana u vakumirane epruvete sa EDTA (BD Vacutainer K2E
3.6 mg, Becton Dickinson), a odmah zatim prebacivana u vakumirane epruvete sa
CTAD (BD Vacutainer CTAD, Becton Dickinson).

Celije su obelezavane monoklonskim antitelima unutar 20min od venepunkcije,
primenom testa direktne viSekolorne imunofluorecsencije (Barnard et al, 2009). Panel
monoklonskih antitela je ukljucivao ispitivanje dva leukocitna antigena specifi¢na za
trombocite (CD61/CD42b) uz dva leukocitna antigena koriS¢ena za selekcionisanje
populacije neutrofila i monocita (CD45/CD14) prilikomanalize. U epruvete su prvo
sipana misja anti-humana monoklonska antitela direktno konjugovana sa molekulima
fluorescentnih boja (Tabela 7.), u optimalnim koncentracijama i prema prethodno

utvrdenim kombinacijama. Zatim su u epruvete dodavani alikvotiod 100 ul pune
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periferne krvi koji su inkubirani sa kombinacijom monoklonskih antitela 20min/22°C u
mraku. Paralelno, alikvoti uzoraka periferne krvi su inkubirani i sa kombinacijom
odgovarajucih izotipskih kontrola. Nakon inkubacije, eritrociti su lizirani komercijalnim
reagensom prema pratecem protokolu (FACS Lysing Solution, BD). Lizirani uzorci su
zatim centrifugirani na 1600rpm/5min/22°C, a supernatant je odstranjivan. Talog ¢elija
je zatim resuspendovan u rastvoru fosfatnog pufera za ispiranje (PBS, pH 7,2) (BD
CellWASH, Becton Dickinson) i uzorak je ponovo centrifugiran na
1600rpm/5min/22°C. Posle ispiranja, éelije su resuspendovane u 0,5 ml rastvora za

fiksiranje (Cell Fix reagent, Becton Dickinson), i zatim su do analize ¢uvane u mraku na

+4°C.

Tabela 7. Panel monoklonskih antitela koris¢enih za ispitivanje leukocitno-
trombocitnih agregata u perifernoj krvi na populaciji neutrofila i monocita

Monoklonsko antitelo Klon Fluorohroma Proizvodaé
CD61 RUU-PL 7F12 FITC Becton Dickinson
CD42b HIP1 PE Becton Dickinson
CD45 2D1 APC Becton Dickinson
mslgG1l X40 FITC Becton Dickinson
msigG1l X40 PE Becton Dickinson
Panel monoklonskih antitela
1. CD61-FITC/CD42b-PE/CD45-APC
2. mslgG1-FITC/mslgG1-PE/CD45-APC

Protoc¢na citofluorimetrija

Ekspresija ispitivanih membranskih antigena specifi¢nih za populacije leukocita
1 trombocita je merena i analizirana na proto¢nom citofluorimetru (BD FACSCalibur
4CS, Becton Dickinson) primenom specifi¢nog softvera (BD CellQuest Pro Software
ver. 4.0.2, Becton Dickinson). Proto¢ni citofluorimetar je kalibrisan svakodnevno,
primenom seta standardnih kalibracionih kuglica (CaliBRITE beads — unlabeled, FITC,
PE, PerCP, APC) 1 specificnog softvera (BD FACSComp Software, Becton Dickinson).

Pri svakom merenju je prikupljano najmanje 100 000 nukleiranih celija uzorka po
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epruveti, na nivou protoka od < 1,000 ¢elija u sekundi. Podaci su ¢uvani za analizu u

formi fajlova (Radovancevic et al, 2009).

Leukocitno—trombocitni agregati (Slika 4.) su identifikovani i procenjivani na
populaciji selekcionisanih neutrofila (srednji nivo ekspresije CD45 antigena i visok
stepen ¢Gelijske granulacije, CD45"™™/SSCM9") j monocita (visok nivo ekspresije

CD45 antigena i srednji stepen Celijske granulacije,CD45M9"/SSCmedMm)
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Slika 4. Leukocitno-trombocitni agregati kod zdravog kontrolnog uzorka i kod
bolesnika sa ET
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Rezultati su izrazavani kao procenat celija u populaciji neutrofila odnosno
monocita, koje su koeksprimirale dva trombocitna antigena (CD42b"CD61" populacija)
(Barnard et al, 2009). Relativna vrednost fluorescentne emisije na log skali intenziteta,
koja je poticala od vezanog monoklonskog antitela anti-CD42b-PE na populaciji
neutrofila i monocita, procenjivana je kao proseCan intenzitet fluorescencije (engl.

mean fluorescent intensity, MFI).

Povecana vrednost leukocitno-trombocitnih agregata je definisana kao x + 2SD
kontrolne grupe zdravih ispitanika.Ona je iznosila za Neu-Tr agregate > 16%, a za Mo-

Tr agregate >10%.

Molekularno-geneti¢ka ispitivanja

Molekularno-geneticke analize su sprovedene kod 95 novodijagnostikovanih
bolesnika sa Ph"MPN. Ispitivano je prisustvo mutacija u genima: JAK2-V617F, MPL-
S505N, MPL-W515K/L/A i CALR exon 9, koris¢enjem alel specifi¢ne reakcije lancanog

umnozavanja DNK, (Polymerase chain reaction - PCR).

Za sve vrste molekularno-genetickih ispitivanja koris¢eni su uzorci periferne

krvi, uzeti na K,-EDTA antikoagulansu.

Izolacija granulocita iz periferne krvi

Periferna venska krv bolesnika je sakupljana u epruvetama sa antikoagulansom
K,EDTA (Vaccutainer, Becton Dickinson, UK), a zatim razblaZivana u odnosu 1:1.2 sa
fosfatnim puferom (PBS-a, pH=7.2, bez Ca®" i Mg®*) sa dodatkom 2mM EDTA. Uzorci
krvi su nanoSeni na gradijent gustine 1.077 g/L (Lymphocyte Separation Medium, LSM,
PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) i centrifugiranjem na 400 g, tokom 35
minuta, izolovane su MNC u interfazi, a eritrociti i zreli polimorfonuklearni granulociti

u talogu. Nakon odlivanja supernatanta i eliminacije MNC, postupkom liziranja
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eritrocita iz taloga sa hipotoni¢nim rastvorom (0.15 M NH4Cl, 0.1 mM Na;EDTA, 12
mM NaHCO;), izolovani su granulociti. Granulociti su iz lizata eritrocita izolovani
centrifugiranjem na 200 g tokom 2 minuta, a zatim isprani u PBS-u. Broj i vijabilnost
granulocita odredivana je bojenjem sa 0.4% rastvorom Tripan plavog (Life

Technologies, USA), posle ¢ega je odmah izdvajana DNK.

Izolacija DNK iz granulocita periferne krvi

Za izolaciju DNK iz granulocita periferne krvi je kori§¢ena fenol-hloroformska
metoda. Centrifugiranjem uzoraka granulocita sa rastvorom fenol/hloroform/izoamil
alkohola (u odnosu 25:24:1) su izdvojene dve faze: gornja vodena, u kojoj se nalazila
DNK i donja organska, u kojoj su se nalazili proteini. Za dalju analizu je koriS¢ena
vodena faza sa izolovanom DNK, koja je zatim precipitirana na -20°C tokom no¢i,
dodavanjem 7.5M rastvora amino acetata i hladnog rastvora apsolutnog etil alkohola.
Nakon precipitacije, uzorci DNK su meSani sa 70% etil alkoholom i talog DNK je
izdvajan centrifugiranjem. Rekonstitucija DNK za PCR analizu je vrSena sterilnom

destilovanom vodom na 37°C, tokom no¢i.

Detekcija JAK2V617F mutacije  (Kralovics R, 2006.)

Za PCR amplifikaciju (T3000 Thermocycler, Biometra Biomedizinische
Analytik GmbH, Goettingen, Germany) su kori§é¢eni prajmeri prikazani u tabeli 8.

Tabela 8. Setovi prajmera za detekciju JAK2V617F mutacije

Prajmer sekvenca (5°-3")

JAK2-FWD GTTTCTTAGTGCATCTTTATTATGGCAGA
JAK2-G-REV FAM-TTACTCTCGTCTCCACAGAC
JAK2-T-REV FAM-AAATTACTCTCGTCTCCACAGAA
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Temperaturni profil PCR reakcije:

5 min/95°C - akctivacija Hot Star Taq polimeraze
30 ciklusa;

o 30 sec/94°C - denaturacija
e 30 sec/62°C - aniling
e 80 sec/72°C - elongacija

10 min/72°C - finalna elongacija

Nakon PCR amplifikacije izvrSeno je precis¢avanje nakoloni (QIAquick PCR
Purification kit, Qiagen) prema uputstvu proizvodaca. Prilikom odredivanja
JAK2V617F mutacije, PCR-om umnoZeni produkti su sekvencirani BigDye Terminator
V3.1 kitom za sekvenciranje na ABI PRISM 3130 automated DNA sequencer aparatu
(Applied Biosystems, Life Technologies, CA, USA), koriS¢enjem AB DNA Sequencing
Analysis Software (v 5.2).

Prajmeri specifi¢ni za mutaciju su duzi u odnosu na prajmere koji umnozavaju
ishodnu formu gena (eng. “wild” type). Tokom PCRanalize dolazi do amplifikacije
sekvenci gena od interesa. Tom prilikom se stvaraju JAK2V617F sekvence, koje su za
tri bazna para duze u odnosu na nemutirane JAK2 sekvence. Analiza DNK sekvenci
(ABI3130x1) ¢e pokazati dva razlicita pika, ukoliko bolesnik ima JAK2V617F mutaciju.
Odnos ova dva pika (mutiranog - 190 baznih parova i nemutiranog - 187 baznih parova)
ukazuje na razli¢ito alelno optere¢enje prisutno u krvi bolesnika. Alelno optereenje
mutiranog gena je analizirano po formuli: Visina pikasakaveize/ (visina pikarwiig tip +

visina pikaJAK2V617F) X 100 %.

Detekcija mutacija u genu MPL

Za PCR amplifikaciju su kori§c¢eni prajmeri prikazani u tabeli 9.
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Tabela 9. Setovi prajmera za detekciju mutacija u genu MPL

Prajmer 5°-3” sekvence

A_MPL-fwd FAM-TGGGCCGAAGTCTGACCCTTT
A_W515L-fwd FAM-GGCCTGCTGCTGCTGAGATT
A_S505N-rev CAGGCCCAGGACGGCGT

B_MPL-fwd TGGGCCGAAGTCTGACCCTTT
B_W515K-fwd GCCTGCTGCTGCTGAGGAA
B_W515A-rev GTAGTGTGCAGGAAACTGCGC
AB_MPL-rev CAGAGCGAACCAAGAATGCCTGT

Reakciona smesa zapremine 20 pl se sastojala od SuL (50 ng) DNK, 10uL 2x
AmpliTag Gold PCR Master Mix (Applied Biosystems, Canada) i Syl 4x MPL

meSavine prajmera. (Furtado LV, i sar, 2013.)

Temperaturni profil multipleks PCR reakcije:

10 min/95°C - aktivacija Taq polimeraze
38 ciklusa;

o 15sec/94°C - denaturacija
o 30 sec/64°C - aniling
e 1 min/72°C - elongacija

5 min/72°C - finalna elongacija

Nakon PCR amplifikacije izvrSeno je pre¢iS¢avanje nakoloni (QlAquick PCR
Purification kit, Qiagen) prema uputstvu proizvoda¢a. UmnoZeni produkti su
sekvencirani sa BigDye Terminator V1.1 kitom za sekvenciranje na ABI PRISM 3130
automated DNA sequencer aparatu (Applied Biosystems, Life Technologies, CA,
USA).
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Detekcija mutacija u genu TET2
Za PCR amplifikaciju su koriS¢eni prajmeri prikazani u tabeli 10.

Tabela 10. Setoviprajmerazadetekcijumutacija u genu TET2

Prajmer 5’-3” sekvence
TET2-ex6- fam-fwd FAM- TTCTCAGGGATGTCCTATTGCTAAGT
TET2-ex6-rev TCCCGCACCAAACACAGTAG

Analiza mutacije TET2 je sprovedena alel specificnom PCR metodom

(Delhommeau et al, 2009). PCR produkti su analizirani naABI PRISM 3130 automated
DNA sequencer aparatu (Applied Biosystems, Life Technologies, CA, USA).

Detekcija mutacija u genu CALR
Za PCR amplifikaciju su kori§¢eni prajmeri prikazani u tabeli 11.

Tabela 11. Setoviprajmerazadetekcijumutacija u genu CALR

Prajmer 5’-3" sekvence
CALR-intr8-fam-fwd FAM-GGCAAGGCCCTGAGGTGT
CALR-ex9-rev GGCCTCAGTCCAGCCCTG

Za PCR analizu je koris¢en kit AmpliTaq Gold 360 Mastermix (Applied
Biosystems) (Klapfl T, 2013.).

Temperaturni profil PCR reakcije:

10 min/95°C - aktivacija Taq polimeraze

10 ciklusa;

e 15sec/94°C - denaturacija
e 15sec/55°C - aniling
e 30 sec/72°C - elongacija
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20 ciklusa

e 155ec/89°C - denaturacija
e 15sec/55°C - aniling
o 30 sec/72°C - elongacija

20 min/72°C - finalna elongacija

Nakon PCR amplifikacije izvrSeno je precis¢avanje nakoloni (QIAquick PCR
Purification Kkit, Qiagen) prema uputstvu proizvoda¢a. Umnozeni produkti su
sekvencirani sa BigDye Terminator V3.1 kitom za sekvenciranje na ABI PRISM 3130
automated DNA sequencer aparatu (Applied Biosystems, Life Technologies, CA,
USA), uz koris¢enje Gene Mapper software version 4.0 (Applied Biosystems).

Sekvenciranje PCR produkata

Sekvenciranje DNK je radeno BigDye™ Terminators Version 3.1 Ready
Reaction Kit-om (Applied Biosystems), kapilarnom elektroforezom na automatskom
sekvenceru (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems). (Sanger F, 1977). SmeSa za
sekvenciranje, finalne zapremine 8 ul, sadrZi slede¢e komponente: 3-20 ng precis¢enog
PCR produkta (za duzine 200-1000 bp); 3,2 pmol prajmera za sekvenciranje i 3 pl
Ready Reaction Mix (Applied Biosystems).

Temperaturni profili PCR reakcije za sekvenciranje:

1 min/ 96°C
25 ciklusa;

e 10sec/96°C
e 5sec/50°C
e 4 min/60°C

4°C/ o0

Posle zavrSene reakcije sekvenciranja uzorci su preciS€avani Na-acetatnom

precipitacijom. U uzorke se doda 40 pl Na-acetata, promucka se i centrifugira 20 min na
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13000 rpm, posle Cega se supernatant uklanja. Talogu se doda 200 pl 70% etanola i
centrifugira 10 min na 13000 rpm, posle ¢ega se supernatant uklanja. Ovaj korak se
ponavlja jo§ jednom.Nakon drugog ispiranja etanolom talog je neophodno u potpunosti
osusiti. Osuseni talog se rastvara u 25 pl HiDi i celokupna koli¢ina se nanosi na plejt za

sekvenciranje.

Ispitivanje prisustva mutacije u genu za protrombin FI1 20210A

Izolacija DNK iz limfocita periferne krvi. Za izolaciju DNK iz limfocita
periferne krvi 95 bolesnika sa Pn"MPN je primenjena metoda isoljavanja ("salting out™)
po Milleru 1988 (Miller SA, 1988.).

Uzorak venske krvi sa antikoagulansom (Na-citrat) se pomeSa sa istom
koli¢inom pufera za lizu (Tabela 12.) i 15 do 20 minuta drzi na + 4 °C. Potom se
centrifugira 15 min na 2000 obrtaja, supernatant se odbaci, a talog se resuspenduje u
fizioloskom puferu. Uzorak se ispira viSe puta centrifugiranjem tokom 15 min na 2000
obrtaja, dok talog ne pobeli. Nakon poslednjeg "ispiranja” supernatant se odbaci, a
talogu doda 3 ml pufera A (Tabela 12.), 50 ul 10% proteinaze K i 200 ul 10% SDS (Na-
dodecisulfat) 1 uzorak se inkubira preko no¢i na 37 oc. Sledeceg dana se doda 1ml 6M
NaCl, dobro promucka i centrifugira 15 minuta na 3000 obrtaja. Supernatant se prenosi
u ¢istu epruvetu i centrifugira 15 minuta na 4000 obrtaja. Supernatant se pazjivo preliva
u Cistu graduisanu epruvetu, a zatim se doda isti volumen izopropanola. Pazljivim
muckanjem izdvaja se belicasti konci¢ DNK. Konci¢ se pazljivo pokupi staklenim
Stapi¢em 1 potopi 30 sekundi u 70 % etanolu. DNK se osusi na vazduhu, a zatim se

rastvori u 300 pl redestilovane vode.

Tabela 12. Sastav pufera

Pufer za lizu* FizioloSki pufer Pufer A TE pufer

0.32 M SAHAROZA 0,075 M NaCl 10 mM TRIS HCI # 10 mM TRIS HCI#
10 mM TRIS HCI # 0,025 M EDTApH 8 400 ml NaCl ImM EDTA

1% TRITON x 100 2mM EDTA

5 mM MgCl,

*Autoklavirati i cuvati na +4 °C, # pH 7.5
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Koncentracija DNK u uzorku merena je spektrofotometrom na 260 nm, a Cistoc¢a

DNK odredivana ja na osnovu apsorbance uzorka na 260 i 280 nm.

Detekcija polimorfizma G20210A u genu za FII. lzolavana je totalna
genomska DNK iz 5ml citrirane periferne krvi ispitanika, metodom isoljavanja.
Koncentracija i kvalitet izolovane DNK su provereni spektrofotometrijski.
Polimorfizam G20210A je detektovan uz pomo¢ reakcije lan¢ane polimerizacije (PCR)
i ispitivanja polimorfizma duzine restrikcijonih fragmenata (engl. Restriction fragment
lenght polymorphism - RFLP). Za amplifikaciju ciljnog segmenta gena duZine 345bp,
koji obuhvata polimorfno mesto, upotrebljeni su prajmeri ¢ija je sekvenca: [ 5-TCT
AGA AAC AGT TGC CTG GC-3'i 5-ATA GCA CTG GGA GCA TTG AAG C-3'] .
Nakon provere na 8% poliakrilamidnom gelu, produkti amplifikacije inkubirani su sa 4
U (unit-jedinica) restrikcionog enzima Hha | na 37°C u toku 16 h. Nakon digestije
produkti su analizirani elektroforezom na 8% poliakrilamidnim gelovima bojenim
etidijum-bromidom i prosvetljavanim na UV transiliminatoru. Kod osoba GG genotipa
se na gelu detektuje samo trakaduZine: 345 bp, heterozigoti GA genotipa imaju prisutne
dve trake od 345 i 322 bp, dok bi homozigoti AA genotipa imali traku od 322 bp
(Shema 2).

Shema 2. Analiza genotipa na poliakrilamidnom gelu

AA GA GG
345bp — —
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In vitro Celijska kultura

In vitro rast mati¢nih ¢elija hematopoeze poreklom iz koStane srzi je ispitivan
kod 90 bolesnikaobuhvaéena ovom studijom. Po potrebi, analiza je dopunjena kulturom

cirkulisu¢ih prethodnika hematopoeze kod ukupno 22 bolesnika:

e Ukoliko kulturom kostane srzini su detektovane spontano formirane kolonije
eritroblasta, ili megakariocita;

e Ako je uzorak koStane srzi bio nedovoljan zaanalizu, zbog prisustvafibroze (tzv
»Suvapunkcija®);

e Ukoliko je in vitro celijska kultura radena u preliminarnom dijagnostickom

postupku, pre biopsije kostane srzi (diferencijalnadijagnozaeritrocitoza).

Kontrolni uzorci koStane srzi i periferne krvi za evaluaciju rastain vitro kolonija

su dobijeni od 29 zdravih volontera, bez evidentirane hematoloSke bolesti.

Uzorkovanje i priprema mononukleara za analizu

Uzorci aspirata koStane srzi i periferne venske Kkrvi su antikoagulisani
heparinom, a zatim razblazivani u hranljivom medijumu, Iscove's Modified Dulbecco's
Medium(IMDM, Sigma-Aldrich Ltd, UK). Mononukleirane ¢elije (MNC) su izdvajane
na gradijentu gustine 1.077 g/L (HistopaquelO77, Sigma-Aldrich Ltd, UK),
centrifugiranjem na 1500-1600 rpm, tokom 30-35 minuta. Nakon ispiranja u IMDM
centrifugiranjem na 1600 rpm tokom 10 minuta, MNC sukultivisane u
razli¢itimfinalnim koncentracijama, u zavisnosti od vrste planiranog eseja.ln vitro
¢elijska kultura eritroblastnih (Burst-Forming-Unit-Erythroid, BFU-E) i granulocitno-
monocitnih  (Colony-Forming-Unit-Granulocyte-Monocyte, CFU-GM) kolonija je
radena na polucvrstoj podlozi od metilceluloze, po standardizovanoj metodologiji
proizvodata (Stem Cell Technologies Inc, Canada).In vitro celijska kultura
megakariocitnih kolonija (Colony-Forming-Unit-Megakaryocyte, CFU-Mk) je radena
na poluévrstoj podlozi od kolagena, po standardizovanoj metodologiji proizvodaca

(Stem Cell Technologies Inc, Canada).
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In vitrocelijska kultura BFU-E i CFU-GM na podlozi od metilceluloze

Komercijalna podloga za kulturu (H4434, Stem Cell Technologies Inc, Canada)
se sastojala od 0.9 % metilceluloze, 30 % fetalnog teleceg seruma, 1 % albumina iz
govedeg seruma, 5x10™ B-merkaptoetanola, IMDM i smese stimulatora rasta(SCF, GM-
CSF, IL-3, EPO). MeSavina za kulturu spontano formiranih BFU-E kolonija (SBFU-E)
nije sadrzala EPO. Smesa za kulturu (finalni volumen 3.3 mL) sastavljena od podloge sa
metilcelulozom i suspenzije 2x10* MNC kostane srzi, odnosno 2.2x10° MNC periferne
krvi, je rasporedena u petri Solje (35x10mm Becton Dickinson).Sve kulture su
postavljene u duplikatu u cilju preciznije evaluacije rezultata. Celije su inkubirane do
formiranja kolonija, tokom 14 dana u CO, inkubatoru (HERACell 150i, Heraeus) na
temperaturi 37°C, u uslovima apsolutne vlaznosti i 5% CO,u vazduhu. Kolonije
granulocita i eritroblasta su analizirane na osnovu morfoloskih osobina, pod invertnim

mikroskopom (Zeiss Opton ICM 405, Germany), na standardnim uveli¢anjima (250x).

BFU-E kolonija (Slika 5b.) je definisana (Iscove i sar, 1974.), kao grupa od
najmanje 100 smezuranih hemoglobinizovanih eritroblasta crvene boje, ili kao grupa od
2-5 klastera eritroblasta, sa najmanje 20 eritroblasta po jednom Kklasteru. CFU-GM
kolonija (Slika 5a.) je definisana kao grupa od najmanje 20 granulocita (CFU-G),
makrofaga (CFU-M), ili ¢elija obe linije (CFU-GM), a kolonije koje nastaju od
primitivnijih prethodnika mogu sadrzati i nekoliko hiljada ¢elija u jednom, ili vise

klastera.
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Slika 5. Kolonije opredeljenih mati¢nih ¢elija mijeloidne loze. a. CFU-GM kolonija na
metilcelulozi (250x); b. BFU-E kolonija na metilcelulozi (250x); c¢. CFU-Mk kolonija
na kolagenu (10x).

In vitro ¢éelijska kultura CFU-Mk na podlozi od kolagena

MegaCult (Stem Cell Technologies Inc, Canada) je moderan in vitro test sistem
baziran na primeni kolagena, optimizovan za preciznu kvantifikaciju megakariocitnih
prethodnika. Precizna identifikacija CFU-MKk kolonija posredstvom MegaCult sistema
se odvija kroz tri sukcesivne procedure: kultivisanje CFU-Mk kolonija, dehidratacija i
fiksacija ¢elijskih kultura i imunocitohemijsko bojenje CFU-Mk kolonija (Slika 6).
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KORAK 1: Postavljanje i kultivacija

Rastvor
kolagena

Medijum sa
citokinima bez seruma

* Dvokomorni slajd
A = 2 kulturu
KORAK 2: Dehidratacija i fiksacija

Ukloniti komoru

\

sl o

Izvrsiti dehidrataciju i fiksaciju

4

KORAK 3: Bojenje i brojanje kolonija

i S —

Bojenje megakariocita (GPIIb/IIa)

Brojanje kolonija

Slika 6. Dijagram MegaCult procedure za identifikaciju humanih CFU-Mk celija

Komercijalna podloga za kulturu MegaCult-C je formulisana na takav nacin da
stimuliSe rast CFU-Mk kolonija u gelovima na bazi kolagena. Finalne koncentracije
komponenti koje se nalaze u medijumu pre dodavanja celija (0.1 mL) i rastvora

kolagena (1.2 mL) u MegaCult®-C medijumu sa citokinima prikazane su u tabeli 13.
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Tabela 13. Sastav podloge MegaCult sa finalnim koncentacijama komponenti

Komponente MegaCult®-C medijuma Finalna koncentracija
Kolagen 1.1 mg/mi
Bovine Serum Albumin 1%

Rekombinantni humani insulin 10 pg/mi
Humani transferin (gvozde saturisani) 200 pg/ml

L-glutamin 2 mM

2-Merkaptoetanol 10" M
rh Trombopoetin 50 ng/ml
rh IL-6 10 ng/mi
rh IL-3 10 ng/ml

IMDM

Isti medijum je dostupan i bez citokina za ispitivanje rasta i maturacije spontano
formiranih CFU-MKk kolonija (sSCFU-MK). SmeSa za kulturu sastavljena od medijuma,
kolagena i suspenzije 2.2x10° MNC kostane srzi (finalni volumen 3.3 mL) je
rasporedena u dvokomorne slajdove (Double-Chamber Slides, Thermo Nunc, USA).
Upotrebom dvokomornih slajdova omogucena je inkubacija, a zatim fiksacija i bojenje

celokupne ¢elijske kulture na jednom slajdu.

Sve kulture su postavljane u duplikatu, u cilju preciznije evaluacije rezultata.
Celije su inkubirane do formiranja kolonija, tokom 10-12 dana u termostatu (HERACEell
150i, Heraeus) na temperaturi 37°C, u uslovima apsolutne vlaznosti i 5% COyu
vazduhu. Nakon inkubacije, ¢elijske kulture su najpre dehidrirane i fiksirane smeSom

metanola i acetona u srazmeri 1:3, a zatim imunocitohemijski obojene.

Humane CFU-Mk kolonije su detektovane Ccelijskim bojenjem primarnim
antitelom za megakariocitno specificni antigen GPIIb/Illa (CD41). Znacajna
amplifikacija primarnog signala je postignuta vezivanjem primarnog, sa konjugovanim
detekcionim sistemom koji se sastoji od sekundarno biotinilizovanog antitela i alkalne
fosfataze.CFU-Mk kolonije su analizirane na osnovu boje pod svetlosnim mikroskopom
(Leica, ReichertMicrostar IV, USA), na standardnim uveli¢anjima (5x i 10x).
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Bolesnici, materijal i metode

Tri kategorije (tipa) éelijskih kolonija mogu biti identifikovane u MegaCult®-C
kulturama: ¢iste megakariocitne kolonije (CFU-Mk), meSovite megakariocitne kolonije
(sadrze druge linije kao dodatak megakariocitnim) i ne-megakariocitne kolonije.
Megakariociti 1 trombociti, koji eksprimiraju glikoprotein IIb/IIIa (CD41), pojavice se u
ruzicastoj boji posle fiksacije 1 bojenja (Slika br. 2). Bojenje Evans plavim uzrokuje da
nukleusi svih ¢elija budu bledo plavi bez obzira na ¢elijsku liniju. Kao rezultat, CFU-
Mk kolonije se pojavljuju kao grupe Celija saruzicasto obojenom membranom i plavim
nukleusima. Na osnovu broja megakariocita u sastavu, CFU-Mk kolonije su podeljene
na: male (3 — 20 ¢elija po koloniji), srednje (21 — 49 celija po koloniji) i velike (vise od
50 celija po koloniji). Velike megakariocitne kolonije poti¢u od primitivnijih Mk

prethodnika, dok su manje kolonije nastale od zrelijih Mk pretodnika.

Statisticka analiza

Rezultati dobijeni od svih pacijenata kao i rezultati ispitivanih bolesnika po

grupama i kontrolnih ispitanika, su statisticki analizirani i medusobno uporedeni.

U okviru programskog paketa Microsoft Office for Windows, baza podataka je
kreirana pomoc¢u namenskog programa Access, a statisticka obrada podataka pomocu

programskog paketa Statistical Pakeg for Social Sciencies-SPSS 18.02 for Windows.

U opisivanju podataka su koriS¢éene metode deskriptivne statistike, mere
centralne tendencije i mere varijabiliteta. U statistickoj analizi podataka su korisé¢ene
parametarske i1 neparametarske statisticke analiticke metode. Od metoda analiticke
statistike su koris¢ene: metode identifikacije empirijskih raspodela, metode za procenu
znacajnosti razlike (studentov t test za dva velika nezavisna uzorka, test sume rangova i
hi-kvadrat (%) test, jednofaktorska analiza kovarijanse-ANCOVA) i metode za procenu
znaajnosti povezanosti (univarijantna i multivarijantna binarna logisti¢ka regresiona
analiza). Za pracenje bolesnika je primenjena Kaplan-Meier-ova kriva prezivljavanja, a
prediktori vremena do nastupanja izabranog dogadaja Koksovim proporcionalnim
hazardnim regresionim modelom. Sve analize su uradene onako kako je nameravano

(intention to treat).
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DEMOGRAGFSKO-KLINICKE KARAKTERISTIKE
BOLESNIKA

U studiju je uklju¢eno ukupno 95 bolesnikasa Ph"MPN, pri ¢emu je najveéi broj
bolesnika bio sa PV (41.1%), dok je broj bolesnika sa ET (28.4%) i PMF (30.5%) bio
slican. Osnovne demografske karakteristike bolesnikai zdravih kontrola su prikazane u
tabeli 14. ProseCna starost ispitanika bila je 59 godina (opseg: 22-83), sa
predominacijom Zenskog pola (60%). Starijih od 60 godina bilo je 49.5% bolesnika.
Izmedu podtipova Ph'MPN je postojala statisticki znacajna razlika u pogledu starosti.
Bolesnici sa PMF bili su statisti¢ki znac¢ajno stariji u odnosu na bolesnike sa ET (p <
0.05), dok u odnosu na bolesnike sa PV ta razlika nije bila znacajna. Takode, u grupi

bolesnika sa PMF ucestalost osoba starijih od 60 godina je bila znacajno ve¢a u odnosu

na grupu bolesnika sa ET (p < 0.05).

Tabela 14. Demografske karakteristike bolesnika

Ph"MPN podtipovi

KARAKTERISTIKE | Ph'MPN | Kontrole PV ET PME

(n=95) (n=33) P (n=39) (n=27) (n=29) P>
Starost (godine)
¥ (SD) 58.98 (14.0) | 54.61(13.17) | 0.104 | 58.87 (12.1) | 53.56 (16.1) | 64.17 (12.9) @ 0.015*
min-max 22-83 26-81 22-80 22-83 28-83
Starost, f (%)
<60 god 48 (50.5) 20 (60.6) 0.317 21 (53.8) 18 (66.7) 9 (31.0) 0.025*
> 60 god 37 (49.5) 13 (39.4) 18 (46.2) 9(33.3) 20 (69.0)
Pol, f (%)
Muski 38 (40) 14 (42) 0.807 21 (53.8) 8 (29.6) 9 (31.0) 0.071
Zenski 57(60) 19 (58) 18 (46.2) 19 (70.4) 20 (69.0)
Istorija
tromboze, (%) 34 (87.2) 21 (77.8) 28 (96.6) 0.107
Ne 83(87.4) 33 (100) 5(12.8) 6 (22.2) 1(3.4)
Da 12(12.6) 0 (0)
Standardni
faktori rizika za
trombozu, f (%)
Ne 44 (46.3) 20 (60.6) 0.157 | 18(46.2) 17 (63.0) 9 (31) 0.057
Da 51 (53.7) 13 (39.4) 21 (53.8) 10 (37) 20 (69)

Ph'MPN - Filadelfija negativne mijeloproliferativne neoplazme; PV - policitemija vera; ET - esencijalna
trombocitemija; PMF - primarna mijelofibroza; p;-Ph"MPN vs kontrole; p»-PV vs ET vs PMF.
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Od svih bolesnika sa Ph'MPN ukljucenih u studiju, pozitivnu istoriju tromboza
je imalo ukupno 12 (12.6%) bolesnika,sa predominacijom arterijskih tromboza (Tabela
14). Standardni faktori rizika za trombozu (starost >60 god i/ili pozitivna istorija
tromboza) su bili prisutni kod 53.7% bolesnika sa Ph"MPN. Zastupljenost bolesnika koji
su imali visoki rizik za pojavu tromboze na osnovu prisustva bar jednog od ova dva
standardna faktora rizika je bila najvec¢a u grupi bolesnika sa PMF i u odnosu na

bolesnike sa ET ta razlika je bila statisti¢ki znacajna (p < 0.05).

Pre dijagnostikovanja Ph-MPN trombozu je imalo 12/95 bolesnika. Cak 11
tromboti¢nih dogadaja (91.7%) bile su arterijske tromboze dok je samo kod jednog
bolesnika postojala ranija venska tromboza. Vrste “istorijskih” tromboembolijskih

dogadaja za celu ispitivanu grupu prikazane su u tabeli 15.

Tabela 15. Tip i lokalizacija ,.istorijskih* tromboza kod 12 bolesnika sa P'MPN

TIP TROMBOZE PV n (%) ET n (%) PMF n (%)
ARTERIJSKE 6 (15.4) 4 (14.8) 1(3.4)
Cerebrovaskularni insult 3(7.7) 2 (7.4) 1(3.4)
Akutni infarkt miokarda 1(2.6)

Tranzitorni ishemicni atak - TIA 1(2.6) 1

Tromboze arterija ekstremiteta 1(2.6) 1

VENSKE 1(8.3)

Duboka venska tromboza 1(8.3)

Ph"MPN - Filadelfija negativne mijeloproliferativne neoplazme; PV - policitemija vera; ET - esencijalna

trombocitemija; PMF - primarna mijelofibroza

KARDIOVASKULARNI FAKTORI RIZIKA ZA

TROMBOZU

Prisustvo bar jednog klasi¢nog faktora za aterosklerozu (puSenje, hipertenzija,
dijabetes, hiperlipidemija) u celoj grupi bolesnika sa Ph'MPN bilo je znacajno vece
ucestalosti u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika (Tabela 16). Posmatrano

pojedinac¢no, ucestalost arterijske hipertenzije (HTA) i hiperlipidemije (HLP) je bila
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znacajno veca u ispitivanoj grupi nego u kontrolnoj grupi. Podtipovi PA'MPN se nisu

znacajno razlikovali u pogledu ucestalosti faktora rizika za kardiovaskularna oboljenja.

Tabela 16. Kardiovaskularni faktori rizika za trombozu

Ph-MPN podtipovi

KARAKTERISTIKE Ph" MPN Kontrole p PV ET PME p

(n=95) (n=33) (n=39) (n=27) (n=29)
Pusaci, f (%)
Ne 72 (75.8) 28 (84.8) 0.336 28 (71.8) 21(77.8) 23(79.3) 0.743
Da 23 (24.2) 5(15.2) 11 (28.2) 6(22.2) 6(20.7)
Hipertenzija, f (%)
Ne 46 (48.4) 30(90.9) | 0.0001* 18(46.2) 15(55.6) 13(44.8) 0.677
Da 49 (51.6) 3(9.1) 21 (53.8) 12(44.4) 16(55.2)
Diabetes mellitus,
f (%)
Ne 90 (94.7) 33 (100) 0.327 39 (100) 24(88.9) 27(93.1) 0.124
Da 5(5.3) 0(0) 0(0) 3(11.1) 2(6.9)
Hyperlipidemija, f
(%) 38 (40.0) 32(97) 0.0001* 18 (46.2) 10(37.0) 10(34.5) 0.582
Ne 57 (60.0) 1(3) 21 (53.8) 17(63.0) 19(65.5)
Da
Kardiovaskularni
faktori rizika za
trombozu, f (%)
Ne 15 (15.8) 24 (72.7) | 0.0001* 8 (20.5) 4 (14.8) 3(10.3) 0.517
Da 80 (84.2) 9 (27.3) 31 (79.5) 23(85.2) 26 (89.7)

Ph'MPN - Filadelfija negativne mijeloproliferativhe neoplazme; PV - policitemija vera; ET - esencijalna
trombocitemija; PMF - primarna mijelofibroza

PARAMETRI KRVNE SLIKE

Koncentracija Hb 1 vrednost Hk u grupi bolesnika sa PV su bili znacajno veci
nego kod bolesnika sa ET i PMF (p < 0.01) (Tabela 17). Takode, koncentracija Hb i
vrednost Hk u grupi bolesnika sa ET su bili znacajno veci nego kod bolesnika sa PMF
(p < 0.01). Ucestalost Hk > 0.47 bila je znacajno veéa u grupi bolesnika sa PV, nego u
ET i PMF (p <0.01). Broj Le u grupi bolesnika sa PV je bio zna¢ajno ve¢i nego u ET (p
< 0.01) i PMF (p < 0.05). Ugestalost leukocitoze (Le > 10x10%/L) je bila znatajno veéa
u grupi bolesnika sa PV, nego u ET (p < 0.01). Procenat neutrofila (Neu) i apsolutni
broj neutrofila (ABN) u grupi bolesnika sa PV su bili zna¢ajno veéi nego u ET (p <
0.01). ABN u PV je bio znacajno ve¢i u odnosu na PMF (p < 0.05). ABMo u grupi

bolesnika sa PV je bio znacajno ve¢i u odnosu na ET (p < 0.01). Broj Tr u grupi
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bolesnika sa ET je bio statisti¢ki znac¢ajno veci u odnosu na grupu bolesnika sa PV (p <

0.05).

Tabela 17. Parametri krvne slike

Ph-MPN podtipovi

PARAMETRI Ph‘l_\/l PN PV ET PME p Korltrole
(n=95) (n=39) (n=27) (n=29) (n=33)

Hb, g/L
x(SD) 139.6 (6.6) 150.0 (13.0) 138.9 (9.7) 126.4 (16.4) | 0.0001* | 143.0 (16.1)
min-max 90-171 110-171 122-160 90-156 102-170
Hk, L/L
%(SD) 0.44 (0.5) 0.48 (0.03) 0.43 (0.03) 0.39 (0.05) | 0.0001* | 0.42 (0.04)
min-max 0.28-0.53 0.38-0.53 0.38-0.52 0.28-0.49 0.33-0.50
Hk > 0.47L/L (%)
Ne 66 (69.5) 16 (41) 24 (88.9) 26 (89.7) 0.0001* 29 (87.9)
Da 29 (30.5) 23 (59) 3(11.1) 3(10.3) 4 (12.1)
Le, x10%/L
% (SD); 12.4 (9.1) 14.4 (9.7) 9.2 (2.8) 12.7 (11.1) | 0.003* 6.2 (1.4)
med; 9.9 12.1 9.2 9.9 6
min-max 3.4-62.3 5.4-61.7 3.4-15.8 3.8-62.3 3.9-9.8
Le > 10x10%/L
(%) 48 (50.5) 14 (35.9) 19 (70.4) 15 (51.7) 0.022* 33(100)
Ne 47 (49.5) 25 (64.1) 8 (29.6) 14 (48.3) 0(0)
Da
Neu, %
x(SD); 65.7 (8.0) 68.2 (7.2) 62.8 (7.5) 65.1(8.8) | 0.021* 535 (7.2)
min-max 44-85.3 44-82 44.9-73.9 45-85.3 42.8-68.9
ABN, x10°%L
x(SD); 8.2 (6.0) 9.9 (6.6) 5.8 (2.0) 8.2 (6.9) 3.4 (1.1)
med 6.72 8.16 6.09 6.45 2.98
min-max 2.1-39.49 2.38-39.49 2.1-10.3 2.34-38 0.001* 1.74-5.44
Mo, %
%(SD); 5.5 (2.1) 5.8 (2.0) 5.0 (1.4) 5.5 (2.6) 8.3(2.3)
med 5.1 5.7 4.8 4.8 8
min-max 2.1-12.5 2.1-11.4 2.4-7.6 2.6-12.5 0.229 4.7-13.5
ABMo, x10°%/L
x(SD); 0.7 (0.8) 0.9 (1.2) 0.5 (0.2) 0.7 (0.5) 0.5(0.2)
med 0.51 0.62 0.45 0.49 0.48
min-max 0.16-7.03 0.30-7.03 0.16-0.85 0.18-1.87 0.006* 0.27-0.88
Tr, x10%/L
x(SD); 736 (282) 669 (277) 816 (242) 754 (311) 218 (44)
min-max 124-1289 135-1289 296-1193 124-1274 0.105 153-312
Tr > 450x10°%/L
(%) 16 (16.8) 7(17.9) 2 (7.4) 7(24.1) 33 (100)
Ne 79 (83.2) 32(82.1) 25 (92.6) 22 (75.9) 0.240 0 (0)
Da

Ph'MPN - Filadelfija negativne mijeloproliferativne neoplazme; PV - policitemija vera; ET - esencijalna
trombocitemija; PMF - primarna mijelofibroza; Hb - hemoglobin; Hk - hematokrit; Le - leukociti; Neu -
neutrofili; ABN - apsolutni broj neutrofila; Mo - monociti; ABMo - apsolutni broj monocita; Tr -

trombociti
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BIOHEMIJSKI PARAMETRI

Sedimentacija eritrocita je u grupi bolesnika sa PMF bila znacajno veca u
odnosu na PV i ET (p < 0.01). Koncentracija fibrinogena u celoj grupi bolesnika sa Ph’
MPN je bila znacajno veca u odnosu na kontrolnu grupu (p < 0.05). Koncentracija
glukoze je bila u okviru fizioloSkih vrednosti u svim ispitivanim grupama (Tabela 18).
Frakcija HDL je u grupi bolesnika sa ET bila zna¢ajno veéa nego u PMF (p < 0.05).
Frakcija LDL je u grupi zdravih kontrola bila znac¢ajno vec¢a nego u grupi bolesnika sa
Ph'MPN (p < 0.01). Koncentracija triglicerida je u grupi bolesnika sa Ph"MPN bila

znacajno veca nego u grupi zdrtavih kontrola (p < 0.01).

Tabela 18. Biohemijski parametri

Ph'MPN podtipovi

PARAMETRI Ph'MPN | Kontrole P1 PV ET PMF P,

(n=95) (n=33) (n=39) (n=27) (n=29)
SE (mm/h)
x (SD) 14 (19) 13 (9) 0.075 6 (5) 11(9) 27 (29) | 0.0001*
med 8 10 3 10 15
min-max 2-110 2-36 2-22 2-34 2-110
CRP (mg/L)
x (SD) 2.6 (4.5) 2.0 (2.9) 0.557 1.8(2.1) | 1.8(2.7) | 44(7.1) | 0.280
med 1.0 0.8 0.9 0.8 11
min-max 0.2-32.3 0.2-14.1 0.2-7.7 0.2-12.5 | 0.2-32.3
Fibrinogen (g/L)
x (SD) 5.6 (1.5) 48(0.9) | 0.015* | 5.6(15) | 52(14) | 5.8(1.6) | 0.340
med 5.6 4.8 5.6 4.7 5.7
min-max 2.7-10.7 3.3-7.2 3.5-9.3 2.7-85 | 3.8-10.7
Glc (mmol/L)
mean (SD) 4.9(0.9) 5.4 (0.9) 0.012 47(0.7) | 51(11) | 49(0.8) | 0.219
min-max 2.9-8.9 3.9-7.6 2.9-6.4 3.3-5.6 3.5-7.1
Hol (mmol/L)
x (SD) 4.9 (1.3) 5.4(1.2) 0.068 47(12) | 52(12) | 49(1.4) | 0.489
min-max 2.3-6.2 3.1-7.5 2.8-7.5 2.9-7.5 2.3-8.5
HDL (mmol/L)
x(SD) 1.3(0.4) 1.4 (0.4) 0.066 1.3(04) | 14(0.3) | 1.1(0.3) | 0.028*
min-max 0.7-2.0 0.7-2.1 0.7-2.0 0.8-1.9 0.7-1.9
LDL (mmol/l)
x (SD) 29(1.1) 35(1.0) | 0.004* | 28(0.9) | 3.1(09) | 29(1.1) | 0.473
min-max 0.8-6.0 1.6-5.2 1.0-4.8 1.1-4.8 0.8-6.0
Trig (mmol/L)
x (SD) 1.6 (0.7) 1.1(0.6) | 0.001* | 15(.6) | 15(0.7) | 1.8(0.8) | 0.289
med 1.4 1.0 14 1.4 1.6
min-max 0.5-4.2 0.1-2.5 0.8-3.6 0.5-2.8 0.9-4.2

Ph"MPN - Filadelfija negativne mijeloproliferativne neoplazme; PV - policitemija vera; ET - esencijalna
trombocitemija; PMF - primarna mijelofibroza; SE - sedimentacija eritrocita; CRP - C-reaktivni protein;

Glc - glukoza; hol - holesterol; HDL - lipoproteini velike gustine; LDL - lipoproteini male gustine; Trig -
trigliceridi; p;- PhPMPN vs kontrole; p,- PV vs ET vs PMF
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PARAMETRI HEMOSTAZE

Vrednost PT-a izrazena u procentima normalnih vrednosti bila je znacajno
manja, dok je prosecna vrednost aPTT-a bila znacajno veca u celoj grupi bolesnika u
odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 19). Prosec¢ne aktivnosti faktora koagulacije FII i
FV u celoj grupi bolesnika sa Pn"MPN bile su bili znacajno nize u odnosu na kontrolnu
grupu (p < 0.01). Srednja koncentracija Fi+2 je u celoj grupi bolesnika sa P'MPN (p <
0.01), kao i u grupama PV (p < 0.05) i PMF (p < 0.01) bila znacajno veca u odnosu na
grupu zdravih kontrola. Antikardiolipinska antitela (ACLA) su detektovana kod 4
(4.2%) bolesnika sa Ph"MPN, kod jednog bolesnika sa PV i tri bolesnika sa PMF.

Mutacija FIl 20210A je detektovana kod 3 (3.15%) bolesnika sa Ph"MPN, a
poveéana rezistencije aktiviranog proteina C (APCR manje od 2.1) kod 5 (12.5%)
bolesnika u ispitivanoj grupi od 40 bolesnika sa Ph"MPN.
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Tabela 19. Parametri hemostaze

Rezultati

Ph"MPN podtipovi

PARAMETRI |  MPN | Kontrole P, PV ET PMF P2
(n=95) (n=33) (n=39) (n=27) (n=29)

PT (%)

X (SD) 76 (11) 101 (13) | 0.0001* | 77 (10) 78 (12) 72 (12) 0.072

med 76 100 76 78 72

min-max 31-105 74-125 58-100 31-102 45-105

PTT (s)

% (SD) 30.1(5.1) | 25.9(2.5) | 0.0001* | 29.8(4.8) | 30.3(6.3) | 30.4(4.2) | 0.468

med 29.5 25.2 28.2 29.5 30.2

min-max 19.0-54.2 | 21.5-31.7 23.7-440 | 19.0-54.2 | 22.5-40.2

FIl (%)

% (SD) 93 (21) 104 (16) | 0.009* 94 (16) 94 (21) 89 (28) 0.503

med 93 108 91 102 87

min-max 26-163 74-145 66-133 26-122 42-121

FV (%)

X (SD) 86 (18) 103 (18) | 0.0001* | 84 (17) 85(19) 88 (19) 0.543

med 86 104 83 86 89

min-max 38-133 66-134 38-124 41-130 56-133

FVII (%)

% (SD) 98 (23) 106 (17) 0.108 103 (17) 98 (24) 93 (28) 0.103

min-max 30-139 62-131 56-139 30-131 41-132

D-dimer

(mg/L)

X (SD) 0.6(0.7) | 0.4(0.4) 0.265 0.4 (0.3) 0.5(0.3) 0.9(1.1) | 0.064

med 0.4 0.3 0.3 0.3 0.5

min-max 0.2-6.1 0.2-2.1 0.2-1.2 0.2-1.4 0.1-6.1

F1+2

(pmol/L)

X (SD) 200 (130) | 139(43) | 0.007* | 198(151) | 162(53) | 240 (142) | 0.245

med 154 134 149 157 192

min-max 76-949 83-291 83-949 89-262 76-670

Ph'MPN - Filadelfija negativne mijeloproliferativne neoplazme; PV - policitemija vera; ET - esencijalna
trombocitemija; PMF - primarna mijelofibroza; PT - protrombinsko vreme; PTT - parcijalno
tromboplastinsko vreme; FII - faktor Il; FV - faktor V; FVII - faktor VII; F., - fibrin degradacioni
produkti 1+2; p;- PAPMPN vs kontrole; p,- PV vs ET vs PMF.

IN VITRO CELIJSKA KULTURA PRETHODNIKA
HEMATOPOEZE 1Z KOSTANE SRZI

Rast in vitro hematopoeznih kolonija iz koStane srzi je prikazan je u tabeli 20.

Ukupan broj CFC kolonija u PV je bio znac¢ajno veci u odnosu na referentne vrednosti,

kao i u odnosu na vrednosti u grupi bolesnika sa PMF (p < 0.01). Broj CFU-GM
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kolonija u grupi bolesnika sa PMF je bio znafajno snizen u odnosu na referentne
vrednosti (p < 0.01). Broj BFU-E kolonija u grupi bolesnika sa PV je bio zna¢ajno
povecan u odnosu na referentne vrednosti, kao i u odnosu na vrednosti u grupama
bolesnika sa ET i PMF (p < 0.01). Ukupan broj EC i broj eBFU-E kolonija u PV je bio
znacajno veci nego u ET i PMF (p < 0.01).

Tabela 20. Rast in vitro hematopoeznih kolonija iz koStane srzi

PV ET PMF
TIP KOLONIJA (1=36) (n=27) (n=27) KONTROLE P, P,
CFC/10*MNC
x (SD) 248 (100) | 208 (148) | 160 (96) 155 (64) PV0.0001 | PV¥ET0.097
med 232 194 137 152 ET0.201 | PVVsPMFg 002
min-max 89-483 19-650 22-354 31-283 PMF0.987 | ETVSPMF( 205
CFU-GM/10*
MNC
X (SD) 43 (21) 42 (24) 40 (41) 56 (27) V'0.080 PY¥ETn 923
med 42 52 34 50 ET0.127 | PVVsPMRg 185
min-max 4-93 6-78 6-218 13-120 PMFD.010 | ETVPMF (315
BFU-E/10* MNC
X (SD) 188 (80) | 132 (103) | 106 (82) 89 (49) V0.0001 PV¥ET0.010
med 174 129 90 85 ET0.151 | PV¥PMFg 0001
min-max 66-363 13-464 1-262 18-189 PMF 0682 | ETWPMF( 392
CFU-Mk/10*
MNC
X (SD) 14 (20) 21 (47) 10 (20) 7(2) PV'0.902 PVWSET( 757
med 4 2 2 6 ET0.447 | PVVSPMFQ 458
min-max 0-77 0-230 0-85 0-17 PMF0.123 | ETWPMF( 825
EC/10*MNC
x (SD) 74 (56) 17 (24) 24 (39) PV¥SETH 0001
med 63 6 2 PVvsPMF(.0001
min-max 13-232 0-98 0-136 ETwPMF .707
eBFU-E/10*
MNC
X (SD) 73 (55) 16 (24) 24 (39) PYVSET 0,0001
med 60 5 2 PVvsPMFG 0001
min-max 12-222 0-98 0-136 ETvsPMF 0 864
eCFU-Mk/10*
MNC
X (SD) 11(22) | 09(1.9) | 03(0.7) PV¥ETn 921
med 0 0 0 PVVsPMFG 124
min-max 0-10 0-7 0-3 ETVvsPMF 9 167

PV - policitemija vera; ET - esencijalna trombocitemija; PMF - primarna mijelofibroza; MNC -
mononukleirane ¢elije; CFC - Colony-Forming-Cells; CFU-GM - Colony-Forming-Unit-Granulocyte-
Monocyte; BFU-E - Burst-Forming-Unit-Erythroid; CFU-Mk - Colony-Forming-Unit-Megakaryocyte;
EC - Endogenous Colonies; eBFU-E - endogenous Burst-Forming-Unit-Erythroid; eCFU-MkK -
endogenous Colony-Forming-Unit-Megakaryocyte; p;- PPMPN vs kontrole; p,- PV vs ET vs PMF.
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Rezultati

Korelacije broja CFC i EC sa parametrima krvne slike. U ET, ukupan broj
CFC kolonija je bio u negativnoj korelaciji sa brojem Tr (r,=-,404; p<0.05). Ukupan
broj EC u ET je bio u pozitivnoj korelaciji sa brojem Er, (r,=,688; p<0.01),
koncentracijom Hb (r,=,418; p<0.05), Hk (r,=,521; p<0.01).

Korelacije broja CFC i EC sa JAK2V617F mutacionim statusom. Ukupan
broj EC u ET je bio u pozitivnoj korelaciji sa prisustvom JAK2 V617F mutacije
(ro=,521; p<0.01) i JAK2 alelnim opterecenjem (1,=,583; p<0.01). U PMF, ukupan broj
EC bio u pozitivnoj korelaciji sa JAK2 alelnim optere¢enjem (r,=,777; p<0.01).

MUTACIJE U GENIMA JAK2, TET2, MPL i CALR

U naSoj grupi bolesnika sa Ph'MPN mutacija JAK2V617F je detektovana sa
ucestaloS¢u od 69.5%. Grupa bolesnika sa PV je imala statisticki znacajno vecu
ucestalost ove mutacije u odnosu na grupe bolesnika sa ET i PMF (p < 0.01). Stepen
alelnog opterecenja JAK2V617F je u grupama bolesnika sa PV i PMF bio znacajno veéi
nego u grupi bolesnika sa ET (p < 0.01, p < 0.05).

Mutacije u genu TET2 su detektovane kod 16.8% bolesnika sa Ph"MPN.
Razli¢iti tipovi ovih mutacija su prikazani u tabeli 20. Kod 4.2% bolesnika sa PA"MPN
su detektovane mutacije u genu MPL. Mutacije u genu za CALR su detektovane kod
17.9% bolesnika sa Ph'MPN, sa statistCki znacajno vecom ucestalo$éu u grupama
bolesnika sa ET i PMF u odnosu na PV (p < 0.01). Stepen alelnog opterec¢enja CALR u
grupi bolesnika sa PMF je bio bio znacajno veci nego u grupi bolesnika sa ET (p <

0.05).
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Tabela 21. Genske mutacije

Rezultati

MUTACIA MPN PV ET PMF P
JAK2V6B1TF, f (%) PYYSET 0,0001
ne 29(305) | 1(2.6) | 14(51.9) | 14(48.3) PVVvsPMF 0,0001
da 66 (69.5) | 38(97.4) | 13(48.1) | 15(51.7) ETvsPMF 9,789
JAK2V617F alelno opter,

f (%)

X (SD) 42 (26) | 48(24) 20 (9) 44 (31) PYVSET 0,001
med 36 42 20 36 PVvsPMF) 418
min-max 6-100 17-100 8-40 6-100 ETvsPMF 0,019
JAK2V617F alelnoopter,

f (%) PYVSET 0,004
<50 45(68.2) | 22(57.9) | 13(100) | 10 (66.7) PVVsPMF( 556
>50 21 (31.8) | 16 (42.1) 5(33.3) ETvPMF 0,044
TET2, f (%) PYVSET) 436
ne 79(83.2) | 32(82.1) | 20(74.1) | 27(93.1) PVVsPMPG 282
da 16 (16.8) | 7(17.9) | 7(25.9) 2 (6.9) ETvsPMF 0,073
MPL, f (%) PYVSET) 164
ne 91 (95.8) | 39(100) | 25(92.6) | 27(93.1) PVVsPMFG 178
da 4 (4.2) 2(7.4) 2 (6.9) ETvPMF 0,941
CALR, f (%) PVVSET 0,006
ne 78 (82.1) | 38(97.4) | 20 (74.1) 20 (69) PVVsPMF 0,001
da 17 (17.9) | 1(2.6) 7 (25.9) 9 (31) ETVPMF 0 672
CALR alelno opter, (%)

X (SD) 48 (8) 43 (8) 50 (6) ETVPMF 0.042
med 50 47 50

min-max 33-58 33-50 37-58

PV - policitemija vera; ET - esencijalna trombocitemija; PMF - primarna mijelofibroza
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Tabela 22. Struktura mutacija u genu TET2 (egzoni 5-6)

Rezultati

Nukleotidna

Posledica

Podtip

promena mutacije Ph-MPN JAK2VGL7F | tromboza
429delT Aspl43fs PV + -
4859G>A Gly1620Glu ET + -
5893C>A Leul965Met PV + +
1507G>T Glu503* ET - -
3366_3369 Thrl122fs PV + -
3373A>G Lys1125Glu
5708C>A Alal903Asp
2799G>T GIn933His ET + -
461C>A Pro154GIn PMF - -
196C>A His66Asn ET - -
763C>A GIn255Lys
78G>T GIn26His PMF - -
3560G>T Glyl1i8val PV + -
859>A His287Asn PV + -
5084>A Pro1695His
2012C>A Ala671Asp ET + -
3053C>A Pro1018GIn PV + -
3949A>G Asnl1317Asp PV + -
3839C>T Thr1280lle ET - -
3913A>C Ile1305Leu ET + -
3978delC 11e1326fs

PV - policitemija vera; ET - esencijalna trombocitemija; PMF - primarna mijelofibroza
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Rezultati

Korelacije izmedu prisustva genskih mutacija i markera

aktivirane koagulacije

U grupi bolesnika sa Ph'MPN prisustvo mutacija u genu za CALR je u
pozitivnoj korelaciji sa nivoima Fi.; (r, =,242; p < 0.05). Nije uocena korelacija izmedu
markera aktivirane koagulacije i prisustva V617F mutacije na JAK-2 genu, kao i
mutacijau TETZ2 ili MPL genu.

MARKERI AKTIVACIJE CELIJA KRVI

Leukocitno-trombocitni agregati
Nivoi leukocitno-trombocitnih agregata u vreme dijagnoze Ph"MPN

Rezultati merenja nivoa leukocitno-trombocitnih agregata u vreme postavljanja
dijagnoze Ph"MPN je prikazan u tabeli 23. Prose¢ni nivoi Neu-Tr i Mo-Tr agregata u
PV, ET i PMF su bili zna¢ajno povecani u odnosu na nivoe u kontrolnoj grupi zdravih

ispitanika (p < 0.01), ali se nisu medusobno znacajno razlikovali.

Opseg normalnih vrednosti za nivoe leukocitno-trombocitnih agregata (x+2SD)
u grupi zdravih kontrola je iznosio 2-16% za Neu-Tr agregate i 2-10% za Mo-Tr
agregate. Povecani nivoi Neu-Tr agregata su detektovani kod 61.5% bolesnika sa PV,
77.8% bolesnika sa ET i 62.1% bolesnika sa PMF. Povecani nivoi Mo-Tr agregata su
detektovani kod 38.5% bolesnika sa PV, 48.1% bolesnika sa ET i 48.3% bolesnika sa
PMF.

lako se prosecan intenzitet fluorescencije - MFI u ispitivanim grupama bolesnika
sa PA'MPN nije znac¢ajno razlikovao u odnosu na grupu zdravih kontrola, detektovane
su razlike izmedu pojedinih podtipova. Proseéna vrednost Neu-Tr MFI u grupi
bolesnika sa PV je bila zna¢ajno ve¢a u odnosu na ET i PMF (p < 0.05). Takode,
prose¢na vrednost Mo-Tr MFI u grupi bolesnika sa PV je bila zna¢ajno ve¢a u odnosu

na PMF (p < 0.05).
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Tabela 23. Nivoi leukocitno-trombocitnih agregata u vreme dijagnoze Ph"MPN

Rezultati

PV ET PMFE KONTROLE P P2
AGREGATI (n=39) (n=27) (n=29) (n=33)

Neu-Tr agregati

(%) PV0.0001 PVWSET( 662
x (SD) 22.6 (11.2) | 24.3(10.9) | 22.2(12.2) | 8.9(3.4) £T0.0001 | PVV$PMFp 995
min-max 4-44 8-51 3-42 3-16 PMFD.0001 | ETPMFp 718
Neu-Tr, f(%) "V0.0001 PYVSET( 434
Normalni 15 (38.5) 6 (22.2) 11 (37.9) 33 (100) £10.0001 | PVV*PMPo 964
Poviseni 24 (61.5) 21 (77.8) 18 (62.1) 0(0) PMFD.0001 | ET*PMFp.201
Neu-Tr MFI

x (SD) 177 (116) 114 (62) 118 (83) 135 (103) V0.060 PVvSET0.017
med 145 89 94 101 ET10.462 | PV¥SPMF9 012
min-max 44-524 46-298 27-413 37-557 PMF0.330 | ETVPMPp.919
Mo-Tr (%)

X (SD) 10.5(7.1) | 16.9(16.9) | 12.8(7.7) 5.2 (2) P¥0.0001 PYVET) 056
med 9 10 10 5 ET0.0001 = FV¥PMFp.214
min-max 2-29 4-74 1-31 2-10 PMFD.0001 | ETVPMFp 634
Mo-Tr, f (%) PV0.0001 PVWSETH 164
Normalni 24 (61.5) 14 (51.9) 15 (51.7) 33 (100) £10.0001 | PVvPMFp 418
Poviseni 15 (38.5) 13 (48.1) 14 (48.3) 0(0) PMFD.0001 | ET*PMFp.992
Mo-Tr MFI

x (SD) 128 (78) 99 (48) 94 (68) 112 (66) PV0.321 PVvET.192
med 104 92 79 91 £10.696 | PV¥sPMFp 015
min-max 40-371 42-252 26-370 36-318 PMFD.097 |  ETVPMPp 235

Ph'MPN - Filadelfija negativne mijeloproliferativne neoplazme; PV — policitemija vera; ET — esencijalna
trombocitemija; PMF — primarna mijelofibroza; Neu-Tr — Neutrofilno-trombocitni agregati; Mo-Tr —
Monocitno-trombocitni agregati; MFI — intenzitet fluorescencije; p; - poredenje razlika izmedu podtipova
Ph"MPN i zdravih kontrola; p, - poredenje razlika izmedu podtipova Ph-MPN (PV vs ET vs PMF).
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Rezultati

Korelacije izmedu nivoa leukocitno-trombocitnih agregata i standardnih
faktora rizika za trombozu. Povec¢ani nivoi Neu-Tri Mo-Tr agregata u PV, ET i PMF
nisu korelirali sa prisustvom standardnih faktora rizika za trombozu (staro$¢u > 60

godina i/ili pozitivnom istorijom tromboza.

Korelacije izmedu nivoa leukocitno-trombocitnih  agregata i
kardiovaskularnih faktora rizika za trombozu. Pove¢ani nivoi Neu-Tri Mo-Tr
agregata u PV, ET i PMF nisu korelirali sa prisustvom kardiovaskularnih faktora rizika

za trombozu.

Korelacije izmedu nivoa leukocitno-trombocitnih agregata i parametara
krvne slike. U grupi bolesnika sa PV, povecani nivoi Neu-Tr agregata pozitivno
koreliraju sa Hk (p < 0.05; r,=,321) i brojem Tr (p < 0.01; r,=,527), a povecani nivoi
Mo-Tr agregata pozitivno koreliraju sa brojem Tr (p < 0.01; r,=,632).

U grupi bolesnika sa PMF povecani nivoi Neu-Tr agregata pozitivno koreliraju
sa brojem Tr (p < 0.05; r,=,444).

Analizirani su nivoi leukocitno-trombocitnih agregata u grupama PV, ET i PMF
bolesnika sa visokim hematokritom (Hk > 0.47), leukocitozom (Le > 10x10%/L) i
trombocitozom (Tr > 450x10%/L). U sva tri podtipa PA'MPN nije utvrdena razlika u
nivoima Neu-Tr i Mo-Tr agregata izmedu grupa bolesnika sa i bez leukocitoze.
Bolesnici sa PV i Hk > 0.47 su imali znacajno vece nivoe Neu-Tr agregata u odnosu na
bolesnike sa Hk < 0.47 (p < 0.05). Bolesnici sa PV i brojem Tr > 450x10%/L su imali
znadajno veée nivoe Neu-Tr agregata u odnosu na bolesnike sa brojem Tr < 450x10°%/L
(p < 0.05). Bolesnici sa PMF i brojem Tr > 450x10%/L su imali znatajno veée nivoe

Neu-Tr agregata u odnosu na bolesnike sa brojem Tr < 450x10%L (p < 0.01).

Korelacije izmedu nivoa leukocitno-trombocitnih agregata i parametara
hemostaze. Povecani nivoi Neu-Tr i Mo-Tr agregata u PV, ET i PMF nisu korelirali sa

koncentracijom D-dimera, kao ni sa koncentracijom Fi.,.
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Rezultati

Korelacije izmedu nivoa leukocitno-trombocitnih agregata i parametara
inflamacije. Povecani nivoi Neu-Tr agreagata u ET su korelirali sa vrednos¢u CRP-a (r,
=,480; p < 0.05), a u PMF sa koncentracijom fibrinogena (r, = ,385; p < 0.05).

Korelacije izmedu nivoa leukocitno-trombocitnih agregata i genskih
mutacija. U celoj grupi bolesnika sa Ph"lMPN prisustvo mutacije JAK2V617F je u
pozitivnoj korelaciji sa nivoima Neu-Tr agregata (r, = ,303; p < 0.01), a prisustvo
mutacija u genu MPLje u pozitivnoj korelaciji sa nivoima Mo-Tr agregata (r, = ,243; p
< 0.05).

Povecani nivoi Neu-Tr i Mo-Tr agregata u PV, ET i PMF nisu korelirali sa

prisustvom JAK2 V617F mutacije 1 JAK2 V617F alelnim optere¢enjem.

U grupi bolesnika sa ET, prisustvo mutacije u genu za CALR je u pozitivnoj

korelaciji sa nivoima Mo-Tr agregata (r, = ,386; p < 0.05).

Korelacije izmedu nivoa leukocitno-trombocitnih agregata i ukupnog broja
in vitro kolonija. Povecani nivoi Neu-Tri Mo-Tr agregata u PV, ET i PMF nisu

korelirali sa ukupnim brojem CFC i EC.

Pracenje nivoa leukocitno-trombocitnih agregata

Bolesnici su lec¢eni razli¢itim terapijskim kombinacijama: samo hidroksiurea,
hidroksiurea + aspirin i samo aspirin. Terapijske flebotomije su takode primenjivane
kod bolesnika sa PV u cilju odrzavanja Hk u okviru normalnih vrednosti. Ukupno 7
(7.8%) bolesnika sa Ph'MPN je leceno hidroksiureom, 28 (31.1%) kombinacijom

hidroksiuree i aspirina, 50 (55.6%) bolesnika je leCeno samo aspirinom, dok je 5 (5.6%)
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Rezultati

bolesnika bilo bez terapije. Bolesnici koji su primali citoreduktivnu terapiju
(hidroksiurea sama, ili u kombinaciji sa aspirinom) su retestirani po uspostavljanju
kompletne, ili parcijalne remisije bolesti. Vreme potrebno za postizanje remisije je
variralo u opsegu od 6 do 9 meseci, od pocetka citoreduktivne terapije. Bolesnici koji su
primali samo aspirin, ili koji nisu bili na terapiji, retestirani su 6 meseci od prvog
testiranja na dijagnozi. S obzirom na to da je mali broj bolesnika sa Ph"MPN bio bez

terapije, oni su iskljuceni iz statisticke analize.

Od ukupno 95 bolesnika sa Ph'MPN ukljucenih u studiju, retestirano je ukupno
90 bolesnika. Petoro bolesnika su iskljuc¢eni iz daljeg pracenja: tri bolesnika sa PMF
(letalni ishod zbog progresije bolesti + letalni ishod u snu + zadesna smrt) i dva
bolesnika sa PV (letalni ishod zbog CVI + alogena transplantacija koStane srzi zbog

transformacije bolesti u limfoblastni limfom).

Rezultati merenja nivoa leukocitno-trombocitnih agregata na kontroli su
prikazani u tabeli 23. Prose¢ni nivoi Neu-Tr agregata u grupama bolesnika sa ET i PMF
su i dalje bili zna¢ajno povecani u odnosu na nivoe u kontrolnoj grupi zdravih ispitanika
(p < 0.01). U grupi bolesnika sa PV je zabelezeno snizenje nivoa Neu-Tr agregata, koji
se viSe nisu znacajno razlikovali u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika.
Takode, nivoi Neu-Tr agregata u grupi bolesnika sa PV su na kontroli bili zna¢ajno nizi

u odnosu na grupu bolesnika sa PMF (p < 0.05).

Prose¢ni nivoi Mo-Tr agregata u grupi bolesnika sa ET su i na kontrolibili
znacajno povecéani u odnosu na nivoe u grupi zdravih ispitanika (p < 0.05). U grupama
bolesnika sa PV i PMF je zabeleZeno sniZenje nivoa Mo-Tr agregata, koji se viSe nisu
znacajno razlikovali u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika. Prose¢ni nivoi
Mo-Tr agregata u grupama bolesnika sa PV (p < 0.01) i PMF (p < 0.05) su na kontroli

bili znacajno nizi u odnosu na grupu bolesnika sa ET.

Povecani nivoi Neu-Tr agregata su se i dalje odrzavali kod 10.8% bolesnika sa
PV, 25.9% bolesnika sa ET i 34.6% bolesnika sa PMF, a povecéani nivoi Mo-Tr agregata
kod 2.7% bolesnika sa PV, 11.1% bolesnika sa ET i 11.5% bolesnika sa PMF.
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Rezultati

Prosecan intenzitet fluorescencije za Neu-Tr i Mo-Tr agregate je na kontroli u

grupama bolesnika sa ET i PMF bio znacajno snizen u odnosu na zdrave ispitanike (p <

0.01). Takode, prosecan intenzitet fluorescencije za Neu-Tr (p < 0.01) i Mo-Tr (p <

0.05) agregate je na kontroli u grupama bolesnika sa ET i PMF bio znacajno snizen u

odnosu na grupu bolesnika sa PV.

Tabela 24. Nivoi leukocitno-trombocitnih agregata posle terapije

PV ET PMF | KONTROLE

AGREGATI (n=37) (n=27) (n=26) (n=33) P1 P2
Neu-Tragregati (%) PV0.134 PYYSET0 064
X (SD) 10.5(5.0) | 13.3(6.8) | 145(9.2) | 8.9(3.4) £10.002 | PV¥*PMF0 029
min-max 1-22 3-28 2-34 3-16 PMF0.002 | ET¥PMFp 578
Neu-Tr agregati, f(%) PV0.052 PVWSETH 113
normalni 33(89.2) | 20(74.1) | 17(65.4) | 33(100) £10.002 | PV¥sPMFp 022
poveéani 4 (10.8) 7 (25.9) 9 (34.6) 0(0) PMFD.0001 |  ET*PMFp.491
Neu-Tr agregati MFI

X (SD) 102 (31) 82 (21) 84 (27) 135 (103) PV0.626 PYYSET0 004
med 100 83 79 101 £10.002 | PV¥PMPp 011
min-max 40-172 52-145 46-151 37-557 PMF0.005 | ETVPMF.915
Mo-Tr agregati (%)

x (SD) 5.1 (2.9) 7.2(3.1) 5.5 (2.7) 5.2 (2) PV0.077 PVvSET0.002
med 4 7 5 5 E10.044 | PV¥PMFQ 286
min-max 1-17 2-14 1-11 2-10 PMFD.705 | ETYPMFD040
Mo-Tr agregati, f(%) PV0.341 PV¥ET0 170
normalni 36(97.3) | 24(88.9) | 23(88.5) | 33(100) £10.049 | PV¥PMFg 157
poveéani 1(2.7) 3(11.1) 3(11.5) 0(0) PMFD.045 | ETV*PMPp 961
Mo-Tr agregati MFI

x (SD) 94 (31) 77 (22) 76 (28) 112 (66) PV0.685 PVvsET0.019
med 92 72 71 91 E10.006 | PV¥PMFp,025
min-max 38-159 43-133 35-160 36-318 PMFD.010 | ETVPMPp 817

PV - policitemija vera; ET - esencijalna trombocitemija; PMF - primarna mijelofibroza; Neu-Tr -
Neutrofilno-trombocitni; Mo-Tr - Monocitno-trombocitni; MFI - intenzitet fluorescencije; p; - poredenje
razlika izmedu podtipova PA'MPN i zdravih kontrola; p, - poredenje razlika izmedu podtipova Ph-MPN
(PV vs ET vs PMF); p; - poredenje razlika izmedu podtipova Ph"lMPN i zdravih kontrola; p, - poredenje

razlika izmedu podtipova Ph-MPN (PV vs ET vs PMF).
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Rezultati

Komparativni prikaz nivoa leukocitno-trombocitnih agregata

na dijagnozi i na kontroli

Tokom perioda pracenja doslo je do znacane redukcije prosec¢nih nivoa Neu-Tr i

Mo-Tr agregata u svim podtipovima Ph"MPN, u odnosu na vrednosti u vreme dijagnoze
(p < 0.01) (Grafik 1 i 2).

Promena nivoa Neu-Tr agregata tokom pracenja
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Grafik 1. Promena nivoa Neu-Tr agregata tokom pracenja
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Rezultati

Promena nivoa Mo-Tr agregata tokom pracenja
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Grafik 1. Promena nivoa Mo-Tr agregata tokom pracenja

Promena ucestalosti povecanih leukocitno-trombocitnih agregata je prikazana na
graficima 3 i 4. Ucestalost povecanih Neu-Tr i Mo-Tr agregata je na kontroli bila
znacajno niZa u odnosu na vrednosti na dijagnozi u PV (p<0.01), ET (p < 0.01) i PMF
(p <0.05; p<0.01).
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Promena ucestalosti poveéanih Neu-Tr agregata na
kontroli
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Grafik 3. Promena ucestalosti pove¢anih Neu-Tr agregata na kontroli

Promena ucestalosti poveéanih Mo-Tr agregata na
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Grafik 4. Promena ucestalosti pove¢anih Mo-Tr agregata na kontroli

Rezultati

Promena prose¢nih vrednosti MFI leukocitno-trombocitnih agregata u periodu

pracenja je prikazana na graficima 5 i 6. U grupi bolesnika sa PV prose¢na vrednost

MFI Neu-Tr agregata je na kontroli bila znacajno snizena u odnosu na proseéne
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vrednosti u vreme dijagnoze (p < 0.01). U grupama bolesnika sa ET i PMF takode je
izmereno snizenje MFI Neu-Tr agregata na kontroli, ali je ono bilo na granici statisticke
znacajnosti (p=0.051; p=0.055). Prose¢na vrednost MFI za Mo-Tr agregate je na
kontroli bila znacajno snizena u odnosu na pocetne vrednosti u grupi bolesnika sa PV (p
< 0.05). U grupi bolesnika sa ET prosec¢ne vrednosti MFI za Mo-Tr agregate su se na
kontroli snizile u odnosu na pocetne, ali je ovo snizenje bilo na granici statisticke
znacajnosti (p=0.058). U grupi bolesnika sa PMF, sniZenje MFI za Mo-Tr agregate na
kontroli nije dostiglo statisticku znacajnost (p=0.292).
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Grafik 5. Promena MFI Neu-Tr agregata na kontroli
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Fromena MFI Mo-Tr agregata u odgovoru na terapiju
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Grafik 6. Promena MFI Mo-Tr agregata na kontroli

Grupa bolesnika sa Ph"MPN je podeljena u grupe na osnovu vrste primenjene
terapije (hidroksiurea, hidroksiurea+aspirin, aspirin) i u ovim grupama je posmatran

efekat terapije na nivoe leukocitno-trombocitnih agregata.

Kada su u pitanju Neu-Tr agregati, sva tri tipa terapije su izazvala statisticki

znacajno snizenje nivoa na kontroli (p < 0.01) (Grafik 7).
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Promena nivoa Neu-Tr agregata nakon terapije
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Grafik 7. Promena nivoa Neu-Tr agregata u odgovoru na terapiju

Nivoi Mo-Tr agregata u odgovoru na sva tri tipa terapije su takode statisticki

znacajno redukovani u odnosu na vrednosti u vreme dijagnoze (p < 0.01) (Grafik 8).
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Promena nivoa Mo-Tr agregata nakon terapije
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Grafik 8. Promena nivoa Mo-Tr agregata u odgovoru na terapiju

Ispitivanje nivoa solubilnih selektina kod bolesnika sa Ph"MPN

U celoj grupi bolesnika sa PA"MPN prosec¢ni nivoi solubilnog E-selektina u PV
(p <0.01), ET (p < 0.05) i PMF (p < 0.01) su u vreme dijagnoze bolesti bili zna¢ajno
poveéani u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika. Bolesnici sa PV i PMF su
imali znacajno veée prosecne vrednosti solubilnog E-selektina u odnosu na grupu
bolesnika sa ET (p < 0.05). Povecani nivoi solubilnog E-selektina su detektovani kod
33.3% bolesnika sa PV, 18.5% bolesnika sa ET i 27.6% bolesnika sa PMF.
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Prose¢ni nivoi solubilnog L-selektina u PV (p < 0.01), ET (p <0.01) i PMF (p <

0.05) su u vreme dijagnoze bolesti bili znaajno povecani u odnosu na kontrolnu grupu

zdravih ispitanika. Bolesnici sa PV su imali znacajno veée proseéne vrednosti

solubilnog L-selektina u odnosu na grupe bolesnika sa ET i PMF (p < 0.01).Povecani

nivoi solubilnog L-selektina su detektovani kod 84.6% bolesnika sa PV, 37.0%
bolesnika sa ET i 20.7% bolesnika sa PMF.

Prose¢ni nivoi solubilnog P-selektina u PV, ET i PMF su u vreme dijagnoze

bolesti bili znac¢ajno povecani u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika (p <

0.01), ali bez znacdajnih razlika izmedu pojedinaé¢nih podtipova (tabela 25). Povecani

nivoi solubilnog P-selektina su detektovani kod 92.3% bolesnika sa PV, 96.3%
bolesnika sa ET i 93.1% bolesnika sa PMF.

Tabela 25. Nivoi solubilnih selektina u vreme dijagnoze Ph"MPN

PV

ET

PMF

KONTROLE

SELEKTINI (n=39) (n=27) (n=29) (n=28) P, P,
E-selektin,

(ng/mL)

X (SD) 37.2(18.3) | 26.8(12.5) 37.3(20.0) | 19.0(10.0) | *V0.0001 PYVSET 0,020
med 33.2 26.5 34.5 19.5 £10.028 | "V¥PMF( 965
min-max 14.5-107.1 5.8-53.1 10.8-87.5 0-33.7 PMF0.,0001 | ET*PMF0,048
E-selektin, f (%) P¥0.0001 PVWET(.184
Normalan 26 (66.7) 22 (81.5) 21 (72.4) 28 (100) ET0.023 | PVwPMFQ 12
Povisen 13 (33.3) 5 (18.5) 8 (27.6) 0(0) PMF0.004 | ETVPMFQ.422
L-selektin, PV0.0001 & PV“*ET0.0001
(ng/mL) 3.51(1.2) 2.4 (1.0) 2.1 (1.4) 1.3(0.6) £T0.0001 | PV*PMF0.0001
X (SD) 0.8-6.3 1.1-4.7 0.5-6.3 0.2-2.7 PMF0,013 | ETVPMFQ 377
min-max

L-selektin, f (%) PY0.0001 | "V*ET0.0001
Normalan 6 (15.4) 17 (63) 23(79.3) 28 (100) £70.0001 | PV*PMF0.0001
Povisen 33 (84.6) 10 (37) 6 (20.7) 0(0) PMF0.023 | ETVPMFQ.176
P-selektin,

(ng/mL)

X (SD) 281.8 (172.0) | 247.3(100.4) | 354.0 (523.8) | 69.8(29.7) | °V0.0001 PYVSET (0,720
med 247.5 217.86 235.2 68.7 £70.0001 & PVV¥PMFQ 975
min-max 89.8-930.0 | 70.3-525.6 | 113.1-3000.0 | 1.7-147.1 | "MF0.0001 | FT**PMFQ.670
P-selektin, f (%) ¥ 0.0001 PYVSET( 639
Normalan 3(7.7) 1(3.7) 2 (6.9) 28 (100) ET0.0001 | PV¥*"MF1.000
Povisen 36 (92.3) 26 (96.3) 27 (93.1) 0(0) PMF0.0001 | ET*PMF1.000

PV - policitemija vera; ET - esencijalna trombocitemija; PMF - primarna mijelofibroza
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Korelacije izmedu nivoa solubilnih selektina i standardnih faktora rizika za
trombozu. Nivo P-selektina je u grupi bolesnika sa Ph"MPN u korelaciji sa standardnim

visokim rizikom za trombozu (r0=,387; p<0.0001).

Korelacije izmedu nivoa solubilnih selektina i kardiovaskularnih faktora
rizika za trombozu. Povecani nivoi solubilnih selektina (E-, L- i P-) nisu korelirali sa

prisustvom kardiovaskularnih faktora rizika za trombozu.

Korelacije izmedu nivoa solubilnih selektina i parametara krvne slike. U
grupi bolesnika sa Ph"MPN nivo E-selektina je u pozitivnoj korelaciji sa brojem Le
(ro=,271; ; p<0.01), ABN (r0=,323; p<0.01) i ABMo (ro=,216; p<0.05).

Nivo L-selektina je u grupi bolesnika sa PA"MPN u korelaciji sa brojem Le
(ro=,552; p<0.0001), ABN (ro=,586; p<0.0001), ABMo (r0=,317; p<0.01), Hb
(r0=,295; p<0.01) 1 Hk (r0=,407; p<0.0001).

Nivo P-selektina je u grupi bolesnika sa Ph"MPN u korelaciji sa brojem Leu
(ro=,337; p<0.001), ABN (r0=,326; p<0.001), Tr (r0=,359; p<0.0001).

Korelacije izmedu nivoa solubilnih selektina i parametara hemostaze. U
grupi bolesnika sa Ph"MPN nivo E-selektina je u pozitivnoj korelaciji sa D-dimerom
(ro=,241; p<0.05). U grupi bolesnika sa ETnivo E-selektina je u pozitivnoj korelaciji sa
D-dimerom (r,=,537; p<0.01).

U grupi bolesnika sa Ph'MPN nivo P-selektina je u pozitivnoj korelaciji sa D-
dimerom (r,=,281; p<0.01) i sa F1+2 (r,=,406; p<0.01). U grupi bolesnika sa PVnivo P-
selektina je u pozitivnoj korelaciji sa D-dimerom (r,=,387; p<0.05).U grupi bolesnika sa
PMF, nivo P-selektina je u pozitivnoj korelaciji sa F1+2 (r,=,586; p<0.01).
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Korelacije izmedu nivoa solubilnih selektina i parametara inflamacije. U
grupi bolesnika sa Ph"MPN nivo E-selektina je u pozitivnoj korelaciji sa CRP-om
(ro=,258; p<0.05).

U grupi bolesnika sa Ph"MPN nivo L-selektina je u pozitivnoj korelaciji sa SE
(ro=,311; p<0.01).

U grupi bolesnika sa Ph'MPN nivo P-selektina je u pozitivnoj korelaciji sa
fibrinogenom (r,=,210; p<0.05). U grupi bolesnika sa PVnivo P-selektina je u
pozitivnoj korelaciji sa fibrinogenom (r,=,439; p<0.01) i SE (r,=,334; p<0.05).

Korelacije izmedu nivoa solubilnih selektina i genskih mutacija. U grupi
bolesnika sa Ph"MPN prisustvo mutacije JAK2V617F je u pozitivnoj korelaciji sa
nivoima E-selektina (r, = ,278), L-selektina (r, = ,456) i P-selektina (r, = ,498) (p <
0.01). Stepen JAK2V617F alelnog opterecenja u grupi bolesnika sa Ph'MPN je u
pozitivnoj korelaciji sa nivoima E- i L-selektina (r, =,380; r, =,372; p < 0.01).U grupi
bolesnika sa Ph"MPN prisustvo mutacija u genu za CALR je u negativnoj korelaciji sa

nivoima solubilnog L-selektina (r, = -,230; p <0.05).

Korelacije izmedu nivoa solubilnih selektinai ukupnog broja in vitro
kolonija. Kod bolesnika sa PV ukupan broj EC bio u pozitivnoj korelaciji sa nivoom
solubilnog E-selektina (r,=,347; p<0.05). Ukupan broj EC u ET je bio u pozitivnoj
korelaciji sa nivoom solubilnog P-selektina (r,=,443; p<0.05). U PMF, ukupan broj
CFC kolonija je bio u negativnoj korelaciji sa nivoom solubilnog P-selektina (r,=-,430;
p<0.05).
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Praéenje nivoa solubilnih selektina

Rezultati

Rezultati merenja nivoa solubilnih selektina posle primenjene terapije kod

selektovane grupe bolesnika sa PV, ET i PMF, koji su inicijalno imali poveéane nivoe,

je prikazan u tabeli 26. Prose¢ni nivoi E-, L- i P-selektina u svim ispitivanim grupama

bolesnika saPh'MPN su i dalje bili znac¢ajno povecani u odnosu na nivoe u kontrolnoj

grupi zdravih ispitanika (p < 0.01).

Tabela 26. Nivoi solubilnih selektina posle terapije kod selektovane grupe bolesnika sa
povecanim vrednostima na dijagnozi Ph-MPN

SELEKTINI PV ET PMF KONTROLE P, P,
E-selektin, (ng/mL) (n=18) (n=8) (n=13) (n=28) PYVETH 129
% (SD) 58.8 (19.4) | 46.5(16.2) | 50.8(21.1) | 19.0(10.0) | FVY0.0001 | PVv*"MFp.157
med 50.8 435 41.0 19.5 £70.0001 | ET*PMF0.916
min-max 29.7-101.2 28.8-78.8 29.5-92.4 0-33.7 | "M"0.0001

L-selektin, (ug/mL) (n=17) (n=15) (n=8) (n=28) PV0.0001 | PV“FT0.244
X (SD) 2.7 (1.3) 2.2 (1.0) 3.0(1.5) 1.3(0.6) £10.001 | PV¥*"MP 688
min-max 1.0-5.5 0.7-4.0 1.3-5.3 0.2-2.7 PMFD.0001 | ET*PMFD 166
P-selektin, (ng/mL) (n=14) (n=14) (n=14) (n=28)

X (SD) 183.1(127.9) | 130.1(67.1) | 210.4 (65.7) | 69.8 (29.7) | Y0.0001 & PVV*ET0.427
med 147.8 110.4 221.2 68.7 £10.004 | PV¥PMPp164
min-max 36.2-430.8 | 41.4-2406 | 94.4-3105 | 1.7-147.1 | "™MF0.0001 | ET"PMFD.004

PV - policitemija vera; ET - esencijalna trombocitemija; PMF - primarna mijelofibroza

Komparativni prikaz nivoa solubilnih selektina pre i posle terapije

Grupa bolesnika sa Ph'MPN koja je imala inicijalno poviSene vrednosti

solubilnih selektina je podeljena u tri podgrupe na osnovu vrste primljene terapije

(hidroksiurea, hidroksiurea + aspirin, aspirin) i u ovim grupama je posmatran efekat

terapije na nivoe selektina.
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Grupa bolesnika sa Ph"MPN sa inicijalno povisenim nivoima E-selektina, koja je
primala samo hidroksiureu je bila isuvise mala (tri bolesnika), zbog ¢ega je izostavljena
iz statisticke analize. Nivoi E-selektina su znacajno redukovani pod uticajem
kombinovane terapije hidroksiurea + aspirin. Bolesnici koji su primali samo aspirin su
na kontroli znacajno povecali nivoe E-selektina u odnosu na vrednosti iz perioda
dijagnoze (p < 0.01) (Grafik 9).

Promena nivoa E-selektina nakon terapije kod bolesnika
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Grafik 9. Promena nivoa solubilnog E-selektina u odgovoru na terapiju

Grupa bolesnika sa Pn"MPN sa inicijalno povisenim nivoima L-selektina je u
sve tri terapijske grupe imala snizenje nivoa u odnosu na pocetne vrednosti, (grupe HU i
ASP; p <0.05, a grupa HU+ASP, p < 0.01) (Grafik 10).
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Promena nivoa L selektina nakon terapije kod
bolesnika sa inicijalno povecanim vrednostima
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Grafik 10. Promena nivoa solubilnog L-selektina u odgovoru na terapiju

Grupa bolesnika sa Ph"MPN sa inicijalno poviSenim nivoima P-selektina je u

grupama HU i HU+ASP imala znacajno snizenje nivoa u odnosu na period dijagnoze (p
< 0.05; p< 0.01) (Grafik 11).
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P-selektin, ng/ml

Promena nivoa P selektina nakon terapije kod
bolesnika sa inicijalno povecanim vrednostima
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Grafik 11. Promena nivoa solubilnog P-selektina u odgovoru na terapiju

TROMBOEMBOLIJSKE KOMPLIKACIJE KOD

BOLESNIKA SA Ph'MPN TOKOM PERIODA PRACENJA

Tokom perioda praéenja koji je prose¢no trajao 39 meseci (interval: 0-43),

tromboembolijske komplikacije su registrovane kod 12.6% bolesnika sa Ph"MPN: 4.2%
PV, 3.16% ET, and 5.26% PMF.

Ukupan period pracenja 95 bolesnika je bio 275 bolesnickih godina, i u tom

periodu stopa incidencije prvog tromboti¢nog dogadaja u celoj grupi bolesnika sa Ph”

MPN je iznosila 4.36 na 100 bolesnickih godina. Stopa incidence prvog tromboti¢nog
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dogadaja u grupi bolesnika sa PV je iznosila 3.33 tromboti¢na dogadaja na 100
bolesnickih godina, u ET grupi 3.9 tromboti¢na dogadaja na 100 bolesnickih godina i u
PMF 6.6 tromboti¢na dogadaja na 100 bolesnic¢kih godina.

Tip i uCestalost tromboza u razli¢itim podtipovima Ph"MPN su prikazani u tabeli
26. Medu trombozama koje su se dogodile u celoj grupi bolesnika sa Ph"MPN, najéeséi
je bio cerebrovaskularni insult (50%), dok su tromboze svih ostalih lokalizacija (akutni
infarkt miokarda, infarkt slezine, tromboza distalne aorte, pluéna embolija, duboka

venska tromboza noge, tromboflebitis) bile podjednako zastupljene (po 8.33%).

Tabela 27. Tip i lokalizacija tromboza kod 12 bolesnika sa PA"'MPN u periodu pracenja

PV, n (%) ET, n ) PMF, n (%)
ARTERIJSKE TROMBOZE 3(25) 2 (16.6) 4 (33.3)
Cerebrovaskularni insult 1(8.3) 2 (16.6) 3 (25)
Akutni infarkt miokarda 1(8.3)
Infarkt slezine 1(8.3)
Tromboza distalne aorte 1(8.3)
VENSKE TROMBOZE 1(8.3) 1(8.3) 1(8.3)
Plu¢na embolija 1(8.3)
Duboka venska tromboza 1(8.3)
Tromboflebitis povrsinskih vena 1(8.3)

PV - policitemija vera; ET - esencijalna trombocitemija; PMF - primarna mijelofibroza

89



Rezultati

Ispitivanje uticaja faktora vezanih za karakteristike
bolesnika i faktora vezanih za odlike bolesti
na nastanak tromboza nakon postavljanja

dijagnoze MPN

U ovom delu rada ispitivane su vrednosti veceg broja faktora koji su vezani za
karakteristike samog bolesnika kao i vrednosti parametara koji su vezani za odlike
bolesti u grupi bolesnika koji su tokom prac¢enja dobili dokumentovanu trombozu.
Dobijeni rezultati su poredeni sa nalazima kod bolesnika koji tokom prac¢enja nisu imali

tromboembolijskih epizoda.

Medu kardiovaskularnim faktorima rizika, ucestalost arterijske hipertenzije je
bila znacajno vec¢a u grupi P'MPN bolesnika sa trombozom (p<0.05) (Tabela 28).
Trend vecée ucestalosti dijabetesa i veCe zastupljenosti osoba starijih od 60 godina, je
takode dokazan u grupi Ph"MPN bolesnika sa trombozom, ali ove razlike nisu dostigle

statisticku znacajnost (p=0.058).

Grupa bolesnika sa Ph'MPN i trombozom u periodu pracenja se nije znacajno
razlikovala u pogledu proseénih vrednosti nivoa Neu-Tr and Mo-Tr agregata u odnosu

na grupu bolesnika koja nije imala tromboze (Tabela 30).

Grupa bolesnika sa trombozom je imala znafajno vece nivoe solubilnog P-
selektina, u odnosu na grupu bolesnika bez tromboza (p<0.05). Nivoi hemostatskih
parametara u plazmi su mereni sa ciljem da se ispita hiperkoagulabilno stanje bolesnika.
Nije bilo znacajnih razlika u nivoima F1+2, D-dimera i PCG-a izmedu grupa bolesnika
sa P"MPN sa i bez tromboze (Tabela 29). Takode, nije bilo statisti¢ki znacajne razlike
u ucestalosti urodene trombofilije i prisustva ACLA izmedu grupa bolesnika sa i bez

tromboze.
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Tabela 28. Klini¢ke i karakteristike krvne slike bolesnika sa Ph"MPN u zavisnosti od

prisustva tromboze

KARAKTERISTIKE BEZ TROMBOZE SA TROMBOZOM p
Starost, god x (SD) 58.0 (14.45) 65.7 (8.21) 0.077
min-max 22-83 52-75
Starost, f (%) <60 god 45 (54.2) 3(25.0) 0.058
>60 god 38 (45.8) 9 (75.0)
0 muski 34 (41.0) 4 (33.3) 0.614
Pol, f (%) senski 49 (59.0) 8 (66.7)
— 0 ne 61 (73.5) 11 (91.7) 0.170
Pusenje, (%) da 22 (26 5) 1(8.3)
. . ne 44 (53.0 2 (16.7 0.019*
Hipertenzija, f (%) da 39 247.03 10((83.3?)
.. ne 80 (96.4 10 (83.3 0.058
Dijabetes, f (%) da 3 E3-6)) 2 ((16.7))
o .. ne 35(42.2) 3(25.0) 0.256
Hiperlipidemija, f (%) da 48 (57.8) 9 (75.0)
. ne 72 (86.7) 11 (91.7) 0.632
Istorija tromboza, f (%) da 11 (13.3) 1(8.3)
Leukociti (x10%L) X (SD) 12.68 (9.61) 10.58 (2.52) 0.836
med (IQR) 9.90 (8.40-13.10) 9.30 (8.82-12.72)
min-max 3.40-62.30 7.60-14.90
Leukocitoza, f(%) <10x10°%/L 41 (49.4) 7 (58.3) 0.563
>10x10%/L 42 (50.6) 5 (41.7)
Hemoglobin (g/L) x(SD) 139.88 (17.30) 137.83 (11.30) 0.693
min-max 90.00-171.00 125.00-161.00
Hematokrit (L/L), x(SD) 0.44 (0.06) 0.43 (0.05) 0.645
min-max 0.28-0.53 0.37-0.52
Hematokrit, f (%) <0.47 56 (67.5) 10 (83.3) 0.265
>0.47 27 (32.5) 2 (16.7)
Trombociti (x109/L) x(SD) 721.84 (288.28) 837.92 (222.32) 0.185
min-max 124.00-1289.00 473.00-1134.00
Trombocitoza, f (%) <450x10°%/L 16 (19.3) 0 (0) 0.095
>450x10°%/L 67 (80.7) 12 (100)
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Tabela 29. Karakteristike hemostaze i genskih mutacija kod bolesnika sa Ph"MPN u

zavisnosti od prisustva tromboze

KARAKTERISTIKE BEZ TROMBOZE SA TROMBOZOM p
PT (%) x (SD) 76 (11.31) 77 (13) 0.361
med 76 78
min-max 31-105 45-91
aPTT (%) x (SD) 30.29 (5.1) 28.97 (5.22) 0.140
med 29.5 27.7
min-max 19-54.2 23.7-44.0
F1+2 (pmol/L) x (SD) 197.80 (132.08) 220.62 (115.43) 0.551
med (IQR) | 152.77 (121.15-237.59) 210.50 (116.86-285.52)
min-max 76.15-948.86 110.92-441.24
D-dimer (mg/L) X (SD) 0.54 (0.70) 0.75 (0.54) 0.069
med (IQR) 0.36 (0.22-0.66) 0.64 (0.30-1.13)
min-max 0.19-6.09 0.19-2.05
AT (%) x (SD) 98.74 (11.36) 99.12 (11.37) 0.921
min-max 69.40-125.30 84.70-125.50
PCG x (SD) 0.68 (0.14) 0.61 (0.15) 0.120
min-max 0.33-0.97 0.17-0.73
APCR (%) x (SD) 2.36 (0.32) 2.34(0.22) 0.247
med 2.45 2.40
min-max 1.56-2.90 1.70-2.60
0 ne 80 (96.4) 12 (100) 1.00
FI1 20210A, f (%) i 3(3.6)
. ne 79 (95.2) 12 (100) 1.00
ACLA, f (%) & 4(48)
Urodena ne 76 (91.6) 11 (91.7) 1.00
trombofilija, f (%) da 7 (8.4) 1(8.3)
0 ne 24 (28.9) 5(41.7) 0.370
JAK2VBLTF (%) 4 59 (71.1) 7 (58.3)
JAK2V617F alelno  x (SD) 42.34 (26.09) 35.43 (22.62) 0.602
opter. (%) med (IQR) 36.00 (22.00-58.00) 27.00 (23.00-36.00)
min-max 6.00-100.00 18.00-85.00
JAK2V617F <50 39 (66.1) 6 (85.7) 0.292
alelnoopter, f (%) >50 20 (33.9) 1(14.3)
. ne 68 (81.9) 11 (91.7) 0.684
TET2, 1 (%) da 15 (18.1) 1(8.3)
. ne 80 (96.4) 11 (91.7) 0.423
MPL, T (%) da 3 (3.6) 1(8.3)
. ne 68 (81.9) 10 (83.3) 0.905
CALR, 1 (%) da 15 (18.1) 2 (16.7)

PT-protrombinsko vreme; aPTT-aktivirano tromboplastinsko vreme; F1+2-fibrin degradacioni produkti 1+2; AT-
antitrombin; PCG-proGlobal C; APCR-rezistencija na aktivirani protein C; Fll 20210A-Mutacija protrombing;
ACLA-antikardiolipinska antitela; JAK2V617F-mutacija u genu za janus kinazu 2; TET2-mutacija u genu za tet
metilcitozin dioksigenazu 2; MPL-mutacija u genu za trombopoetin receptor; CALR-mutacija u genu za kalretikulin.
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Tabela 30. Karakteristike in vitro ¢elijske kulture, leukocitno-trombocitnih agregata i
selektina kod bolesnika sa Ph"MPN u zavisnosti od prisustva tromboze

KARAKTERISTIKE BEZ TROMBOZE SA TROMBOZOM P
e X (SD) 44 (53) 28 (29) 0.650

EC (/10° MNC) e o ”3

min-max 0-232 0-86

. X (SD) 208 (113) 218 (164) 0.859

CFC (/10* MNC) e o0 183

min-max 19-544 28-650

X (SD) 22.42 (11.00) 26.67 (13.38) 0.227
Neu-Tr agregati (%) med (IQR) 3.00-51.00 6.00-44.00

min-max

X (SD) 12.32 (9.50) 17.83 (18.87) 0.337
Mo-Tr agregati (%) med (IQR) 10.00 (7.00-17.00) 12.00 (7.25-22.00)

min-max 1.00-67.00 4.00-74.00

X (SD) 33.68 (18.22) 38.42 (15.58) 0.214
E-selektin (ng/mL)  med (IQR) 30.12 (21.68-40.26) 37.61 (25.10-51.38)

min-max 5.76-107.06 14.45-66.42
] . X (SD) 2814.09 (1423.63) 2296.49 (837.96) 0.223
L-selektin (ng/mL)  r” ax 452.87-6250.00 1155.41-3870.23

X (SD) 286.39 (329.54) 346.89 (163.78) 0.034*
P-selektin (ng/mL)  med (IQR) | 223.73 (157.16-304.52) | 314.53 (209.67-417.44)

min-max 70.30-3000.00 158.47-688.94

EC-endogene kolonije; CFC-stimulisane kolonije; Neu-Tr-neutrofilno-trombocitni; Mo-Tr-monocitno-

trombocitni

Utvrdivanje prognosti¢kog znacaja ispitivanih parametara za

pojavu tromboembolijskih komplikacija

Sa ciljem da se ispita prognostic¢kiznacajrazlic¢itih parametara koji su u literaturi
dovedeni u vezu sa povecanim vaskularnim rizikom, analizirani su slede¢i faktori:
starost, pol, istorija tromboza, ukupni standardni faktori rizika (starost preko 60 godina
i/ili pozitivna istorija prethodnih tromboza), ukupni i pojedinac¢ni kardiovaskularni
faktori rizika, (HTA, DM, HLP, puSenje), hematokrit, broj leukocita, broj trombocita,
prisustvo mutacije JAK2V617F i alelno opterecenje, prisustvo TET2 i MPL mutacija,

prisustvo CALR mutacija i alelno opterecenje, markeri aktiviranih leukocita, trombocita
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i endotela (Neu-Tri Mo-Tr agregati, solubilni selektini E-, L-i P-) i markeri aktivirane
koagulacije (F1+2, D-dimer, AT, PCG), markeri urodene trombofilije (FV Leiden i/ili FlI
20210A), ukupan broj in vitro kolonija (EC, CFC).

Vreme do tromboembolijskog dogadaja je prikazano Kaplan-Meier-ovom
krivom (Grafik 12). Rezultati univarijantne i multivarijantne COX regresione analizesu
prikazani na Tabeli br. 16. Univarijantna COX regresiona analiza je identifikovala HTA
kao znacajan faktor rizika za tromboembolijske dogadaje (p<0.05). U multivarijantnoj
COX regresionoj analizije potvrdeno daod svih analiziranih parametaraMo-Tr agregati
predstavljaju jedini nezavistan prediktor tromboze (HR=1.561, 95% CI:1.007-2.420,
p=0.046). Takode je potvrden aditivniefekat izmedu povecanih nivoa Mo-Tr agregatai
HTA (HR=1.975, 95%CIl: 1.215-3.212, p=0.006), koji u interakciji znacajno povecavaju

rizik za nastanak tromboze.
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Grafik 12. Vreme do tromboembolijskog dogadaja
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Tabela 31. Univarijantna i multivarijantna COX regresiona analiza potencijalnih

prediktora tromboze

20210A)

VARIJABLE HR 95% ClI p
Starost (godine) 1.049 0.99-1.10 0.066
Starost>60 godina 3.472 0.93-12.84 0.062
Zenski pol 1.419 0.42-4.72 0.569
®Prethodna istorija tromboza 0.612 0.076-4.561 0.612
Standardni faktori rizika 2.888 0.781-10.680 0.112
Kardiovaskularni faktori rizika 0.866 0.190-3.955 0.853
Hipertenzija 5.008 1.097-22.875 0.038
Dijabetes 4.412 0.965-20.178 0.056
Hiperlipidemija 1.978 0.535-7.311 0.307
Pusenje 0.268 0.035-2.075 0.207
PV 0.661 0.199-2.200 0.500
ET 0.856 0.232-3.162 0.815
PMF 1.757 0.556-5.545 0.337
Leukociti (x10°/L) 0.961 0.857-1.077 0.492
Leukocitoza (>10x10°/L) 0.715 0.227-2.253 0.567
Hemoglobin (g/L) 0.992 0.959-1.026 0.637
Hematokrit (L/L) 0.047 0.0-1291.34 0.557
Hematokrit >0.47 0.446 0.098-2.036 0.297
Trombociti (x10°/L) 1.001 0.999-1.003 0.246
Trombocitoza (>450x10%/L) 26.175 0.031-22317.189 0.343
JAK2V617F mutacija prisustvo 0.572 0.182-1.804 0.341
JAK2V617F alelnoopter. >50% 0.321 0.039-2.67 0.293
JAK2V617F alelno opter. (%) 0.988 0.956-1.021 0.460
CALR mutacije prisustvo 0.908 0.199-4.145 0.901
CALR alelno opter. (%) 1.029 0.843-1.256 0.778
TET2 mutacije prisustvo 0.433 0.056-3.359 0.424
MPL mutacija prisustvo 2.303 0.297-17.884 0.425
EC (/10* MNC) 0.993 0.978-1.007 0.333
CFC (/10" MNC) 1.001 0.996-1.006 0.704
Neu-Tr agregati (%) 1.027 0.977-1.079 0.300
. 1.034 0.988-1.071 0.061
Meo-Tr aqregati (06) 1.041 1.001-1.083 0.046
E-selektin (ng/mL) 1.011 0.984-1.039 0.413
L-selektin (ng/mL) 1.00 0.999-1.00 0.228
P-selektin (ng/mL) 1.00 0.999-1.002 0.542
F1+2 (pmol/L) 1.001 0.997-1.005 0.569
D-dimer (mg/L) 1.259 0.783-2.025 0.342
AT (%) 0.999 0.945-1.056 0.967
PCG 0.045 0.001-1.675 0.093
Urodena trombofilija (FV Leiden, FII 1078 0.139-8.352 0.943

Boldovani elementisu signifikantni u univarijantnoj COX regresionoj analizina nivou p<0.05.

Boldovani i podvuceni elementisu signifikantni u multiparametrijskoj COX regresionoj analizi
ukljucujucéi sve sa p<0.10 iz univarijantne analize.
%Prethodna istorija tromboza” je definisana kao tromboza koja se dogodila pre dijagnoze Ph"MPN.
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lako tromboza relativnocesto komplikuje klinicki tok Ph'MPN i predstavlja
glavni uzrok morbiditeta i mortaliteta kod bolesnika sa PV i ET, mehanizam nastanka
protrombogenog stanja u ovim bolestima jo$ uvek nije potpuno razjaSnjen. U ranijim
analizama je jasno ustanovljeno da starija dob bolesnika (tj. preko 60 godina Zivota) i
prethodna tromboza u zivotu predstavljaju faktore rizika za pojavu tromboze nakon
dijagnoze Ph'MPN. Zbog toga je preporuc¢eno da se kod bolesnika sa PV i ET terapija
citoreduktivnim lekovima sprovodi u zavisnosti od prisustva ovih faktora rizika (Tefferi
A, 2011.). Medutim, starija dob i prethodne tromboze predstavljaju faktore rizika za
trombozu i u generalnoj populaciji i nisu odraz prirode bolesti i mehanizama koji
dovode do tromboze u Ph"MPN. Zbog toga je idenifikovanje bioloskih parametara koji
odrazavaju mehanizam nastanka protrombogenog stanja u Ph"MPNod izuzetne vaznosti
jer bi kvantifikovanje tih faktora moglo preciznije da ukaZe na rizik od tromboze kod

pojedinac¢nog bolesnika.

U dosadasnjim studijama nije ustanovljena direktna veza izmedu povecanja
broja eritrocita ili trombocita i pojave tromboti¢nih komplikacija, pa je gotovo sigurno
da pored povecanja broja krvnih ¢elija postoje i drugi ¢inioci koji uti¢u na kreiranje
protrombogenog stanja kod bolesnika sa Ph"MPN. Prema novijim shvatanjima u
nastanku tromboze najvazniju ulogu ima interakcija izmedu ativiranih ¢elija krvi i
aktiviranog endotela koja rezultuje pojavom hiperkoagulabilnog stanja u krvi. Medutim,
precizan sled dogadaja koji dovode prekomernog aktiviranja ¢elija krvi i endotela nije

poznat.

U vecem broju retrospektivnih studija pokuSano je da se identifikuju markeri
aktivacije ¢elija krvi i endotela, sa ciljem da se definiSu bolesnici kod kojih je rizik od
pojave tromboze posebno poveéan. Nazalost, rezultati ovih ispitivanja su uglavnom
nekonkluzivni, a neretko i kontraverzni pa ih je teSko interpretirati u odnosu na njihov
klinicki, ili patogenetski znacaj. MetodoloSke razlike tokom sprovodenja analiza,
razli¢iti kriterijumi za ukljucenje bolesnika u ove studije, kao i mnoge druge razlike u
dizajnu 1 sprovodenju istrazivanja, otezavale su komparaciju rezultata i moguénost
donoSenja zaklju¢aka na veéem uzorku. S obzirom na to da su sve ove studije bile
retrospektivne, markere povecane aktivnosti ¢elija krvi i endotela je u funkciji vremena

bilo teSko povezivati sa trombozama koje su se desile u proslosti, prema dizajnu nekih
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studija ¢ak i do pet godina pre dijagnoze Ph'MPN. Zbog toga je postojala potreba da se

ovakva istrazivanja sprovedu u prospektivnom studijama.

STRUKTURA BOLESNIKA PREMA PODTIPU Ph"MPN

Prema naSem znanju ovo je prva prospektivna studija koja je ispitivala
povezanost izmedu markera aktiviranih ¢elija krvi 1 endotela sa pojavom tromboti¢nih
komplikacija kod bolesnika sa Ph"'MPN. U studiju je uklju¢eno 95 konsekutivnih
bolesnika sa Ph"MPN, a medu njima su najbrojniji bili bolesnici sa PV (41.1%). Prema
rezultatima ranijih studija, ovaj podtip Ph'MPNje i u evropskoj populaciji
najzastupljeniji (Moulard O. i sar, 2013.). lako je prema evropskom registru retkih
bolesti godiSnja incidenca obolelih od PMF u odnosu na ET mnogo manja (3 vs
24/100.000 stanovnika) (www.orpha.net.), u nasoj studiji je broj bolesnika sa PMF
(30.5%) bio skoro izjednacen sa brojem ukljucenih bolesnika sa ET (28.4%). Ovako
znacajan udeo bolesnika sa PMF u nasSoj grupi bi se mogao objasniti ¢injenicom da je
PMF, iako reda bolest od PV i ET, Cesto pracena opStim simptomima, kao Sto su
groznica, gubitak tezine, svrab, no¢no preznojavanje, supfebrilne temperature, bol u
kostima i zglobovima i zbog toga se ¢esce dijagnostikuje. Naprotiv, moguce je da se
bolesnici sa PV i ET, ukoliko nemaju tegobe prouzrokovane mikrovaskularnim
poremecajima, svrab, ili glavobolju, sluc¢ajno otkrivaju, te mnogi od njih ostaju

nedijagnostikovani zbog svog indolentnog toka bolesti (Vannucchi A, i sar, 2010.)

STANDARDNI FAKTORI RIZIKA ZA TROMBOzZU

U periodu dijagnoze Ph"MPN, standardni faktori rizika za trombozu su bili
prisutni kod 53.7% bolesnika ukljucenih u studiju, a najveca zastupljenost bolesnika
koji su imali visoki rizik za pojavu tromboze (starost > 60 god i/ili pozitivna istorija

tromboza) je evidentirana u grupi bolesnika sa PMF.
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Starosna struktura bolesnika

S obzirom na ¢injenicu da od Ph'MPN najéesc¢e oboljevaju osobe starosti 50-60
godina, prosecna starost nasih ispitanika od 59 godina je bila o¢ekivana. Skoro polovina
bolesnika u studiji je bila starija od 60 godina, §to je za nas bilo od posebnog znacaja s
obzirom da se prema standardnim Kkriterijumima ova starosna kategorija smatra
visokorizicnom za pojavu tromboembolijskih komplikacija i samim tim zahteva
primenu citoreduktivne terapije i intenzivnije pracenje. U grupi bolesnika sa PMF
ucestalost osoba starijih od 60 godina je bila najveca i prema tom kriterijumu 69%

bolesnika sa PMF se nalazilo u kategoriji visokog rizika za pojavu tromboze.

Istorija prethodnih tromboza

Od svih bolesnika sa P"MPN ukljucenih u studiju, pozitivnu istoriju tromboza
je imalo ukupno 12 (12.6%) bolesnika. Kada je u pitanju ET, ucestalost istorijskih
tromboza u naSoj grupi bolesnika (22%) je bila u okvirima rezultata iz velikih
Evropskih studija (10-29%), ali je ucestalost istorijskih tromboza u PV od 12.8% bila
niza u odnosu na iste izvore (34-39%) (Tefferi A, 2007). U velikoj studiji, koja se bavila
istrazivanjem prognostickih faktora za pojavu tromboze, mijelofibroze i leukemije u
klinickom toku ET (Passamonti i sar, 2008.), u grupi od 605 bolesnika istorija

prethodnih tromboza je evidentirana sa uc¢estalos¢u od 14.8%.

Ucestalost istorijskih tromboza u nasoj grupi bolesnika sa PMF je bila najniza u
odnosu na ostale podtipove 1 iznosila je 3.4% . Takode, ona je bila niza u poredenju sa
rezultatima iz studije Elliotta i saradnika (Elliott MA i sar, 2010.), u kojoj je procenjivan
prediktivni znacaj istorijskih tromboza za pojavu novih tromboza u PMF, pri ¢emu je
pozitivna istorija tromboza u grupi od 205 bolesnika sa PMF evidentirana sa ucestalos¢u
od 13.2%. Bolesnici sa PMF sli¢ne starosne strukture kao bolesnici u naSoj studiji
(medijana starosti=67 godina, opseg 27-80 godina) su bili ukljueni u retrospektivnu
studiju Alvarez-Larran i sar (Alvarez-Larran i sar, 2008.), koja je imala cilj da ispita
aktivacioni status trombocita, leukocita i koagulacionog sistema u ovoj bolesti. Od

ukupno 26 bolesnika sa PMF ukljuc¢enih u ovu studiju, pozitivnu istoriju tromboza je
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imalo 9 (34.6%) bolesnika, Sto je 10 puta viSe nego u nasoj grupi bolesnika sa PMF, ali

viSe i u poredenju sa drugim velikim evropskim studijama (Elliott MA i sar, 2010.).

Medu trombozama koje su se u nasoj grupi bolesnika dogodile pre dijagnoze Ph’
MPN, najviSe su bile zastupljene arterijske tromboze. Naime, od ukupno 12 bolesnika,
koji su tromboze dobili pre dijagnoze Ph'MPN, c¢ak njih 11 (91.7%) je imalo arterijske
tromboze, dok je samo kod jednog bolesnika od ranije evidentirana venska tromboza.
Cesc¢a pojava arterijskih u odnosu na venske tromboze u periodu pre postavljanja
dijagnoze mijeloproliferacije je evidentirana kod bolesnika sa PMF (Elliott MA i sar,
2010.), dok je u istoj studiji struktura tromboza u periodu pracenja bila promenjena u
korist venskih tromboza. Ova inverzija u strukturi novih u odnosu na stare tromboze je
objasnjena ¢injenicom da maligna progresija bolesti, koja je u PMF izrazenija nego u
PV 1 ET pogoduje nastanku venskih tromboza, uz podseéanje da je hiperkoagulabilnost

jedna od uobicajenih osobina razli¢itih maligniteta.

Medu naSim bolesnicima koji su imali arterijske tromboze u proslosti, Cetiri
bolesnika su imala multiple tromboze: dva bolesnika sa ET i jedan sa PMF su imali vise
tromboza razliCite lokalizacije, dok je samo bolesnik sa PV imao dve arterijske

tromboze iste lokalizacije (CVI).

Kardiovaskularni faktori rizika za trombozu

Prisustvo bar jednog klasicnog faktora za aterosklerozu (pusenje, hipertenzija,
dijabetes, hiperlipidemija) u celoj grupi bolesnika sa Ph"MPN bilo je znacajno vece
ucestalosti u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika, iako su ove dve grupe bile
slicne u pogledu prosecne starosti 1 polne distribucije. Posmatrano pojedinacno,
ucestalost arterijske hipertenzije (HTA) 1 hiperlipidemije (HLP) je bila znacajno veca u
ispitivanoj grupi nego u kontrolnoj grupi. Osnovni kriterijum za uklju¢enje kontrolnih
ispitanika u ovu studiju je bio taj da prethodno nisu imali tromboembolijske dogadaje,
pa je 1 manja ucestalost kardiovaskularnih faktora rizika u ovoj grupi ocekivan nalaz.
Podtipovi PA'MPN se nisu znacajno razlikovali u pogledu ucestalosti faktora rizika za

kardiovaskularna oboljenja. U ops$toj populaciji, ucestalost kardiovaskularnih faktora
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rizika varira u zavisnosti od interakcija genetskih, demografskih, sociokulturalnih i
ekonomskih faktora (Erem C i sar, 2008; Chockalingam A i sar, 2006.). Takode,
ucestalost kardiovaskularnih faktora rizika se povefava sa starenjem. Znacaj
kardiovaskularnih faktora rizika za procenu sklonosti ka trombozi u Ph"MPN je do sada
dokazan jedino u ET (IPSET-thrombosis) (Barbui i sar, 2012.).

MARKERI AKTIVACIJE KOAGULACIONOG SISTEMA

ZnaCajno povecani nivoi protrombin fragmenta F1+2, markera aktivacije
koagulacije, su detektovani u celoj grupi bolesnika sa Ph"MPN.Koncentracija F1+2 je
bila povecana u PV, ET, ali najviSe u PMF. U grupi bolesnika sa PMF je takode
zabelezeno povecanje prosecnih vrednosti D-dimera, $to u kombinaciji sa povecanjem
F1+2 ukazuje na aktivaciju sistema koagulacije u ovoj bolesti. Poveé¢ane vrednosti F14, U
plazmi bolesnika sa PMF (Alvarez-Larran A i sar, 2008.) i ET (Arellano-Rodrigo E i
sar, 2008.) su potvrdene i u drugim studijama, koje su se bavile ispitivanjem aktivnosti
koagulacionog sistema u Ph-MPN. Interesantno je da u ovim studijama povecanje

koncentracije F1+1 nije bilo praceno i pove¢anim vrednostima D-dimera.

U cilju iskljuc¢ivanja drugih uzro¢nika tromboembolijskih komplikacija, u nasoj
studiji je ispitivano prisustvo urodene trombofilije (mutacije FV Leiden i FII 20210A) i
prisustvo ACLA, ali se pokazalo da u grupi bolesnika koji su dobili trombozu tokom
perioda prac¢enja ovi markeri nemaju znacajnu ucestalost. Markeri urodene trombofilije
su takode ispitivani i u drugim studijama koje su se bavile analizom leukocitno-
trombocitnih interakcija u Ph-MPN (Arrelano-Rodrigo E, i sar, 2006.). U spomenutoj
studiji, u grupi od 53 bolesnika sa ET, mutacija FI1 20210A (dva bolesnika) i pozitivha
ACLA (dva bolesnika) su bile razlog za iskljucenje iz analize i studija ispitivanja uticaja
aktivacionog statusa leukocita i trombocita na sklonost ka trombozama je radena na 49

bolesnika.
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GENSKE MUTACIJE | AKTIVNOST HEMOSTAZNOG SISTEMA

Bolesnici koji su imali mutacije u genu za CALR u naSoj studiji su imali
povecane vrednosti F1+2. Sa druge strane, mutacije u genima JAK2, TET2 1 MPL nisu
korelirale sa markerima aktivirane koagulacije. Povezanost mutacija u genu za CALR sa
povecanom sklonos¢u ka trombozama je dokazana kod niskorizi¢nih bolesnika sa ET
(Alvarez-Larran A i sar, 2016.). lako u naSoj grupi bolesnika povezanost mutacije
V617F u genu JAK2 nije bila povezana sa markerima aktivacije hemostaznog sistema,
treba imati u vidu da se upravo “latentne” forme mijeloproliferativnih neoplazmi, ¢ija je
prva prezentacija tromboza, otkrivaju zahvaljujuci detekciji JAK2V617F mutacije i

endogenih eritroblastnih i/ili megakariocitnih kolonija (Boissinot M i sar, 2006.).

MARKERI AKTIVACIJE CELIJA KRVI

Leukocitno-trombocitni agregati u vreme dijagnoze Ph-MPN

U ovoj studiji, merenjem nivoa cirkuliSu¢ih Le-Tr agregatametodom protoc¢ne
citometrije, mi smo nasli povecan procenat in vivo aktiviranih leukocita i trombocita u
celoj grupi bolesnika sa P'MPN na dijagnozi, u poredenju sa zdravim kontrolnim
ispitanicima. Prosec¢ne vrednosti nivoa Neu-Tr i Mo-Tr agregata su na dijagnozi bile
povecane u svim podtipovima, bez znacajnih medusobnih razlika izmedu PV, ET i
PMF. NaSi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima prethodno objavljenih
retrospektivnih studija (Arrellano-Rodrigo E i sar, 2006; Villmov T i sar, 2003; Falanga
A i sar, 2005; Alvarez-Larran A i sar, 2008;Coucelo M i sar, 2014.), u kojima su nivoi
Le-Tr agregata ispitivani u razli¢itim podtipovima Ph'MPN. Prvi put povecani nivoi
Mo-Tr agregata u Ph"MPN su detektovani 2001 godine, u studiji Jensen MK i saradnika
(Jensen MK i sar, 2001.), na maloj grupi od 17 PV, 15 ET i 17 PMF bolesnika. Jedan
deo bolesnika uklju¢enih u ovu studiju je ve¢ primao terapiju u vreme analize agregata.
Zakljucak iz ove studije je bio da postoji povezanost izmedu povecanih nivoa Mo-Tr

agregata i pozitivne istorije tromboza.
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Dve godine kasnije, Villmow je sa saradnicima analizirao nivoe Neu-Tr i Mo-Tr
agregata u grupi koja se sastojala od 13 PV, 12 ET, 12 PMF i 10 HML bolesnika, koji
su takode bili na terapiji (Villmow T i sar, 2003.). Villmow je potvrdio nalaz iz
prethodne studije Jensena da u ovim bolestima postoje povecani nivoi Mo-Tr agregata,
ali 1 povecani nivoi Neu-Tr agregata, koji u prethodnoj studiji nisu bili analizirani.
Zakljucak ove studije je bio da povecani nivoi Le-Tr agregata predstavljaju rezultat
poveéane aktivacije Le i Tr u cirkulaciji bolesnika sa Ph'MPN, ali povezanost ovih

povecanih nivoa sa prethodnim trombozama nije dokazana.

Povecani nivoi Le-Tr agregata su kasnije dokazani u joS dve retrospektivne
studije (Falanga A i sar, 2005; Arellano-Rodrigo i sar, 2006.), ali pokusaj da se dovedu
U vezu sa pozitivnom istorijom tromboza je izostao. Nakon objavljivanja rezultata
naredne studije, u kojoj su ispitivani nivoi Neu-Tr agregata kod 75 bolesnika sa ET i
povezanost sa istorijskim trombozama opet nije dokazana (Falanga A i sar, 2006.),
Falanga je sa saradnicima istakla da je procenu ovih bioloskih markera neophodno
izvrSiti u prospektivnim studijama. Dve godine Kkasnije, Alvarez-Larran je sa
saradnicima objavio rezultate studije Neu-Tr i Mo-Tr agregata u maloj grupi od 26
bolesnika sa PMF (Alvarez-Larran A i sar, 2008.), u kojoj je potvrdio da i u ovoj bolesti
postoji povecana aktivnost Le i Tr, slicno kao i u PV i1 ET. Ova studija se medutim nije
bavila ispitivanjem povezanosti povecanih nivoa agregata i pozitivnom istorijom

tromboza u PMF.

Poslednja retrospektivna studija koja je povecane nivoe Neu-Tr agregata dovela
U vezu sa pozitivnom istorijom tromboza u PV i ET je bila studija portugalske grupe
autora (Coucelo i sar, 2014.), ali su i u ovoj studiji ispitivani bolesnici bili na terapiji.

U ve¢ini ovih studija su medutim analizirani bolesnici koji su ve¢ primali
citoreduktivnu, ili antiagregatornu terapiju, Sto otezava poredenje sa naSim rezultatima.
Osim toga, u spomenutim studijama su postojali znacajni nedostaci u metodologiji
analize Le-Tr agregata, koji su dovodili do naknadne, arteficijelne aktivacije Le i Tr, a
koji su u nasoj studiji eliminisani dodatnim procedurama (venepunkcija bez elasticne
poveske i dvojno antikoagulisanje krvi za analizu agregata na K2-EDTA i CTAD).

Leukocitno-trombocitni agregati mogu biti detektovani i u krvi zdravih osoba, ali u
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malim koncentracijama, koje se kre¢u od 1 do 10% populacije neutrofila i monocita

(Macey M i sar, 2011.).

Povecanje nivoa Le-Tragregataiznad fizioloSkih vrednosti se najeS¢e vida u
bolestima i stanjima povezanim sa inflamacijom i trombozama (Cerletti C i sar,
2012;Radovancevic R 1 sar, 2009.). Dobro je poznato da uzajamno dejstvo
prokoagulantnih i inflamatornih stimulusa takode postoji i u Ph'lMPN, Sto je glavni
razlog za povecanje nivoa Le-Tr agregata u cirkulaciji. Korelacija povecanih nivoa Neu-
Tr agregata sa parametrima inflamacije je zapaZena i u naSoj studiji i to u grupama ET
(sa CRP-om) i PMF (sa fibrinogenom).

Nasi rezultati su pokazali da je veéi broj bolesnika u svim ispitivanim

podtipovimaPh"MPN imao povecanje nivoa Neu-Tr agregata, nego Mo-Tr agregata.

Retrospektivne studije koje su ispitivale vrednsoti leukocitno-trombocitnih agregata u Ph"MPN

. . . Povezanost sa
br. | Autor, god. P.Od.t'p (bro; Terapija Tip Le-Tr istorijskim
ispitanika) agregata
trombozama
PV (17)
1 | Jensen MK, 2001 ET (15) -+ Mo-Tr +
PMF (17)
PV (13)
. ET (12) Neu-Tr
2 | Villmow T, 2003. PMF (12) + Mo-Tr -
HML (10)
PV (34)
3 | Falanga A, 2005. ET (46) -/+ Neu-Tr -
. ET (53) Neu-Tr
4 | Arrelano-Rodrigo, 2006. + Mo-Tr -
5 | Falanga A, 2006. ET (75) + Neu-Tr -
Neu-Tr
6 | Alvarez-Larran, 2008. PMF (26) + Mo-Tr -
PV (31) Neu-Tr
7 | Coucelo, 2014. ET (49) + Mo-Tr +
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Vrednosti Le-Tr agregata tokom primenjene terapije

Prose¢ni nivoi Le-Tr agregata izmereni nakon postizanja kompletnog, ili
parcijalnog odgovora na citoreduktivnu terapiju, ili 6 meseci od dijagnoze kod bolesnika
koji su primali antiagregatornu terapiju, bili su znac¢ajno snizeni u svim podtipovima Ph’
MPN u odnosu na vrednosti odredene u vreme dijagnoze. S obzirom da su sve
dosadasSnje studije koje su se bavile ispitivanjem vrednosti Le-Tr agregata kod
bolesnika sa Ph"MPN bile retrospektivne, one nisu mogle da porede vrednosti ovih
parametara pre i posle terapije. Zbog toga nije moguce direktno uporediti nase rezultate
sa rezultatima drugih istrazivaca. Medutim, smanjivanje vrednsoti Le-Tr agregata u
skladu je sa zapazanjima da primena citoreduktivne terapije, ali i aspirina smanjuje
ucestalost tromboembolijskih komplikacija. Posebno je vazna Cinjenica da primena
monoterapije aspirinom dovodi do smanjivanja broja Le-Tr agregata i bez istovremenog
smanjivanja broja krvnih ¢elija. Takav rezultat ukazuje da aktiviranje trombocita ima
vaznu ulogu u nastanku Le-Tr agregata i da inhibiranje trombocitnih funkcija rezultuje
smanjivanjem broja agregata. Drugim re¢ima, broj Le-Tr agregata mogao bi biti direktni
pokazatelj stepena trombocitne aktivacije u cirkulaciji. Medutim, za sada nije jasno da
li odredivanje broja Le-Tr agregata moze biti efikasan nafin za procenu

antiagregacionog efekta aspirina kod bolesnika sa Ph"MPN.

Interesantno je da se od svih podtipova grupa PV izdvojila po najveéem
procentu bolesnika kod kojih su nivoi oba tipa Le-Tr agregata (neutrofilni i monocitni)
normalizovani nakon terapije. Osim toga, prose¢na vrednost MFI za obe vrste Le-Tr
agregata (Neu-Tr i Mo-Tr) u grupi bolesnika sa PV je takode bila znacajno snizena u
odnosu na inicijalne vrednosti (p < 0.01). To prakti¢no znaci da je kod ovih bolesnika
nakon primene citoreduktivne terapije, ne samo smanjen broj Le-Tr agregata, ve¢ je bio

smanjen i prosecan broj trombocita koji su agregirali po jednom leukocitu.

PokuSali smo da utvrdimo koji su faktori mogli uticati na promenu nivoa
agregata u PV. Grupa bolesnika sa PV se na dijagnozi znacajno razlikovala u odnosu na
grupe bolesnika sa ET i PMF izrazenom poliglobulijom, sa statist¢ki znacajno
poveéanim vrednostima Hb i Hk(p<0.01). Ucestalost visokog hematokrita (Hk > 0.47

L/L) je kod ovih bolesnika takode bila zna¢ajno veca u odnosu na ostale podtipove Ph
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MPN(p<0.01). Visoke vrednosti Hksu na dijagnozi PV korelirale sa pove¢anim nivoima
Neu-Tr agregata. Osim toga, ucestalost leukocitoze na dijagnozi je u PV grupi bila

znacajno veca u odnosu na grupe ET i PMF (p<0.01).

Bolesnici sa PV su u odgovoru nacitoreduktivnu terapiju hidroksiureom u
najvecem procentu postigli kompletan hematoloski odgovori u momentu retestiranja Le-
Tr agregata su imali normalizovane vrednosti Hk, Hb i Le.lz svih ovih razloga mi smo
pretpostavili da je na sniZenje nivoa Le-Tr agregata kod bolesnika sa PV uticalo, ne
samo smanjenje broja aktiviranih Le, ve¢ 1 eliminacija poliglobulije. U literaturi ne
postoje podaci o tome kojim mehanizmima bi visok Hk mogao uticati na aktivaciju Le i
Tr, iako je dokazana uloga eritrocita u patogenezi tromboza u Ph"MPN. S obzirom na to
da se prema dosadaSnjim istrazivanjima i povecano stvaranje Le-Tr agregata smatra
jednim od protrombogenih mehanizama, moguce je da postoji medusobna interakcija
izmedu eritrocita, leukocita i trombocita, u kojoj poveéana masa eritrocita dodatno

aktivira Le i Tr.

Efekti terapije na aktivnost leukocita i trombocita

U naSoj studiji, bolesnici sa Ph'MPN su primali citoreduktivnu ifili
antiagregatornu terapiju, na osnovu ¢ega su podeljeni u tri ispitivane grupe (terapija
hidroksiureom, terapija aspirinom i kombinovana terapija hidroksiureom i aspirinom).
U okviru ovih grupa je pracena promena nivoa Le-Tr agregata, kao i nivoa solubilnih
selektina.

U sve tri terapijske grupe je uo¢eno znacajno smanjenje aktivnosti leukocita i
trombocita, koje se manifestovalo sniZzenjem nivoa Le-Tr agregata oba tipa (Neu-Tr i
Mo-Tr).Ovo snizenje je bilo izazvano razli¢itim mehanizmima, Koji su podrazumevali
smanjenje broja aktiviranih Le i Tr pod uticajem hidroksiuree, kao i antiagregatorno
dejstvo aspirina. Zanimljivo je medutim, da su se uprkos ovoj smanjenoj aktivnosti
leukocita i trombocita, tromboembolijske komplikacije ipak deSavale u periodu
pracenja.0Od 12 bolesnika koji su dobili tromboze u periodu pracenja, njih 9 je na

dijagnozi imalo povecane nivoe Le-Tr agregata. 1z ove grupe jedan bolesnik nije

105



Diskusija

retestiran, jer je u meduvremenu dobio trombozu sa letalnim ishodom., a dva bolesnika
su i na kontroli odrzavala povecane nivoe Le-Tr agregata. Dakle, uprkos normalizaciji
nivoa Le-Tr agregata u odgovoru na terapiju, Sest bolesnika sa Ph"MPN je ipak dobilo
tromboze. Zanimljiv je i podatak da jedan bolesnik sa PMF inicijalno nije imao
povecane nivoe Le-Tr agregata, ali je ve¢ posle dva meseca od postavljanja dijagnoze
dobio trombozu sa letalnim ishodom. Dvoje bolesnika sa tromboembolijskim
komplikacijama (PV i PMF) su inicijalno stratifikovani u grupu niskog rizika i nisu
leceni citoreduktivnom terapijom. Jedan od njih (bolesnik sa PV) inicijalno nije imao

povecéanje Le-Tr agregata, ali je dobio trombozu.

Efekat citoreduktivne terapije

Primenom sofisticiranih testova kod bolesnika sa ET, koji su bili na terapiji
hidroksiureom (Bellucci S i sar, 1993.), ili anagrelidom (Bellucci S i sar, 1999.),
dokazano je da se hiperaktivnost i disfunkcija trombocita odrzavaju ¢ak i1 kada se broj
trombocita normalizuje. Falanga i sar su takode dokazali prisustvo leukocitne aktivacije,
uprkos citoreduktivnoj terapiji, Takode, perzistiranje aktivacije trombocita i endotelnih
¢elija posle citoreduktivne terapije je dokazana i u drugim studijama (Blann A 1 sar,
2004; Karakantza M i sar, 2004.). Ovi rezultati mogu ukazati na to da se rizik za pojavu
tromboze, iako smanjen, ne eliminiSe u potpunosti sa normalizacijom broja trombocita i
leukocita pod uticajem hidroksiuree, Sto je osim u prethodno citiranim retrospektivnim
studijama, pokazano i u prospektivnim kontrolisanim klini¢kim studijama (Cortelazzo

S, isar, 1995.).

Kod bolesnika sa ET je nakon terapije anagrelidom dokazano je povecanje
volumena trombocita, Sto je najverovatnije povezano sa perzistiranjem abnormalnih
velikih, zrelih megakariocita tipi¢nih za ET 1 PV (Bellucci S i sar, 1999.). Ovo je jo$
jedan dokaz da se povecan rizik za trombozu kod trombocitemi¢nih bolesnika ne
eliminiSe sa normalizacijom broja trombocita (Fruchtman SM i sar, 2005.). Ako se
uporede mehanizmi delovanja hidroksiuree 1 anagrelida, moze se zakljuciti da
hidroksiurea efikasno smanjuje broj leukocita i trombocita, ¢ime se moze objasniti

redukcija nivoa leukocitno-trombocitnih agregata (Maugeri N i sar, 2005.). Na ovaj
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nacin je i u prospektivnoj kontrolisanoj PT1 studiji objasnjeno zbog Cega se u grupi
bolesnika sa ET koji su primali hidroksiureu, uéestalost arterijskih tromboza bila niza u
odnosu na grupu bolesnika koja je dobijala anagrelid (Campbell P i sar, 2005; Harrison
CN i sar, 2005.).

Efekti terapije aspirinom

Sa farmakoloske tacke glediSta, dobro je poznato da aspirin (acetilsalicilna
kiselina) smanjuje sintezu tromboksana A2, a samim tim i aktivaciju trombocita
(Patrono C i sar, 2004.). Zbog kooperacije izmedu trombocita i granulocita u pogledu
metabolizma arahidonske kiseline, smanjeno stvaranje tromboksana A2 takode dovodi
do smanjene sinteze leukotrijena u granulocitima, a samim tim i njihove smanjene
aktivacije (Grossi A i sar, 1986.). Takode, smanjenje nivoa Neu-Tr agregata zavisnih od
aktivacionog statusa Neu i Tr je uoceno kod bolesnika sa ET koji su primali aspiririn
(Falanga A i sar, 2005a.). Navedenim mehanizmima se moZe objasniti efikasnost
aspirina u snizenju ucestalosti tromboza, $to je pokazano u prospektivnoj, kontrolisanoj
ECLAP studiji kod bolesnika sa PV (Landolfi R i sar, 2004.). Takode je dokazano da
aspirin primenjen kod bolesnika sa ET popravlja simptome eritromelalgije (van
Genderen PJ i sar, 1996; Michiels JJ i sar, 2000; van Genderen i sar, 1997.), po analogiji

sa PV u kojoj je aspirin takode efikasan u redukciji drugih tromboti¢nih manifestacija.

Nivoi solubilnih selektina na dijagnozi

Povecéanje prose¢nih koncentracija solubilnih E-, L- i P- selektina je u naSoj
studiji uoceno u svim podtipovima PhMPN u vreme dijagnoze, ali sa razli¢itom
ucestalos¢u. Vecina bolesnika sa PV, ET i PMF je imala poveéanje koncentracije
solubilnog P-selektina u vreme dijagnoze. Povecan L-selektin je takode imala vecina
bolesnika sa PV, ali mnogo manji broj bolesnika sa ET i PMF. Na kraju, najmanje

bolesnika iz svih podtipova PA"'MPN je imalo povecan solubilni E-selektin na dijagnozi.
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Cinjenica da je veéina nasih bolesnika imala poveéanje solubilnog P-selektina u
vreme dijagnoze indirektan je pokazatelj povecane aktivnosti trombocita. Naime,
inicijalna athezija aktiviranih trombocita za neutrofile i monocite se ostvaruje upravo
posredstvomP-selektinasa povrsSine trombocita, koji se vezuje za leukocite. Na osnovu
¢injenice da je u nasoj studiji povecanje nivoa P-selektina bilo udruzeno sa povecanjem
broja Le i Tr, moglo bi se zakljucitida je P-selektin senzitivan marker poveéane
aktivnosti, ne samo Tr, ve¢ iLe.Povecane vrednosti P-selektinau cirkulaciji su utvrdene
u mnogim klini¢kim stanjima udruZenim sa trombozom (Frijns CIM 1 sar, 1997;
Griesshammer M i sar, 1999;Falanga A i sar, 1999.). P-selektin je takode marker
aktiviranih endotelnih ¢elija (Carlos T i sar, 1994.). Znacajno povecane koncentracije
solubilnog P-selektinasu prethodnonadene u Ph"MPN (Robertson B i sar, 2007.), ali nije
bila potvrdena povezanost sa pojavom tromboza. Do sada su dokazani povecani nivoi
solubilnog P-selektinakod bolesnika sa PMF i trombozama (Alvarez-Larran A, 2008.)i
poveéana ckspresija membranskog P-selektinakod bolesnika sa ET i trombozom
(Arrellano-Rodrigo E 1 sar, 2006.), ¢ime je podrzana teorija o ulozi

aktiviranihtrombocita u trombogenezi.

Povecani nivoi solubilnih P- i E- selektina su detektovani i u studijiCella i sar
(Cella i sar, 2010.) u PV i ET, ali ovi autori, za razliku od nas nisu detektovali

povecéanje L-selektina u svojoj grupi ispitivanih bolesnika.

Nasi bolesnici sa Ph'MPNi prisutnim standardnim faktorima rizika za trombozu
su imali povecane nivoe P-selektina na dijagnozi. Takode, povecani nivoi solubilnih
selektina su u nasoj studiji bili u pozitivnoj korelaciji sa parametrima aktiviranog
sistema koagulacije (E-selektin sa D-dimerom, P-selektin sa D-dimerom i F1+2), kao i
sa markerima inflamacije (E-selektin sa CRP, L- selektin sa SE, P-selektin sa
fibrinogenom). Ovi nalazi ukazuju na to da u Ph-MPNpostoji istovremena tesna
povezanost izmedu aktiviranih celija krvi 1 endotelasa jedne strane i aktivirane

koagulacije i inflamacije sa druge strane.

Takode smo utvrdili da su prisustvo JAK2V617F mutacije 1 veci stepen
JAK2V617F alelnog opterecenja, kao i veca in vitro proliferativna aktivnost (broj EC)
praceni povecanjem nivoa solubilnih selektina (E-, L- i P-). Korelacija izmedu

povecanih nivoa solubilnog P-selektina i prisustva JAK2V617F mutacije u grupi
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bolesnika sa P"MPN je detektovana i u drugim studijama (Robertson B i sar, 2007.).
Poznato je da JAK2V617F mutacija ima ulogu u aktivaciji hematopoeznih ¢elija, ¢ineéi
ih preosetljivim na dejstvo trombopoetina i eritropoetina, pa logi¢no pretpostaviti da
povecani nivoi solubilnih selektina kod JAK2V617F pozitivnih bolesnika predstavljaju

rezultat aktivacije trombocita, leukocita i endotelnih ¢elija.

Promena nivoa solubilnih selektina u odgovoru na terapiju

NaSi rezultati su pokazali da je -citoreduktivna terapija hidroksiureom
(monoterapija i/ili u kombinaciji sa aspirinom)uzrokovala snizenje nivoa solubilnih E-,
L- i P- selektina u grupama bolesnika kod kojih su na dijagnozi ove vrednosti bile
povecane. Za razliku od naSih rezultata, u studiji Cella i sar (Cella 1 sar, 2010.) je
dokazano da terapija hidroksiureom ne snizava znacajno nivoe solubilnogP- selektina u
cirkulaciji bolesnika sa PV i ET. Monoterapija aspirinom nije imala nikakvog uticaja na
sniZenje nivoa E- i P- selektina kod na3ih bolesnika. Stavide, u grupi bolesnika koja je
imala ve¢ inicijalno poveéane nivoe E- selektina, a koja je bila samo na terapiji
aspirinom, ovi nivoi su se na retestiranju jo$ viSe povecali. NaSi rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima studije Robertson B i sar, (2007.), u kojoj je dokazano da se
nivoi P- selektina u grupi bolesnika sa P"MPN ne menjaju u odgovoru na terapiju

aspirinom.

TROMBOEMBOLIJSKE KOMPLIKACIJE TOKOM PERIODA
PRACENJA

Kako je ve¢ pomenuto, primena standardnih faktora rizika (starost preko 60
godina i prethodna tromboza) trebalo bi da omogu¢i identifikovanje onih bolesnika kod
kojih je rizik od tromboze u toku trajanja PA'MPN mali i koji ne zahtevaju primenu
citoreduktivne terapije. S druge strane, kod bolesnika sa visokim rizikom preporucuje se
primena citoreduktivnih lekova koji bi trebalo da smanje rizik od pojave
tromboembolijskih  komplikacija.Predikcija tromboembolijskih komplikacija, koje
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nastaju posle postavljanja dijagnoze Ph"MPN izuzetno je vazna za bolesnike zbog toga
Sto blagovremenim monitoringom i adekvatnom terapijom mogu biti prevenirane.
Rezultati ove studije su potvrdili da uprkos stratifikacji bolesnika prema standardnim
faktorima rizika i terapijskom pristupu u skladu sa aktuelnim terapijskim vodi¢ima,
znacajna proporcija bolesnika sa PV, ET i PMF dobija vaskularne komplikacije tokom
bolesti.

Tokom prose¢nog perioda pracenja koji je iznosio 275 bolesnickih godina,
ukupna stopa incidencije prvog tromboti¢nog dogadaja u celoj grupi bolesnika sa Ph”
MPN je iznosila 4.36 na 100 bolesnic¢kih godina. Kada su u pitanju bolesnici sa PV i
ET, naSi rezultati (3.33 tromboti¢na dogadaja na 100 bolesni¢kih godina u grupi
od39bolesnika saPV 1 3.9 tromboti¢nih dogadaja na 100 bolesnickih godina u grupi od
27 bolesnika sa ET) su u saglasnosti sa podacima iz literature (Marchioli R i sar, 2005;
Carobbio A i sar, 2011.). Sa druge strane, ukupna stopa incidence tromboza od 6.6 na
100 bolesnickih godina, koja je evidentirana u grupi od 29 bolesnika sa PMF je bila
veca u poredenju sa rezultatima novijih studija (Barbui T i sar, 2010.). S obzirom na to
da su bolesnici sa PMF u naSoj studiji bili zna¢ajno stariji od bolesnika sa PV i ET, mi
pretpostavljamo da je veca proseCna starost mogla doprineti povecanju incidence

tromboza u ovoj grupi bolesnika.

Nekolicina autora je nedavno objavila rezultate prema kojima povecana
retikulinska fibroza koStane srzi u Ph"MPN predstavlja nezavisni prediktor za trombozu
i hemoragiju (Musolino C i sar, 2000; Finazzi G i sar, 2012; Barbui T i sar, 2012.). Ova
otkri¢a su ukazala na znacaj preciznog diferencijalno dijagnostickog razdvajanja rane-
prefibroti¢ne faze PMF od prave ET u monitoringu rizika za trombozu. U skladu sa
ovim opservacijama, nasi rezultati takode ukazuju na to da rizik od vaskularnih
komplikacija ne sme biti potcenjen kod bolesnika sa PMF, posebno ukoliko su starijeg

zZivotnog doba.

lako literaturni podaci ukazuju na to da je rizik od arterijskih tromboza kod
bolesnika sa PV i ET najve¢i u vreme dijagnoze Ph'MPN, a da nakon toga pocinje da
opada(Landolfi R i sar, 2008.), mi smo u periodu pracenja posle postavljanja dijagnoze
mijeloproliferacije identifikovali vecu incidencu arterijskih, u odnosu na venske

tromboze u svim podtipovima Ph'MPN. Kada je u pitanju ET, naSi rezultati su u
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saglasnosti sa prethodnim (Carobbio A i sar, 2011; Harrison CN i sar, 2005; Gisslinger
H i sar, 2013.) koji su dokazali da je incidenca arterijskih tromboza 2-3 puta veca u
poredenju sa venskim trombozama u ovoj bolesti. Prema literaturnim podacima (Barbui
T i sar, 2013.), o¢ekivano je da u PV i PMF arterijske i venske tromboze budu

podjednako zastupljene, ali to nije potvrdeno u nasoj grupi bolesnika.

Precizna stratifikacija rizika je od klju¢nog znacaja za formiranje individualnog
terapijskog pristupa, sa primarnim ciljem da se preveniraju trombozne komplikacije.
Prema trenutno vazecoj stratifikaciji faktora rizika za trombozu u Ph"MPN, svi bolesnici
treba da primaju antiagregatornu terapiju, dok je citoreduktivna (antitrombocitna)
terapija rezervisana samo za visokorizicne bolesnike, sa namerom da se niskorizi¢ni
bolesnici postede od neZeljenih efekata ovakve terapije. Ovaj terapijski princip medutim
bolesnike iz standardno niskoriziéne kategorije izlaze pove¢anom riziku za dobijanje

tromboembolijskih komplikacija u buduénosti.

Utvrdivanje prognosti¢kog znacaja ispitivanih parametara za pojavu

tromboembolijskih komplikacija

lako patogeneza tromboza u Ph'MPN joS uvek nije sasvim razjasnjena,
pretpostavlja se da povecana aktivacija cirkuliSucih, klonalno izmenjenih ¢elija krvi, u
kombinaciji sa reakcijom endotela na inflamatorne stimuluse, ima centralnu ulogu u
formiranju trombofilnog fenotipa. Ph'MPN se odlikuju preklapanjem klini¢ko-
patoloskih osobina izmedu pojedinac¢nih podtipova bolesti, koje najverovatnije potice od
zajednickog molekularnog poremecaja, ukljucujuci I JAK2V617F mutaciju (Skoda CR i
sar, 2015.). Osim toga, ne postoje jasni podaci da se mehanizmi odgovorni za nastanak
tromboza znacajno razlikuju izmedu PV, ET i PMF. Iz tog razloga, mi smo odlu¢ili da

analiziramo celokupnu grupu bolesnika sa Ph"MPN, bez podele na podtipove.

Specifi¢nosti bolesnika, kao §to su starost preko 60 godina i istorija prethodnih
tromboza su dobro poznati faktori, povezani sa pove¢anim rizikom za nove tromboze,
ali oni nisu specificni za bolest PA'MPN, s obzirom na to da predstavljaju takode

prediktore tromboti¢nog rizika i u opstoj populaciji.
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U naSoj studiji, 3 od ukupno 12 bolesnika koji su dobili trombozu tokom perioda
pracenja, inicijalno su stratifikovani u grupu niskorizi¢nih bolesnika, $to ukazuje na to
da aktuelni model stratifikacije omogucava da se neki visokorizi¢ni bolesnici pogresno

klasifikuju u grupu niskorizi¢nih bolesnika.

Istrazivanje novih prediktivnih faktora za trombozu u Ph"MPN i usavrSavanje
aktuelnog modela za stratifikaciju rizika za trombozu je bio predmet istrazivanja u
nekoliko velikih novijih studija (Barbui T i sar, 2010; Vannucchi AM i sar,
2007;Lussana F i sar, 2009; Borowczyk M i sar, 2015;Barbui T i sar, 2012.). Nedavno
je formiran prognosticki skor za trombozu u ET (IPSET-thrombosis) (Barbui T i sar,
2012.) koji je standardne faktore rizika za trombozu dopunio dodatnim faktorima rizika,
kao Sto su prisustvoJAK2V617Fmutacije i kardiovaskularni faktori rizika, Ciji je znacaj
dokazan u ovoj grupi bolesnika. Medutim, ¢ak i u relativno homogenoj grupi koju ¢ine
bolesnici sa ET, ovaj novi skor samo blago povecava predikciju buduéih tromboti¢nih
dogadaja (diskriminatorna snaga od 65%, vs. 60% za Harrell’s C-concordance index) u
poredenju sa konvencionalnom stratifikacijom rizika. Protromboti¢ni uticaj JAK2V617F
mutacionog statusa i/ili alelnog opterecenja, je potvrden u PV, ET 1 PMF u najnovijim
studijama (Barbui T i sar, 2010; Vannucchi AM i sar, 2007; Lussana F i sar, 2009;
Borowczyk M i sar, 2015.). Mi medutim nismo nasli vecu incidencu JAK2V617F
mutacije, kao ni vece alelno opterecenje u nasoj grupi bolesnika koji su dobili trombozu
u okviru Ph'MPN. S obzirom na to da je visoko JAK2V617F alelno opterecenje
nedavno potvrdeno kao nezavisni prediktor nastanaka venskih tromboza u Ph"MPN
(Borowczyk M i sar, 2015.), izostanak korelacije u nasoj studiji bi se mogao objasniti

predominacijom arterijskih tromboza medu nasim bolesnicima.

Nivoi Neu-Tr i Mo-Tr agregata u nasoj studiji su se razlikovali blago, ali ne i
znacajno izmedu grupa bolesnika sa i bez tromboze (koja je nastala posle dijagnoze
mijeloproliferacije). U skladu sa trenutno vaze¢im patogenetskim mehanizmima
tromboze u Ph'MPN, kreiranim i potvrdenim na osnovu rezultata retrospektivnih
studija, (Coucelo M i sar, 2014; Jensen MK i sar, 2001.), mi smo u naSem
prospektivnom istraZzivanju nasli pozitivnu korelaciju izmedu nivoa cirkuliSu¢ih Le-Tr
agregatai sklonosti ka trombozi. Koris¢enjem multivarijantnog COX proporcionalnog

hazard regresionog modela, mi smo pokazali da povecanje bazi¢nih vrednosti Mo-Tr
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agregata predstavlja umeren, ali nezavistan prediktivni faktor za pojavu tromboze. To
prakti¢no znaci da povecéanje nivoa cirkuliSu¢ih Mo-Tr agregata za jednu standardnu

devijaciju (SD), povecava rizik za nastanak tromboze 1.561 puta.

Aktivirani monociti snazno pokrecu aktivaciju koagulacionog procesa u krvi,
posredstvom oslobadanja tkivnog faktora, proteaza i reaktivnih kiseoni¢nih grupa
(Bouchard BA i sar, 2003.). Nasi rezultati ukazuju na to da nivo Mo-Tr agregata, kao
mera aktivacionog statusa cirkuliSu¢ih monocita, odreden na prezentaciji bolesti, u
odredenom stepenu ukazuje na trombogeni potencijal bolesnika sa Ph'MPN. Sa druge
strane, u naSoj studiji nivo Neu-Tr agregata nije bio znacajno povezan sa povecanim
rizikom za tromboti¢ne dogadaje. Rezultati nase studije ukazuju na to da bi monociti
mogli biti kljune ¢elije u okviru leukocitne linije, ¢ija aktivacija doprinosi stvaranju

protromboti¢nog stanja kod bolesnika sa Ph"MPN.

lako je prediktivna uloga kardiovaskularnih faktora rizika za trombozu
prepoznata u ET (IPSET-thrombosis) (Barbui T i sar, 2012.), ona joS uvek nije
potvrdena u PV i PMF. Mi smo utvrdili da se HTA izdvojila kao nezavisni faktor rizika
u celoj grupi bolesnika sa P'MPN u univarijantnom COX regresion modelu. Rezultati
multivarijantne COX regresione analizesu pokazali da je interakcija izmedu nivoa Mo-
Tr agregata i HTA aditivna. To znaci da ukoliko bolesnik sa Pn"MPN ima i HTA kao
komorbiditet, svako povecanje nivoa Mo-Tr agregataza jednu SD ¢e povecati rizik za

trombozu 1.975 puta.

Arterijska hipertenzija predstavlja jedan od konvencionalnih faktora rizika za
aterosklerozu. Dobro je poznato da ateroskleroza predstavlja zajedniCku patolosku
osnovu za klinicku manifestaciju HTA, naroCito u starijem Zivotnom dobu.
Ateroskleroza predstavlja stanje sa aktiviranom koagulacijom i inflamacijom, u kom su
takode potvrdeni poveéani nivoi Le-Tr agregata u cirkulaciji (Catellier DJ i sar, 2008.).
Imajuéi u vidu prosecnu starost bolesnika u naSoj studiji, ateroskleroza je ocekivan
patoloski supstrat za HTA, koja dodatno povecava sklonost ka trombozi kod bolesnika
sa Ph"MPN.

Iako je prose¢an nivo solubilnog P-selektina u nasoj grupi bolesnika sa Ph"MPN

I trombozom bio znacajno veci u poredenju sa grupom bolesnika koja nije imala novih
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tromboza, prediktivna vrednost ovog parametra za trombozu nije potvrdena u

multivarijantnom COX proporcionalnom hazard regresionom modelu.

Aktivacioni status leukocita i trombocita se menja u funkciji vremena i mnoge
okolnosti uti¢u na njega (hrana, sportski treninzi, konzumiranje duvana, emotivni stres,
inflamatorne bolesti, terapija). U cilju vece reproducibilnosti dobijenih rezultata, mi smo
odabrali strategiju prospektivnog istrazivanja, tokom kojeg je uticaj perifernih faktora
sveden na minimum. Pa ipak, u nasoj studiji bila su prisutna i neka ograni¢enja. Broj
ukljucenih bolesnika, kao 1 broj vaskularnih dogadaja u periodu pracenja su bili
relativno mali, Sto je umanjilo snagu finalne statisticke analize. 1z tog razloga,
diskriminatorni zna¢aj Mo-Tr agregatau prepoznavanju bolesnika koji su u pove¢anom
riziku za dobijanje trombozaposle postavljanja dijagnoze Ph'MPN, treba oprezno
tumaciti. Pa ipak, naSa namera nije bila da kreiramo novi prediktivni model za
trombozu, zasnovan na merenjima nivoa biomarkera leukocitne i trombocitne aktivacije,
ve¢ pre svega da utvrdimo da li Le-Tr agregatiisolubilni selektini uopSte imaju
prediktivnu snagu. Sasvim je jasno da sa prakti¢ne tacke gledista poseban znacaj ima
prepoznavanje bolesnika svrstanih u niskorizicnu kategoriju na osnovu procene
standardnih faktora rizika, koji ¢e tokom bolesti ipak dobiti trombozu. Nazalost, mi
nismo bili u moguénosti da u nasoj studiji sprovedemo subanalizu Le-Tr agregata i
selektina u grupama niskorizi¢nih i visokorizi¢nih bolesnika, jer je broj vaskularnih

dogadaja u svakoj od ovih grupa bio mali.

Ovo je prva studija u kojoj su markeri aktiviranih leukocita i trombocita
prospektivno istrazivani kao potencijalni faktori rizika za trombozu. Sasvim je jasno da
je izabrana strategija optimalna za nalazenje faktora koji mogu pomo¢i u identifikovanju
bolesnika sa Ph"MPN, koji su pod povecanim rizikom za razvoj tromboza. Nasi rezultati
ukazuju na to da uprkos terapiji prilagodenoj stepenu rizika, znaajan procenat
bolesnika sa Ph"MPN dobija velike, ili fatalne tromoembolijske komplikacije posle
dijagnoze mijeloproliferacije. Iako je nasa studija ukljucila relativno mali broj bolesnika
I period pracenja nije bio dovoljno dugacak da bi se evidentirale sve tromboembolijske
komplikacije, najsenzitivniji faktori rizika za trombozu su se ipak pokazali. NaSi
rezultati su selektovali Mo-Tr agregate kao nezavistan, ali slab faktor rizika za

trombozu. Konkomitantno prisustvo HTA naknadno uévrs$éuje prediktivnu ulogu Mo-Tr
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agregata. Znajuci da je smanjenje rizika za trombozu primarni cilj terapije u Ph"MPN,
specijalnu paznju bi trebalo obratiti na leCenje HTA. S obzirom na na$ nalaz da
povecéanje bazalnog nivoa Mo-Tr agregata predstavlja nezavistan prediktor za trombozu
u Ph'MPN, ova analiza bi mogla biti zna¢ajna u monitoringu bolesnika za pojavu

tromboze.

Cilj naSeg istrazivanja nije bio stvaranje novog prediktivnhog modela, nego
procenjivanje da li bi neki od ispitivanih faktora mogli da budu kandidati za dopunu ve¢
postojeceg prediktivnog modela. Pre nego $to bi se odredivanje nivoa cirkulisu¢ih Mo-
Tr agregata moglo predloziti kao prognosticki test za stratifikaciju bolesnika sa Ph"MPN
u razliite rizi¢ne grupe, ovaj bioloski marker bi trebalo testirati u kombinaciji sa
potvrdenim faktorima rizika u okviru studija na mnogo veéem broju bolesnika. Postoji
moguénost da ¢e se ukljuCenjem veceg broja bolesnika u ova istrazivanja, kao i
produzenjem perioda pra¢enja u okviru ovog test modela detektovati i neki drugi faktori

rizika za trombozu.
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Ovo je prva studija u kojoj su markeri aktiviranih leukocita i trombocita
prospektivno ispitivani kao potencijalni faktori rizika za trombozu kod bolesnika sa Ph-
MPN.

Najvazniji zakljucci ove studije su:

1. Uprkos terapiji prilagodenoj stepenu rizika, znacajan procenat bolesnika sa Ph’
MPN dobija tromoembolijske komplikacije u toku trajanja bolesti nakon $to

dijagnoza mijeloproliferacije bude postavljena.

2. Vrednosti leukocitno-trombocitnih agregata (Neu-Tr i Mo-Tr) u krvi su

povecéane u svim podtipovima Ph"MPN u odnosu na fizioloske vrednosti.

3. Nivoi solubilnih selektina (E-, L- i P-) su povecani u svim podtipovima Ph"MPN

u odnosu na fizioloSke vrednosti.

4. Primena citoreduktivne i antiagregatorne terapije redukuje nivoe leukocitno-
trombocitnih agregata, kao i nivoe solubilnih selektina na fizioloSke vrednosti.

5. U prospektivnom ispitivanju Mo-Tr agregati su se pokazali kao nezavistan

prediktor za pojavu tromboembolijskih komplikacija u Ph"MPN.

6. Konkomitantno prisustvo HTA naknadno ucvrS¢uje prediktivnu ulogu Mo-Tr

agregata za pojavu tromboze u Ph"MPN.

7. lako su u krvi bolesnika nadene povecane vrednosti markera aktiviranja
koagulacionog sistema (F1+2 i D-dimera) oni nisu imali prediktivnu vrednost za

pojavu tromboze.

8. Prediktivnu vrednost u prospektivnoj studiji nisu imale ni mutacije JAK-2,
TET2, MPL i CALR.

9. Znaju¢i da je smanjenje rizika za trombozu primarni cilj terapije u Ph"lMPN,
posebnu paznju bi trebalo obratiti na leCenje HTA s obzirom na njenu adiktivnu

ulogu uz povisene vrednsoti Mo-Tr agregata.
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