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AHaiu3a ekcrnpecuje ¢paxropa undgaamanuje S100A4, S100A8/9, S100A12
y MujeonpoiaudepaTiBHUM HeoIJIa3MaMa: Be3a ca NMPHUCYCTBOM MYyTaluje y
JAK?2 reny

Pe3ume

MujenonponudeparuBae Heorwazme (MITH) cianajy y rpymmy Maauraux o00JbeHba KpBH, 3a
KOj€ je KapaKTEepUCTHYHA KIIOHAJIHA eKCIIaH3H]ja HEOIIACTUYHO TPAaHC(HOPMHUCAHUX XEMAaTOOCTCKUX
MIPOTEHUTOPA MUjeNIONIHE J103€ y KOCTHO] cpxku. Y MIIH y yxkem cMuciy criaiajy mojMiuTeMuja
Bepa (IIB), ecenumjasina TtpomOomutemuja (ET) m mpumapna mumjenopudpoza (IIMD). Kon
nanujenata ca MITH ocnoBHu nopemehaj npeacrasiba myranuja JAK2V617F, koja je mokperauka
Mytanyja y Buie o 95% mnauujenara ca [1B u 50-60% mnauujenara ca ET u [IM®. JAK2V617F
MyTaI¥ja BOJM KOHCTUTYTHBHOj aktuBauju JAK2 kunase u pacty henuja He3aBHCHOM O] IIATOKWHA.
Kao nocnenuna, aktuBupanu cy nucxonnu curHanuu mytesu (JAK2/STAT3, PI3K-AKT, MAPK),
KOjU Cy YKJbY4YeHH Yy Mujenonponudepanujy. IIpucycrBo JAK2V617F wmyranuje kogq MIIH y
XEeMaToNnoeTckuM henujamMa Mema aKTUBHOCT CUTHAIIHUX ITyTE€Ba 3HAYajHUX 3a MH(IaMaiujy, nmpu
yeMy J10J1a3u JI0 TPOMEHE HACTajamha PEaKTHMBHHUX BpPCTa KHCEOHHMKA KOJ HEyTpodumia, IpoMeHe
HUBOA MH(IAMAaTOPHUX LUTOKWHA Y CEPyMy M M3MEHCHE PEaKTUBHOCTH HAa OBE LUTOKMHE. [ aBHa
OJUTMKA XpOHWYHE HH(IaMaIyje jecTe BUCOK HUBO IIMTOKMHA W XEMOKHHA Yy IHUPKYJAIHjH, Ka0 H
HaroMWJIaBambe PEAKTUBHUX KUCCOHMYHHX BPCTA, LITO TOBOJMU JI0 TCHETHYKE HECTAOMITHOCTH U MOXKE
OWTH TOTO/IHO 32 HACTaHAK U mporpecHjy Heorutazmu. Kon manujenara ca MITH yodeno je 3HagajHO
noBehamwe OpojHUX Meauwjatopa HH(IaMainuje, Mely KojuMa je W Tpyna KalluujyM Be3yjyhux
nporenHa, moa HazuBoM S 100 mpoTerHn. 300T CBOT TYMOPHUTEHOT ¥ MPOUH(IAMATOPHOT JICTIOBamka,
nporenHn S100 ¢amunmje Koju MOTEHLMjaTHO MMajy HajBehu edexaT Ha HacTaHaK U Pa3Boj
MmujenonponudeparuBHux Heorazmu cy S100A4, S100A8, S100A9 u S100A 12, jep je y HEKOIHMKO
CTyJMja MOKa3aH HUXOB MoBUIleH HUBO Kog MITH.

[use ucTpakuBama OBE AMCEpTalMje OWIIO j€ MCHUTHBAKE I'€HCKE €KCIpecuje U HHUBOA
S100A4, S100A8, S100A9 u S100A12 dakropa xox MIIH nammjenara, ucnuTuBame yTUIaja
npouHpaamaropHor uutokuHa IL-6, antunngpnaamaropaor uutokuna IL-10, kao u JAK nnxuburopa
Ha HMBOE OBUX IpoTenHa Ha Mojeny xymane HEL 92.1.7 henujcke nunuje ca JAK2 myTtaiujom, Kao
Y UCTIUTUBAKkE CUTHATHUX MexaHu3ama mmyteM kojux [L-6 u IL-10 ocTBapyjy cBoje edekre Ha henuje
nepugepHe kpu nanujerara ca MITH u mogeny xymane HEL 92.1.7. henujcke nunuje.

Pesynrtatu oBe cryamje cy mokazanu na ¢aktopu uHdIamalyje nokasyjy nosehame HUBOA,
Koje 3aBucu ojn mnpucyctBa JAKZ2V617F myrammje kon mnojequHayHuX mpoTenHa. HaseneHo
noBehame HUBOA (akTropa uH(Iamaimje ykasyje na koa odosnenux on MIIH moctoju xponuyna
uHpnamanuja. TpeTMan XUIPOKCHYpEOM U KOMOMHALMjOM XUIpoKcuypee u crneuupuynor JAK2
WHXUOUTOpa cMamyje HuBoe dakrtopa uadnamaruje y HEL 92.1.7 henujckoj muHUjU, MTO yKa3zyje
na ce ucniutuBanu S100 mporennu excnpumupajy Ha JAK2-3aBucTan HaYMH.

[Mpoundnamaropan nutokuH IL-6 cMamuBao je HuBoe S100 mpoTenHa y MOHOHYKIIeapuMa
nanujeHata ca MIIH, a oBo cmamemwe kox MIIH nocpenoBano je NF-xB u PISK curnamaum
nyreBuMa. AHTuuHGamatopan nutokuH |L-10 Takohe je cmammBao HmBoe S100 mportenHa,
nororoBo S100A8 u S100A9 xon nanmjenata ca ET, amu mocpenoBano PISK-AKT curnamaum
nytem. Y IL-6 / IL-10 mocpenoBanoj perynaruju aHuBoa S100 nporenna kox MITH nomunupajy NF-
kB u PI3K curnanuu nyresu, 10k je aktuanuja JAK-STAT curnaiHor myra KOHCTUTYTHBHA.

KJbYYHE PEYU: mujenonponudepatuBHe HEOTUIa3Me, XpoHnyHa naguramanuja, S100, IL-
6, IL-10, JAK-STAT, NF-«B, PI3K-AKT
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Expression analysis of inflamation factors S100A4, S100A8/9, S100A12 in
myeloproliferative neoplasms: a connection with the presence of mutation in the
JAK2 gene

Abstract

Myeloproliferative neoplasms (MPNs) belong to the group of malignant diseases of the blood,
characterized by a clonal expansion of neoplastically transformed hematopoietic progenitors of the
myeloid lineage in the bone marrow. MPN in the narrow sense includes polycythemia vera (PV),
essential thrombocythemia (ET) and primary myelofibrosis (PMF). In patients with MPN, the
underlying disorder is the JAK2V617F mutation, which is a driving mutation in more than 95% of
patients with PV and 50-60% of patients with ET and PMF. The JAK2V617F mutation leads to
constitutive activation of JAK2 kinase and cytokine-independent cell growth. As a consequence,
downstream signaling pathways (JAK2 / STATS3, PI3K-AKT, MAPK), which are involved in
myeloproliferation, are activated. The presence of the JAK2VV617F mutation in MPN in hematopoietic
cells alters the activity of inflammatory signaling pathways, altering the production of reactive
oxygen species in neutrophils, altering serum inflammatory cytokine levels, and altering reactivity to
these cytokines. The main feature of chronic inflammation is the high level of circulating cytokines
and chemokines, as well as the accumulation of reactive oxygen species, which leads to genetic
instability and may be suitable for the formation and progression of neoplasms. In patients with MPN,
a significant increase in many inflammatory mediators has been observed, including a group of
calcium-binding proteins, called S100 proteins. Due to their tumorigenic and pro-inflammatory
activity, the S100 family of proteins that potentially have the greatest effect on the formation and
development of myeloproliferative neoplasms are S100A4, S100A8, S100A9 and S100A12, as
several studies have shown their elevated levels in MPN.

The aim of this dissertation was to investigate the gene expression and levels of S100A4,
S100A8, S100A9 and S100A12 factors in MPN patients, study the effect of pro-inflammatory
cytokine IL-6, anti-inflammatory cytokine IL-10, as well as JAK inhibitors on the levels of these
proteins on human HEL 92.1.7 model cell line with a JAK2 mutation, as well as an examination of
the signaling mechanisms by which IL-6 and IL-10 exert their effects on peripheral blood cells of
patients with MPN and the human HEL 92.1.7 model. cell line.

The results of this study showed that inflammation factors show an increase in levels, which
is dependent on the presence of the JAK2V617F mutation in individual proteins. This increase in the
level of inflammatory factors indicates that patients with MPN have chronic inflammation. Treatment
with hydroxyurea and a combination of hydroxyurea and a specific JAK2 inhibitor decreases the
levels of inflammatory factor in the HEL 92.1.7 cell line, indicating that the S100 proteins examined
are expressed in a JAK2-dependent manner.

The pro-inflammatory cytokine IL-6 decreased S100 protein levels in mononuclear cells of
patients with MPN, and this decrease in MPN was mediated by NF-xB and PI3K signaling pathways.
The anti-inflammatory cytokine IL-10 also reduced S100 protein levels, especially S100A8 and
S100A9 in patients with ET, but mediated by the PI3K-AKT signaling pathway. IL-6 / IL-10-
mediated regulation of S100 protein levels by MPNs is dominated by NF-kB and PI3K signaling
pathways, whereas activation of the JAK-STAT signaling pathway is constitutive.

KEY WORDS: myeloproliferative neoplasms, chronic inflammation, S100, IL-6, IL-10,
JAK-STAT, NF-xB, PI3K-AKT
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1. YBOJ

1.1. MujenonpoangepaTtuBHe Heomaazme

MujenonponudeparuBae Heorwazme (MITH) cianajy y rpymmy Maauraux o00JbeHba KpBH, 3a
KOj€ je KapaKTEepUCTHYHA KIIOHATHA EKCIIaH3H]ja HEOIJIACTUYHO TPAaHC(HOPMHUCAHUX XEMATOIOSTCKUX
MPOTEHUTOPA MHjEIIONIHE JI03€ Y KOCTHOj cpxku. OBuUM OojiecTMMa NPUAPYKEHA je M TeHOMCKa
HecTaOmIIHOCT, mopemeheHa perynanyja CHUTHAJIHUX ITyTeBa M ToBehaHa MpoJyKlWja Mapkepa
unduamarrje (Lussana i Rambaldi, 2017). ITopen Tora, BakHa KapaKTEpPUCTHKA OBUX OOJICCTH jecTe
u moBehaHa oceTJpUBOCT Ha (hakToOpe pacrta, MTO JOBOAM 10 HoBehama Opoja nudepeHnupanux
henuja mujenougHe 103€ (EPUTPOLIMTH, TPAHYIOLUTH, TPOMOOIIUTH) Y niepudepHOj KPBU.

[Mpema knacudpukammju Csercke 3apaBctBeHe Opranmszanuje (enr. World Health
Organization, WHO) wu3 2016. romute, y wmujenonpoirdepatiBae OONECTH craaa ceaam
nojkareropuja: ,,dunanenduja“ xpomosom HeratubHa (Ph”) momuuremuja Bepa (enr. polycythemia
vera, IIB), ecennujaana tpomborutemuja (enr. essential thrombocythemia, ET) u npumaphna
mujenopudposa (enr. primary myelofibrosis, [IM®), kao u ,,®unagenduja“ XpoMo30M MO3UTUBHA
(Ph™) xponununa mwujenouana neykemuja (enr. chronic myeloid leukemia, XMJI), xponuuna
HeyTpodriHA JIeyKeMHja, XpOHHUYHA €03MHO(DMITHA JIeyKeMuja u HekinacudukoBane MITH Gosectu
(Barbui u cap., 2017). Ha3uB 3a oBe Oosectu npBu myt je 1951. roguue ynotpedbuo William
Dameshek, na Ou omucao rpymy on detupu Oosiectd, y koje je cepcrao [1B, ET, [IM® u XMJI
(Dameshek, 1951). bynyhu na je XMJI okapaktepucana npucyctsoM ¢y3uoHor mporerna BCR-
ABL, xoju je mocnemauma Tpanciokamuje, (,,Ounanenduja® xpomoszom), mnpeocTtayie 0OoJecTH
KJacu(UKyjy ce Kao MujenonpoiardepaTuBHe OONECTH Y Y)KEM CMUCITY.

JemHa o7 OCHOBHHUX KapakTepHCTHKa MHJEIONpOIU(PEpaTuBHUX  OOJECTH  jecTe
XHUIIEPCEH3UTUBHOCT HEOIUIAaCTMYHO TpaHchopmucanux hemuja Ha Behu O6poj daxTtopa pacra. OBo
3anakame yKas3yje Jia je 3a HacTaHak 00JiecTH OJIr0BOpaH nmopemehaj Ha HUBOY CUTHAIIM3AIH]€ TIPEKO
Beher Opoja peuentopa 3a pakrope pacra (Baxter u cap., 2005). Kox namujenara ca I1B noka3zaso je
71a KOJIOHUje EpUTPOUIHUX MTPOTSHUTOPA PACcTy U 0e3 mpucycTBa eputponoerura (Prchal u Axelrad,
1974), ka0 W 1a Cy W CPUTPOMIHH M MHJCIOMIHM TPOrCHUTOPU KOJ OBHMX MAallMjeHaTa
XHMIIEPCEH3UTUBHHU Ha HEKOIHMKO (akTopa pacta (ROder u cap., 2001), mito je KacHHje TTOKAa3aHO U
ko ocoba obonenux ox ET u [IM® (Baxter u cap., 2005). dakropu Koju cy 071 3Ha4aja 3a HaBeCHE
npoiiece npoaudepaije 00yxBatTajy nopes epurpornoetiHa u tpombonoernn (Kawasaki u cap.,
2001), untepneykuH 3, dakTop cTHMy’anuje KoJloHHWja rpanynomura, (eHr. Granulocyte colony-
stimulating factor, G-CSF), dakTtop crumynaiuje KOJOHHja TpaHyJIOIUMTa W Makpodara (€Hr.
Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor, GM-CSF) u uncynuny cinudan akrtop pacra
1 (enr. Insulin-like Growth Factor 1, IGF-1) (Kota u cap., 2008).

Knacugukanuja Ph™ MITH 3acHuBa ce Ha kputepujymy henmjcke nuHHUje (TpaHYIIOIMTHA,
epUTPUOJHA WJIM MErakapHoLMTHA) Koja je Haj3acTyllJbeHHja Kao rmocieauia nosehane
nponudepanuje. [lopex Tora, ox BeIUKOr 3Hayaja je U yTBphUBame creneHa puodpo3e KOCTHE CPiKH,
Ka0 W OCTalM KJIMHWYKH, JTa0OpaTOPHUjCKH W MOJIEKYJIApHO TEHETWYKH IapaMeTpu. Pesynrar
nojayane mnpoiudepanuje hemmja cy JeyKoLMTO3a, €PUTPOLUTO3a WM TPOMOOIUTO3a, IOK Ce
XEMaTOCIUICHOMETalIMja jaBjba Kao TOCJIEIWIIa CEKBECTpallfje BHUIIKAa henwja, eKCTpamemysapHe
XeMaTornoe3e Wik HHPUITpaluje HeoltacTHaHo Tpanchopmucanux henuja (Shier u George, 2014).
be3 003upa Ha TO mITO MOYETaK HEperynucaHe mpoiudepalyje Moke OUTH MHHUIMjATHO CIIOp U
HEYOUJbUB, CBU OBH KJIOHAIHU MopeMehaju MaTnyHuX henuja umajy moTeHIujall 3a Aajby €BOIYLH]Y.
To ce manudecryje kao nocreneHo nosehame crenena ¢pudpose a0 Mujenohudpo3e Kao Kpajmer
cragujyma, win kao nosehame O6poja Oxact henuja, kpo3 yop3any ¢azy (10-19% 6nact henuja) 1o
akytHe neykemuje (Baxter u cap., 2005; lurlo u cap., 2019).



MIIH ce yOpajajy y peTke 6osectH, ca rogunimom uHmaeHom ox 0,38-1,7/100.000 3a ET,
0,4-2,8/100.000 3a I1B u 0,1-1/100.000 3a [IM® y eBporckoj nonynanuju (Moulard u cap., 2012).
Hajehu pusuk 3a mojaBy MITH umajy ocobe o 50 1o 60 roguna crapocT, Mel)yTUM MOTY C€ jJaBUTH
u panmje TokoMm xkuBoTa (Bellanné-Chantelot, 2006). IpexusspaBame ocoba ca ET ciuuno je
HOpMaJIHOj TtonyJanuju, ko [1B je HemTo ckpaheHo ycnen TeKUX KOMIUTHKAIM]ja, TOK je MMPoceYHa
IyXKHHA TpexHuBJbaBama koa [IM® no 5 roguna (Passamonti u cap., 2004; Hoffman u Rondelli,
2007). I'naBHe KOMIUTMKAIIMje KOje Ce MOI'y jaBUTH Ko mnammjenata ca MITH jecy mojaBa BeHCKe
TpoM0OoO3e, 4ecTo Ha HeyoOuyajeHMM MecTtuMa (YKJbydyjyhu U TpoMOO3y CIUTAaHXHYHE BEHE),
apTepujcke TpoM0o03e, CKJIOHOCT Ka KpBapewy, Kao M €BOJylHja y MHjeIopuOpo3y (MOroTroBo
narujenty ca [1B u ET) u tpancdopmucame y akytHy neykemujy (Arachchillage u Laffan, 2019).
ITocroje u popme dpamunujapue MITH (Bellanné-Chantelot, 2006).

1.1.1. lomuuuTeMuja Bepa

1B je xionamau nopemehaj Koju HacTaje y MyJATHIIOTEHTHUM XeMaTOIIOeTCKUM henujama u
KO/l KOTa ce jaBJba aKyMmyJialuja MOp(OJIOLUIKH HOPMATHUMX €PUTPOLIUTA, JICYKOIUTa, TpoMOoIHUTa
U BUXOBUX Iporenuropa. bynyhu na noraha MmyntunoreHTHe XemMaTonoeTcke nporeHTopeke henuje,
OCHOBHa Kapaktepuctuka [IB je TpuinmHMjcka xurepruiasuja xemaronoerckux hemuja (Spivak,
2002). IMopexn Tora, 3a 1B je KapakTepUCTHYHO CHUKCH-¢ HHBOA alloNTO3¢ W Ipena3ak u3 (ase
npoiudepanuje y ¢asy tpanchopmamuje y AMJIL. KoctHa cpk mokasyje XUIEpUETyIapHOCT, a
3amaxka ce M nosehame yKyIlHe 3alpeMHHe KpBHU, Kao U ciuieHomeranuja. [Ipsu nyT je onucaHa ox
crpaHe ¢paniryckor jsekapa Louis Henri Vaquez-a 1892. roause, KoJ MaiujeHTa ca XpOHHYHOM
[[1jaHO30M, MAalMUTalMjaMa, BPTOIJIaBUIIOM M mpompeHuM BeHama (Means, 2014). MuuuaeHna
nojase [1B y paznmuutim crynujama y oksupy EBponcke yauje kpehe oe ox 0,4 mo 2,8 va 100.000,
IIPU YeMy je OHOC MYIIKUX M )KeHCKUX nanujeHara 1,2 no 2,2. Kox miahux nanujenara JoOMuHUpajy
ocobe mymikor mona (Berglund u Zettervall, 1992; Ania u cap., 1994; Policitemia GIS, 1995).
Hajuemthe noraha crapujy nomynanujy, ca MakCHMyMOM HHIMJIEHIIE OKO 60 roAMHa )KUBOTa, Masia
ce MoXke jaBuTH U panuje (40 ronuHa uiam Mame), kao 1 kacHuje (oko 80 roguna) (Zhao u cap., 2005;
Means, 2014)

OcHOBHE KapakTepuCTHKe JabopaTopujckor Hamaza koxa I[IB jecy BHCOKM HHBOH
xemornobuna, (180-240 g/L), xkao u Benuku Opoj MOpGOJOMIKA HOpMaTHUX epurpormta (7-
15-10'%/L), y3 BpeanocTn xematokputa ox 0.55 mmu Bume (Means, 2014).

Knunnuka ciauka [1B moapa3zymeBa KOMIUIMKaLKje€ MHIYKOBaHE MOJIMIIUTEMH]OM, Kao IITO CY
XUTIEPBUCKO3HOCT, TpoMO03a 1 nmoBehame 3anpemune kpBu. OcTalie 3HauajHe KOMIUTUKAIIH]E KOje Ce
jaBjajy KacHHUje y TOKYy O0JIECTH jecy pa3BOj MUjeJIONIHE MeTaria3uje ca Mujeaohuopo3oM 1 akyTHa
neykemuja (Means, 2014), mpu yemy ce Tpanchopmanmja y mujernoduodposy jaBma y oko 30%
ciydajeBa (Rumi u cap., 2006), a y AMJI y 4-8% cnyuajeBa (Landgren u cap., 2008). ITopen
Mujenodudpose, jaBjba ce M MPOTPECUBHO CMAKEHE BEKa €PUTPOLIUTA M CMamkbEHa €pUTPOIoe3a
(Hoffman u Wasserman, 1979).IIpema HOBHjUM cTyaujama, IpOceyHa JTy>KWHA MPEKNUBIbAaBAba KO
I1B u3nocu oxo 14 roguna (Tefferi u Barbui, 2016).

1.1.2. Ecenumjanna TpoMOonuTemMuja

Ayctpujcku natono3un Emil Epstein u Alfred Goedel omucamu cy 1934. rogune ET,kao
3BaHWYHO mocneamy kiaacuany MITH (Epstein u cap., 1934). Ona npexncraBspa npoaudeparuBHA
nopemehaj 3a koju je kapakrepuctudaH nosehan O6poj TpomOouuTa y nepudepHoj KpBH, OOUIHO
npeko 1000-10%L (Shier m George, 2014) IIpema kmacuduxamuju WHO u3 2016, gerupu
KpUTEpHUjyMa ce KOPHCTe 3a TocTaBibame aujarnose ET, a To cy 6poj TpomGonura >45010%/L koju
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ce oJlp)kKaBa y MY)KEM BPEMEHCKOM IEepHOaY, Haja3 MErakapuoiuTHe mpoiudeparuje y KOCTHO]
cpxu, ca yBehanum 3penum MerakapuorutTuMa u 0e3 3HauajHOr moBehama WM W3MEHE
rpaHyJionoe3e WM EpUTporioe3e, HCKbydnBame octanmux MIIH u MonekynapHO TEeHETHYKH
kpurepujymu (Barbui u cap., 2017).

ET ce Moxe pa3mMarpart Kao KJIOHAIHA M Kao peakThBHA Oosect. [lanujeHTn ca peakTHBHOM
ET mory o0yxBaTatu oHe ca aOHOPMAJIHOCTHMA I'eHa 3a TPOMOOIIOETHH U UMajy CMambeH PU3UK O]1
Hacranka TpomOo3e (Tefferi u Barbui, 2016). JaBpa ce Hajuenthe xkox ocoba crapoctu mpeko 50
roAnHa, Mel)yTuM MoXKe ce jaBUTH M 3HATHO paHHje, ajdu M KacHHWje. OJHOC MYIIKUX M JKEHCKHX
obonenenx je 2:1 (Briere, 2007)

[Topen xmonamHe TpombOoiuTo3e, oapehern Opoj mamujeHara ca ET moxe umatm Onary
CIUICHOMETAJIH]y, JICYKOIIMTO3y, MHKDPOBACKYJIApHE CHUMIITOME, TPOMOOTHYKE M XEMOparujcke
KOMIUIMKAIMje U noBehaHu pusMK o JeykeMHujcke Tpancopmaiuje u mporpecuje y Gpubdposy
(Tefteri u cap., 2018). Koxg oko 4-8% mnanujeHara gonas3u 10 JeyKeMHjcKe TpaHchopMmaliije, 10K ce
bubpoTHYHA TpaHCPOopMaIlHja jaBJba KOJI OKO ce jaBiba KoJ 3-15% nanujenara (Cerquozzi u Tefferi,
2015). IIpoceuna ny>kuHa npexkrBibaBama Koa ET nuznocu oxo 20 roauna, npu 4eMy Hajuenrhu y3pox
CMpTH jecTe Jeykemujcka Tpanchopmaruja. Tepamuja He yTHue Ha CIpeyaBambe JICYKEMH)CKE
Tpancopmanje wiu QGuOpornyHe mnpomeHe, Beh nemyje Ha cHpedaBambe TPOMOOTHUYHUX
KOMJIMKaIlFja, MOTOTOBO KOJI MarujeHaTa ca BucokuM pusukom (Tefferi u cap., 2018).

1.1.3. IIpumapua mujesiopudposa

Mujenodubposa npeacraBiba HajTexku obnuk MIIH, kox koje ce QyHKIMOHAIHO TKHUBO
KOCTHE CP>KH 3aMemyje (prOpo3HUM TKMBOM, KOje He MpoayKyje kpBHe henuje. [IpBu nyT je onucana
1897. romune, on crpaHe Hemaykor Jiekapa Gustav Heuck-a, kpo3 aBa ciydaja jeykemuje ca
HeyoOWuajeHuM Hasla3oM y nepudepHoj kpBu u koctHoj cpxku (Heuck, 1879). Mehynapoana rpyna
3a UCTpakuBame U TpeTMaH mujenopudpose (eHr. International Working Group for Myelofibrosis
Research and Treatment, IWG-MRT) nedunucana je mujenodpuopo3y kao npuMapHy, Koja je HacTaa
de novo u kao cekynaapny, moct-IIB umu noct-ET mujenopudposy. Ilopen tora, mamujeHTn ca
TpaHcQopMaIljoM y aKyTHY JeyKeMH]y o3HauaBajy ce kao [IM® y 6nact da3u niam noct-I11B nnu
ET M® y 6nact das3u (Mesa u cap., 2007).

[IM® ce jaBspa mocie HaCTaHKA CTEUCHHUX MyTalldja y MaTUYHUM henrjama XxemaToroese.
Kao pesynarar Tora, xemaromoesa Iocraje HeeukacHa, a 4ecTo ce youaBa M mnponudepanuja
TUCPYHKIMOHATHUX MerakapuouuTta. OcHoBHe kapaktepuctuke [IM® cy ¢pubdpo3a KocTHE cpxu
npaheHa JEMOHOBAaKkEM PETHUKYIIMHA M KOJareHa, HeepukacHa ekcTpameayliapHa XeMaToroesa U
JeperyiaucaHa NOpoAykKuMja IuToknHa. Kao mnocneamma sydewma OpojHHX NpoPUOpOreHux,
MH(IaMaTOPHUX U AaHTHOT'€HUX ITUTOKMHA, jaBJba Ce MOJUKIOHCKA (prOpo3a KOCTHE CPKH, IITO BOAU
HACTaHKY MPOrPECUBHE CIUICHOMETANIMje, a Y HEeKUM ciydajeBuMa U xernatomeranuje (Komrokji u
cap., 2014). I'maBHe KOMIUIMKALlMje YKJbYUyjy MOPTHY XHUIEPTEH3H]y WJIM HH(paApKTe CIe3uHe,
uToneHuje u nosehany BepoBaTHOhy TpaHchopmarmje y Omact dasy (Tefferi, 2000; Pardanani u
cap., 2011). Bonecr ce Hajuemhe yoyaBa Tek y KacHH]joj (a3u, Kaja Cy aHeMHrja U IUToneHuja Beh
npucytHe. [IpexuBibaBame mnarnujenara ca [IM® je 31% wuxe y omHocy Ha onarorapajyhy
MOTyJIAIH]Y, IPU YeMY je Ty>KHHa IPOCEUHOT MPEeXUBJbaBama 5 roJMHa, HaKo je 3a miale nanujeHre
moryhe ayxe npexussbaBame (Tefferi u cap., 2007). CmptHOCT je Hajuenrhe mocieauia napekimja,
Tpom003a, CpuaHUX KOMILTHKAIKja WK Jieykemujcke Tpanchopmanuje (Tefferi, 2008).



1.2. Moaexyaapuu mapkepu MITH

Hajsnauajuuje otkpuhe y matorene3su MIIH jecte otkpuhe JAK2V617F myranmje 2005.
roguHe, a0 kamga cy ce ocrane MIIH HasuBane ®Pumagendpuja XpoMo30M-HETaTHBHE
mujenonpoaudepaTrBae OonectH, 3a pasnmuky ox XMJI (Kralovics u cap., 2005). Monekynapau
mapkep XMJI je Ber-Abl ¢y3uja, koja ce nutorenTcku Buau kao dunanenduja XxpoMo30M, 0JJHOCHO
TpaHCJIOKaIMja JieNia Jy’Ker Kpaka XxpomMo3oMa 9 Ha ocTaTak IyKer Kpaka xpomoszoma 22, Tj.
t(9;22)(934;q11) (Levine u cap., 2005). ITopen JAK2V617F myramnuje, kon MITH yrBpheno je u
MIPHUCYCTBO APYruX MyTaija, kao mro cy MPL i CALR. V3 nasenene myranuje, kog MITH ce jaBibajy
Y pa3IMuUTe HUTOTCHETCKE aOHOPMAITHOCTH, YKIbY4yjyhu Tpuzomujy 9, tpuzomujy 8, nenenuje 20q
i 137. 3nauaj oBux Mapkepa 3a aujarHoctuky MITH HHje Beawku, aiu ykasyje Ha IMOTCHIIH]aHe
MapKepe yKJbydeHe y maTtoreHesy oBux Oosectu (Sever u cap., 2013).

Mytammje y JAK2, MPL, i CALR cmarpajy ce mokperaukuMm MyTanujama kiacuuaux BCR-
ABL1 neraruBaux MITH. [Topen nmpucycTBa OBUX MyTalidja, JMjarHOCTHKA C€ OCJIaha Ha CBAITyallH]y
XEeMaTOoJIONIKUX TapaMeTapa u ouorncujy kocthe cpsku (Schischlik u Kralovics, 2017).

JAK2V617F npencrasiba ,,gain-of-function* myrauujy y reny 3a Janyc kunasy 2. Taukacra
MyTaldja y er3ony 14 koja BoAM HM3MEHH jelHE aMUHOKHUceNluHe (BaluH y (eHWIaJaHUH) je
MOKpeTayka MyTanuja y Bumie on 95% namnujenara ca [IB u 50-60% mnanujenara ca ET u [IM®
(Kralovics u cap., 2005). ITopex Tora, y 2-5% nauujenata ca [IB nponalena je Mmyrauuja y er3ony
12 JAK? reHa, xoja noraha ocrarak K539 u xoja y Mumijum Moaenuma TpaHCIUIAHTaTa KOCTHE CPXKH
uHaykyje cnmyad MITH denorun kao u V617F (Scott u cap., 2007).

1.2.1. Myranuje y renuma koje yruuy Ha JAK-CTAT curtajuu myt

JAK?2 rewn neo je pamunuje JAK kuna3za, koja o0yxsara yernpu kunaze (JAKL, 2, 31 TYK2)
U HEKOBAJICHTHO je Be3aHa 3a IMTOKHHCKe perenTtope 3a Tpombonoerudn (TPO), eputponOeTuH
(EPO) u dakrop crumynanuje kononuja rpanynounuta (enr. granulocyte colony-stimulating factor,
GCSF) (Quintas-Cardama i sar.,2011)

[Tporennu JAK damunuje ykibyayjy detupu nomena: FERM, SH2, nceynokunasuu (JH2) u
tupo3uH kunasuu (JH1) nomen. JH1 u JH2 umajy xomosore cekBenie, anu JH2 nomMeH Hema KHHa3HY
aKTUBHOCT U (DyHKIMOHHUIIE Kao HeratuBHH perynarop JAK mporeunna (Saharinen u Silvennoinen,
2002). PemenTopu 3a IMTOKWHE AaKTHBHPAjy C€ BE3MBAWmEM JIMTaHA/Aa, a 3aTUM JO0Ja3H JI0
tpancpochopunanuje JAK mnporemna, mro npuBigaun STAT mporenHe koju 3aTUM OuBajy
dochopmmcann ox crtpane JAK. STAT nmuMepusyjy u npeMemTajy ce y HyKIeyc, TIe
(GYHKIMOHMITY Kao TPAHCKPUIIMOHM (AKTOPU KOJjU PETYIUIly eKCIPecH]y KJbYYHUX TeHa
VKJbYYCHHX Yy Tpoiudepannjy, nudepeHnujanmjy wim npexusibaBame. JAK2VO617F myrammja
nouupana je Ha JH2 nomeHny, mTo BoaAM KOHCTUTYTHBHO) aktuBaiuju JAK2 kunHasze u pacty henuja
HE3aBHCHOM O] IUTOKMHA. Koekcnpecuja MUTOKUHCKUX perentopa, kao mto cy EPOR, TPOR/MPL
wm GCSFR, HeomnxoaHa je 3a MHAYKIH]Y TpaHcOpMalyje U aKTHBALM]y HU3BOJHUX MPOTEHHA
(Schischlik u Kralovics, 2017).

1.3. Uudaamanuja

VIMyHUTET je CII0KEH Mpolec KOjU ce pa3BHO y 00pOU MPOTUB 3apa3HUX MUKPOOPraHU3aMa U
y HOPMAJTHUM j€ OKOJIHOCTHMA CTPOTO KOHTPOJIUCAH. /[Be TiaBHe KOMITOHEHTE MMYHCKOT OATOBOpa
Cy ypoheHu oaroBop, AM3ajHUPaH TaKo Ja ce 0qMax MOOMJIMIIIE 32 YKJIamkamke OMIT0 KakBe HH(pEKInje
(Kumar u cap., 2011), u aganTHBHH UMYHHUTET, YHja je KapaKTEPUCTHKA TPOM3BO/IHA aHTHTENA, 1A
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je moTpeOHO ayKe BpeMe HHHIMpama, and je crenuduuHo 3a cBaku maroreH (Boehm, 2011).
YpoheHn UMyHHUTET YKIbydyje MIPETEHKHO HEYTpOoduiIe, MOHOIIUTE U Makpodare, Maja cy Makpodaru
Takol)e BaKHH y IMOKPETay aJalTHBHOT MyHoIomKor cucrema (Kumar u cap., 2011). AgantuBHu
MMYHCKHU cUCTeM mocpenoBaH je T u b numdonuTuMa u pe3ynryje cTBapameM aHTHUTENa Koja Cy
cnennuyHa 3a nojeaune maroreae (Boehm, 2011).

WNudpnamanmja Hacraje Kao TOCIEAWIIA TMPHIMBA henMja MMYHCKOT CHUCTeMa ypoleHor
oJroBopa Ha 3axBaheHO MOJpyyje U KapaKTEPHIIIE j€ JIOKATU30BaHO OTHIIAKE, EPUTEM, OOJI M TOILIOTA
(Medzhitov, 2010). Hudmnamanuja mnpeacraBba A0 ypoheHe HMMYHOCTH M TIOCpEIOBaHA je
IpaHyJIOLMTHMA U YIIaJHUM IUTOKMHUMA Koje oBe hemuje ocinobahajy, a Koju mOMaxKy Yy KOHTPOJIH
nokaHOT omrehema Wi WHQEKIUje TKuBa. Y BehuWHU ciydajeBa ynana je JIOKaJu30BaHA Ha
noApy4jy omrehema, Mel)yrum, y MHOTUM nmopemMehajuMa ImocToju XpoHuuHa HHQIamaruja, Ko Koje
j€ UIMYHCKH cUCTeM KOHTHHYyaiaHo akTuBupan (Chen u cap., 2018).

1.3.1. Xpoununa unpaamanuja y MITH

[TpucyctBo JAK2V617F myranuje kon MITH y xemaronoerckum henujama Memba aKTUBHOCT
CUTHAJHMX ITyTe€Ba 3HAYajHUX 3a HWH(IaManujy, NpH uYeMmy JAoJa3d 10 NPOMEHEe HacTajama
peakTHBHUX BpcTa KuceoHuka koja Heyrpodwmita (Hurtado-Nedelec u cap., 2013), mpomeHne HuBOa
uH(pIaMaTOPHUX IIUTOKKHHA y cepymy (Pourcelot u cap., 2015) u u3MemeHe peakTUBHOCTH Ha OBE
urokune (Pradhan u cap., 2010). MiHTepecanTHA je Yn-CHUIIA Ja MAJTMTHH KJIOH HUjE jSIHHU H3BOD
unpnamaropaux nutoknHa. MITH henuje ytuuy Ha okonHe cTpomanHe henuje y KOCTHO] CpXKH U
CTUMYJIMIIYy WX Jla TPOW3BOJAE BHUIIE HWHPIAMATOPHUX [HUTOKWHA KOJH Jajy TPEeIHOCTH
npexuBibaBamba kioHny MIIH y nopehewy ca HopmannuMm henujama. OBO yKibydyje MPOU3BOIBY
dakTopa Hekpose Tymopa o (enr. Tumor necrosis factor, TNF), koju cMamyje npoaudepaTHBHY
aKTUBHOCT HOPMAJHMX XeMaTolnoeTckux henuja, amu omoryhaBa myrtupanum henmjama na
nponudepuiry y merosoM npucyctBy (Fleischman u cap., 2011). OBakBa xpoHnvHa HH(pIaAMAaIH]ja
nojipa3yMeBa KOMIUTHKAIIMjE y BUAY TpoMOo3e, kao u HanpenoBamwe MITH 1o AMIJI (Hasselbalch u
cap., 2012). YV npucyctBy XpoHHYHE HH(IaMaIldje, Y4ecTaloCcT KapahOBacKyJlIapHHX gorahaja
noBehaBa ce U y IpyruM CTamUMa, Kao IITo je peymaTouaHu aprputuc (Han u cap., 2006), npu yemy
ce W caMa KapAnoBacKy/apHa 6oject cmarpa uHdiamaropaom oosenthy engorena (Hansson, 2005).
XponnuHa wuH(piamanumja je kxox MIIH, mnopex mnpekomepHe peakTMBHOCTH TpoMOoLHTa,
XHUIMEPBUCKO3HOCTH 300T MOBUIIEHOT Opoja epUTPOLIUTA U JIEYKOLIMTA U U3MEHEHUX 0COOMHA KPBHUX
cynoBa, noceban mpobiem 3a mammjente (Landolfi u Di Gennaro, 2011). Y3 T0, XpOHHYHO
MH(}IAMATOPHO OKPYKEHEe J0BOAU A0 omTehema XeMaTONOeTCKUX MaTH4YHMX henuja, ynMe ce
JI0JIATHO CMambyje HBUXOB Opoj 1 Moke OuTH mokperad pa3Boja AMJI (Tam u cap., 2008).

I'maBHa ojMka XpoHWYHE HH(IamalMje jecTe BHUCOK HHUBO IMTOKMHA M XEMOKHHA Yy
LUPKYJIAUjU, KA0 ¥ HarOMIJIaBakhe PEaKTUBHUX KUCEOHHMYHHUX BPCTA, IITO JOBOAM O T'€HETHYKE
HEeCcTaOMITHOCTH M MOKe OMTH TOTOJTHO 3a HACTaHaK U mporpecujy Heorwtazmu (Lussana u Rambaldi,
2017). Kox nanmjenara ca MITH yodeHo je 3HauajHO noBehame OpojHUX MeaujaTopa HHQpIamManuje,
kao mro cy u uarepieykun 6 (IL-6), unrepneykun 8 (IL-8) u TNF-a (Luque u cap., 2019). TTopen
HaBeJIEHUX MeJIjaTopa, ca MH(IamMalrjoM je moBe3aHa U rpyrna KajllujyM Be3yjyhux npoTenHa, mnoj
HazuBoM S100 mporewmnn. OBU NPOTEHMHH Cy MOCIEABUX TOJMHA TOBE3aHH Ca Pa3IHUYUTHM
MaJIMTHUM Oosectuma, Mel)y kojuma cy u MITH. CtBapajy ce y 6pojuum henujama, meh)y kojuma cy
u henwje MujenouaHe J103€: MOHOIMTH, HEYTPOPMIN M aKTUBUPAHH Makpodaru, Tie YIeCTBYjy Y
nporecuMa akytHe u xpounune unduamanuje (Goyette J, Geczy, 2011).



1.4. S100 nporennn

Kammujym (Ca?") mpezncraiba jeJHOT 0f Haj3aCTYIUbEHHjHX APYTHX TIIACHHKA y hemujama.
YKJbYUEH je y peryianujy OpojHHX mpoIieca, 0] KOjUX Cy HeKM MUIITMNHA KOHTpaKIHja, ociobahame
HEYpPOTpaHCMHTEPA, pacT henrja, TpaHCKPHUIIIKja TeHa, aronTo3a u nadramaimja (Santamaria-Kisiel
u cap., 2006; Ishida u Vogel, 2013; Kaufmann u cap., 2019). 36or HaBeIeHHUX BaKHUX YJIOTa KOje
KaJIIMjyM MMa, HeroBa KOHIICHTpalHja, Koja ce y ¢usnonomkuM ycinopuma kpehe ox 100 nM y
CTalkby MHpOBama, 10 1 UM y TOKy akTHBHOI NpeHOca CUTHAJA, MOJ CTPOTOM j€ PeryiaiujoM
(Santamaria-Kisiel u cap., 2006).

VY henujy KanuujyMm yiasu myTeM BOJITaKHO — MIIM PELIENITOP — 3aBUCHUX JOHCKUX KaHaua,
KOjH ce aKTHBHpPajy MO Jenojapu3aldju MeMOpaHe WIM Be3uBamy Jjuranna. Ilopex Tora,
SH/IOTUTA3MUH PETUKYIIYM NpEICTaB/ba yHYyTaphelHjcKH JIero Kallujyma, oJakie ce ociobaha
MOCPEZOBaH aKTHBALMjOM penentopa 3a uHo3uTon 1,4,5-tpucdocdar. CranpoHapHH HHBOH
YCIIOCTaBJbajy C€ JETIOBAEM MEMOpPAHCKUX ITyMITH WJIA TIOHOBHUM TPAaHCIIOPTOM Y €HIOILUIa3MHH
peruxynym yrem Ca?* ATIIaza (Barrige u cap., 2003). Hajsehu neo yryraphenujckor xammujyma
Be3yje ce 3a KallujyM-Be3dyjyhe mporenHe, KOjU 3a KaJHMjyM WUMajy BHCOKH aQUHHUTET, BHCOK
BE3WBHH KalalUTEeT WK ClIeNU(pHUYHE KHHETHYKE 0COOMHE Koje oMoryhaBajy 1a HUBOH U JOCTYITHOCT
KaJlMjyMa y MUTOIUIa3MHU Oydy NMpenu3Ho nojaenieHu. Mehytum, HajBaXXHUjU e(DEKTH KaJlIijyMoM
aKTHBHUPAHUX CUTHAIHHUX ITyTeBa jeCy HUCXOMHHM OWOJNOIIKM jaorahjaju MOayaHcaHH BE3UBAEmHEM
KaJIIMjyMa 3a BEJUKU Opoj KaJIMjyM CEH30pHHX MpoTenHa. Hajehy rpynmy ceH30pHUX MpOoTeHHa
YyrHe KaaujyM Be3yjyhu nporennu ca motuBoM EF-miake. Y XxymaHoM reHOMy HICHTU(DHKOBAHO je
Butre o1 600 unanoBa oBe nporenHcke Gpamuiuje (Santamaria-Kisiel u cap., 2006).

CrpykrypHu MoTuB EF-mrake mma Tomosnorujy Tuma XemMKC-TIETJba-XEeNUKC, I/Ie CEe jOHH
KaJlllijyMa KOOPJMHATUBHO BE3yjy 3a JuraHjie yHytap nerjbe. OBaj MoTuB usrpahen je ox oxo 40
aMUHOKHCEIIMHA, OPTaHU30BaHMX Y JBa O-XEeJUKca OJ MO0 12 aMHHOKHCENWHA, JOK OCTaTak YHMHU
xupodoOHO je3rpo Koje crabmimsyje cTpyktypy (Taylor u cap., 1991). CrpykrypHa aHaim3a
yKaszyje Ja cy xenupajyhu ocran JIOIMpaHH y KallujyM Be3yjyhoj metjbu u3Mel)y aBa xenukca u
OKO joHa Kanuujyma (Gopmupajy KOH3€pBUpPaHY NEHTaroHajJHy OuUNUpaMHIIHy CTpyKTypy. Hajjaue
BE3MBambE jOHA KANIKjyMa OCTBapyje ce MPEeKo OcTaTaka acrapTara v riryramara Ha KOOpAWHATUBHIM
MO3MIMjaMa, Kao M TIIMIMHA Ha jeJIHOj OJ HeKkoopauHaThBHUX mo3unuja (Marsden u cap., 1990).
@dynkiuonanau EF nomenu jaBsbajy ce y mapoBMMa M HEONXOAHM Cy 3a (hopMupame mnpaBHIIHE
CTPYKTYpe MPOTEeHHA U BapHjalifje y KOOIIepaTHBHOCTH 3a Be3uBambe Kaimujyma (Shaw u cap., 1990).
Yob6uuajeHa nojena Kajayjym Be3yjyhux nporenHa ca fomeHoM EF make Ha ceH3ope kanuujyma u
peryiaTope HUBOA KajlijyMa IToKa3ajia c€ caMo YCIOBHOM, je€p C€ KOJI BETMKOT Opoja MpOTEenHa OBE
¢byHKIIMje TmpeKkianajy, MTo OJACIMKaBa BUXOBY 3HAUajHY yJOTY y peryialuju mpolueca y KojuMa
yuecTByje oBaj jon (Denessiouk u cap., 2014).

Hajopojuujy damunujy xamumjym Besyjyhux mnporenHa ca aomeHom EF-make uynnHu
dammmuja S100 mporenHa. OBU MPOTEUHU Cy MPBU MYT WACHTUGUKOBaHU o] cTpane Moore-a 1965.
TOJIMHE, Y IEHTPAITHOM HepBHOM cuctemy (Moore, 1965). Ha3uB oBUX mpoTenHa MOTHYE O] BBUXOBE
pactBopspuBOCTH ¥ 100% 3acuhemy aMOHUjyM XJIOpHIa, KOJU je YIOTpeOs/beH 3a MPEIUNUTAII]y
(Sedaghat u Notopoulos, 2008). S100 mpoTrenHH Cy Manu KHCEIU TMPOTEHHHU, Ca MOJECKYJICKUM
macama 9-13 kDa. Osa mpoteuHcka (damuinja Opoju oko 25 1o caja TMO3HATHUX MPECTaBHHUKA
(Donato, 2003). I'pyna on 21 mpumagnuka oBe dammnmje, y kojy cmnamajy S100A1-S100A18,
TPUXOXUjaluH, GUIArpyH U PENeTHH, KOJUpaHa je KIacTepoM IreHa JOLHUPAaHUM Ha XPOMO30MCKOM
nokycy 1g21, Koju je mO3HAT Kao enuAepMaIHU JU(epeHIINjallioHN KoMIuleKe. OcTany npumnaHunm
JIOLMPaHU Cy Ha XpoMo3oMcKuM Jiokycuma 4p16 (S100P), 5914 (S100Z), 21922 (S100B) u Xp22
(S100G) (Sedaghat u Notopoulos, 2008). Ha HrMBOy aMHHOKHCEIHMHCKE CEKBEHIIC, OBH TMPOTCHHH
MOKa3yjy UIEHTUYHOCT 0J1 0KO 25% 1o 65%. HajBapujabunnuju nenoBu cekBeHlle Hanase ce Ha Ll-
TEPMHUHYCY U Yy OKBUPY JIMHKEp peruoHa Koju nosesyje apa EF-nomena (Murray u cap., 2012).

S100 mpoTenHM jaBibajy c€ UCKJbYYUBO KOJ KMUMEHAKA, JOK €€ KOJ HIDKMX OpraHu3aMa He
jaBipajy (Donato, 2003). Ilperpara reHoMckux Oa3a mojaraka HE yKa3yje Ha HOCTOjambe OBUX
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MPOTEHMHA KOJI OpraHM3ama kKao mrTo ¢y ousbke, kBaciu, C. Elegans wim Drosophila, mro yka3syje na
Cy OBH MPOTEHHU (DUIIOTEHETCKU PEIaTHBHO HOBH.

1.4.1. CrpykrypHe kapakTepuctuke S100 nporenna

I'maBHa cTtpykTypHa kapaktepuctrka S100 mporenHa je mpucyctBo nomena EF-make. N-
tepmuHanau EF momen canpixu xenuke | ca nceyno kanuujym Besyjyhum mectom | i xenukce |1, koju
Cy pas3aBojeHd (aekcuOWIHUM JHHKepoM oa C-TepMmuHiIaHor nomeHa. C-TEpMHHAIHH JOMEH
obyxsara xenukce |11, kanujym Besyjyhe mecto Il u xenuke 1V (ciuka 1). Y cBum 10 cana ogpehenum
cTpyktypama, y3 usyszerak S100G, S100 nporerHH jaBibajy y OOJNHMKY CUMETPHUYHHX TUMEpa, Y
KOjuUMa CBaku JuMep canapku aBa EF motuBa m mpema Tome, yetmpu KanmujyM Be3yjyha mecra
(Donato, 2001). C-tepmunanuu EF nomen caapiku MecTo 3a Be3uBambe KajlnjyMa Koje je usrpaljeHo
o 12 aMHHOKHMCENMHA 1 03HaYaBa ce Kao KAHOHUYHO, 0K je N-TepMuHanto mecto usrpaleno ox 14
amuHokucenuHa (Schafer u Heizmann, 1996).

Ll H L2
N\ g ©
HII

HI HII HIV

Cauka 1. ,Ribbon‘ mogen crpykyrpe numepa ano-S100 npoTenHa u mpuKas pacrnopesa
CTPYKTYpHHUX eneMeHaTa (mpey3eto u3: Donato, 2001)

IMopen crpykrype Hemapxkupanor, amno-S100, yrtBpheHe cy M CTpyKType MpoTenHa
HIAP)KUPAHOT KAJIHjYMOM, Kao U 00JHMKa Be3aHOT 3a e(heKTOpHE MPOTEUHE. Y OBUM CTPyKTypama
yodaBa ce Jia MPOTEHH MPoJia3u Kpo3 3Ha4ajHy KOH(POPMAIIMOHY TPOMEHY IPH BE3UBaby KaJIllHjyMa
(cnuka 2), unme ce xuapodoOHa MOBPIIMHA YMHM JOCTYITHOM 33 HMHTEPaKIH]y ca HUBHUM
nporeunoM (Santamaria-Kisiel u cap., 2006).



Ca?
L
T

C;Zf

Apo-S100A11 Ca-S100A11
Cauka 2. Kamujymom naaykoBana npomena kongopmanuje S100 mporenna (mpeysero us3
Santamaria-Kisiel u cap., 2006)

Jonupna nospirHa u3Mel)y a1Ba MoHOMepa y nuMepy cauuibeHa je u3 xenukea | u IV, npu
9geMy je CBaku MOHOMep y moceOHoj koHpopmanmju. OgHoc n3mely xenukca cTporo je o4yBaH, Kako
y aro-o0JMKYy, TaKO U y KaJl[MjyM-BE3aHOM CTamy. [IpHIMKOM Be3MBama KallUjyma, H3pakeHa je
KOOIIEPaTUBHOCT U3Mel)y 1Ba Be3MBHA MECTa, MaKo je apuHUTET 00a BE3MBHA MECTA CKOPO HUICHTUYAH
(Linse u Chazin, 1995). Kox ano-S100, pacniopen xenukca Il u IV je Buiie 3aTBopeH, mpu uemy
Be3MBame Kamujyma 3a xenukc |1l moBoam 1o peopujeHTHCama U 3ay3UMamba OTBOPEHE CTPYKTYPE.
To ykasyje a KaaiujyMoM HHIYKOBaHa KOH(pOPMAIOHA IPOMEHA PE3YIITYje H3JIarambeM OCTaTaka
3 xemukca |l u IV y C-repmunamnom EF momeny m nmHkep perumoHy, Tako aa je MelycoOHa
UHTepaKiyja nporerHa ojiakirana (Santamaria-Kisiel u cap., 2006).

Hajsehu 6poj mporenna S100 dhamunumje y henmjama dopmupa xomoauMepe, KOJI KOjux ce
MOHOMEpH Jip>)ke OpOjHMM HEKOBAJICHTHUM WHTepakiyjamMa u3Mel)y MNpeTXoJHO HaBeIeHUX
cermeHata. OBo je nmokazaHo MeTogama kao mrto cy NMR cnekrpockonuja u kpucrainorpaduja X-
3paka 3a npotenHe S100A4, S100A6, SI00A7, S100A8, S100A10, S100A11, S1I00A12 u S100B.
Nzyzerak je S100G, xoju ce y henujama Hama3u UCKIbYYHBO y 00Ky MoHOMepa. [lojeqman S100
nporenHu, kao mro cy S100A1/S100B, S100A8/S100A9, S100B/S100A6, S100A1/S100A4 u
S100B/S100A11 ¢opmupajy xerepomumepe. Y henujama, xerepomaumep S100A8/S100A9 je
IpeJOMUHaHTHA (opMa, IPH YeMy OBaj IUMEpP MOKE CTBapaTH U MyJATHMEpE BHUILET pesia, Kao IITO
cy terpamepu i Behu omuromepu (Chakraborty u cap., 2015).

BesuBamwe kamuujyma 3a aumepHu S100 mpencraBiba TJIaBHM MEXaHU3aM IOCpEIOBarba
HBUXOBHUX (DYHKIM]a, IPY YEMY CBaKH JUMEp Be3yje UETHPH joHa KalllMjyMa, ca pelaTUBHO HUCKUM
apUHUTETOM, KOjU 3aBHCH O]l JOHCKE jauMHe IydepcKor cuctema koju ce kopuctu. Ilopen Ttora,
nojexuan S100 Mory Be3aTH 1 jone muHKa (ZN%"), Ha BE3MBHO MECTO KOj€ j€ Pa3sIMUMTO OJf BE3HBHOT
MeCTa 3a KallujyM. Y HeKMM ciydajeBuMa, Be3uBame ZnN%* 3a S100 yTuue Ha aMHUTET 32 BE3UBAME
kamujyma. Takohe, neku o unanosa S100 damunumje mory Be3ats u jone 6akpa (Cu®*) (Heizmann
u cap., 1998).

Humepuzanmja S100 mpoTewHa HEONXOJHA j€ 3a HHUXOBY OHOJIONIKY aKTHBHOCT.
Kondopmannone npomene, 10 KOjux Joja3u 300T Be3nuBama Kallujyma, omoryhasajy ¢popmupame
IIyTUBMHE Yy CBAKOM OJ1 MOHOMEpA, KOje Cy O] 3Hayaja 3a KaJII1jyM 3aBUCHO MPETO3HABAKE ITUJHHOT
IpOTeMHA U UHTEPAKIH]jy ca BbUM. [1o Be3uBamwy Kajiujyma, KoHGpOpMalija CBaKor 0] MOHOMepa ce
Mema Paau aKoMOJIMparka IMUJBHOT TpoTenHa, pu ueMy S100 qumepn Mory Be3aTH IUJBHH TPOTSHH
ca cynpoTHHX cTpaHa. Ha oBaj HaunH, S100 numepu QyHKIIMOHAIHO yMpEKaBajy ABa XOMOJIOTra WIN
XeTepoJiora IiuJbHa IpoTernHa (ciuka 3).
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Cauka 3. Mogen BesuBama S100 qumepa 3a mussHe npotente (Donato, 2001)

1.4.2. Opranusanuja reackor jokyca S100 nporenna

Crpykrypra opranmn3anuja S100 reHa Beoma je KOH3epBHpPaHa U TEHEPATTHO CE CACTOJU U3 TPH
er3oHa (ciuka 4). [IpBu er3oH cajipku UCKJbYYHBO S'-HeTpaHciaTupajyhe cekBeHIE, 0K APYrd
€r30H Kojupa neo S'-Herpancnatupajyhe cekpenne u N-repmunanau S100-cnermupuann EF momes.
Tpehu er3on koaupa C-repmunanuu kaHoHnuHu EF nomen, kao u 3'-HeTpancnatupajyhe cekBeHIle.
Nzyzenu cy S100A4, koju canpku ABE BapHjaHTE MPBOT €r30HA KOje C€ AJITETHATHUBHO CIUIAJCY]y Y
3peny unpopmannony PHK (uPHK), S100A5 ca detupu er3oHa, Koju Cy CBU IPHUCYTHH Y 3peJiOj
uPHK u S100A11, ca jenuHcTBEHOM er30H-UHTPOH opranusaiujom (Nakamura u cap., 1998).

S100A1 i l | L
S100A2 ! ]
SI100A3 — ! B
$100A4 0 =
S100A5 -1 | N '
$10046 2 ———- — 1 N}
S10048 - —u
S100A9 I | )
s100410 4 i i - i
| SI00A12 ——— S m—— W !
, |
S100B —] ! | . —

Canka 4. CTykTypHa opranusanyja xyMaHﬁx $100 rena Ha 1921 nokycy (npey3ero u3
Heizmann, 2002)

bpojue abHopManHOCTH Be3aHe 3a XpomMo30M 1g21, kao mTo ¢y enenuje, peapaHkMaHu WIH
TpPaHCIIOKAIMje YeCTO Cy MOBE3aHe ca M0jaBOM HeorutacTHyHuX TpaHchopmanuja (Heizmann, 2002;
Leclerc, 2011). bynyhu na je 6poj reHa y OBOM I'€HCKOM KJIAacTepy BEJHMKH, 3HAYajHO je MUTAHmE
perynamuje. Kapakrepuctuuna ocobuna S100 mporenHa jecte BWHUXOBa €KCIpecHja Koja je
cnenuprvHa 3a T henuja, 94eCTO MOBUIIICHA WM CHUKECHA Y PA3IMYUTUM TATOJIOIIKUM CTamhHMA.
be3 o63upa Ha TO mro cy S100 reHm nomMpaHu y Kiactepy, HE IOCTOjU JOKa3 HHUXOBE
CUHXPOHH30BaHE peryiainuje, OMJIO Ha HAYWH KOJU 3aBUCH OJ THMa henvja, HU Ha HAYMH KOJU
ycroBJbaBa oOpazar] pa3Buha. [Tokazano je ma excmpecuja S100 rena mma Beoma crenupuvaH
obpaszar (Elder i Zhao 2002; Cross u cap., 2005). MoryhHocT peakTHBaI#je TPAHCKPHITIIH]E OBHX
reHa y Heekcnpumupajyhum henmjama tpermanom maxuoburopuma JJHK mermnrpancdepase, kao
MTO j€ 5-a3a-IIUTHUJIMH, yKazajla ja Ha BEPOBATHY EMUTCHETHUYKY pEeryJiallijy TPaHCKPHIIIN]jE
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(Lesniak, 2011). ITpomene y excrpecuju S100 mpoTerHa 00MYHO Cy KapaKTEPUCTHYHE 3a oapeheHn
TUI MAJIMTHATETA U CTOTa CE MOT'Yy cMaTpatu Mapkepom manurHor nopemehaja (Drier u cap., 1987;
Leclerc, 2011; Bresnick u cap., 2015).

1.4.3. IMocT-Tpancaannone moaupukanuje S100 nporenna

[Toct-Tpancnanuone moaudpukanuje Hekonmko S100 mporenna mory na uHTEepdepHupajy ca
BE3MBAaKEM MeTaja, WHTEpaKidjamMa ca IUBbHHM MPOTCHHUMA, KAa0 W KaJIHjyM 3aBUCHOM
CEeKpeIjoM 1 BaHhenjcKkuM (yHKIMjaMa Hiu TpaHciaokauujoM ynyrap henuja. [Iporennu kao mro
cy S100A8, S100A9 u S100A11 nmoct-Tpanciauono cy MmoaupukoBanu Gpochopunanujom (Van den
Bos u cap., 1996; Donato, 2003) a moka3aHo je a MOT'y Be3aTH U He3acuheHe MacHe KUCEITUHE, IITO
je 3HayajHO 3a HHUXOBY pPENOKalMjy WIH Be3WBame 3a henujcky MemMOpaHy, Ha HayMH CIHYaH
KaJIIIMj yM-MHAPHCTOMI ,,SWitch“-y Ipyrux Kaaujym Be3yjyhHux MpoTenHa, Kao IITO je PEKOBEPUH
(Senin u cap., 2002). ®ochopunarmja mporenna S100A1, S100A2, S100A4, S100A6 1 S100B ytuue
Ha WHTEPAKIMjy OBHX IPOTCHHA ca JOMEHHMMa TyMOp cymnpecopa P53, mro wmma 3HaYajHE
UMILTHKaLMje y Heoractuunoj Tpanchopmanuju (Van Dieck u cap., 2009). ITopex Tora, mocrt-
Tpancnanuone moaudukanuje S100 mporenna Mory OMTH UM METWIAllMja M alleTUaIja MUJbHUX
ocraraka (Raftery u cap., 1996), kao u okcuaanuja (Lim u cap., 2009).

OxcunatuBHe Mou(UKanuje ucTenHckux octaraka y S100 mporenHuma Beoma Cy 3Ha4ajHe
3a peryianyjy BHXOBEe aKTHMBHOCTH. OBH aMHWHOKHCEIMHCKH OCTAalld BHCOKO Cy KOH3EpPBUpPaHU
yayrap S100 xomoisiora Mel)y Bpcrama, a BHXOBa OKCHIAIMja MOXE OHWTH pEBEp3HOMIIHA U
upeBep3uOunHa. PeBep3uOmiIHOCT je Tocienuiia JejCTBa pa3IMYUTHUX €H3UMa, JOK CYy
upeBep3uOUIHEe MOIU(HKAIIM]e KOHBEp3Uja INCTEMHA Y OCTaTKe Cya(eHCKe U Cyl(oHCKe KUCETUHE
W HUTpo3Wialyja Tupo3uHa. Tokom mporpecuje HHGIAMATOPHOT OJrOBOpa, HPEBEP3UOMITHE
MoauGuKalyje Mory uMaTu natosoniku 3Ha4aj (Lim u cap., 2009).

1.4.4. buonomke pynkuuje S100 nporenna

3a pa3nuKy O IPYyrux KaluujyM Be3yjyhux mportewHa, ekcripecuja S100 mporemHa je
cneunpuyHa 3a oapehenu tun henuja. 3HadajHO je J1a, MAKO ce€ EKCIIPUMHUPAjy Ha HAYUH KOjH je
cnenuuduyaH 3a rnojeanHe TUNOBe henuja, Ha BUXOBY €KCIIPECH]Y YTUUY CHOJballkbH (PAKTOPH, IITO
yKa3zyje Ha KOMIUIEKCHY TpaHcKpumioHy perymnanujy (Castets u cap., 1997; Xu u Geczy, 2000;
Donato, 2003).

Husou S100 mportenna koje cTBapajy pasnuuute henuje HUCY (uKcHpaHH, Beh ce y
nojequHUM henujama CUHTETHINY y BehuM KoiauumHama, J0K ce y JIpyruM He cuHretuiry. OBo
oncnukaBa GpyHkruoHanny yiory S100 mporenHa, Tum henuje y komMe ce cTBapa, Kao M MPUCYCTBO
Apyrux mnporenHa ucte damunuje. bynyhu na cy cneunduynu 3a oapehenu tun henmja, mHUXOB
BEJIMKM OpOj HUjE€ caMmo TMOCIeAuIa MpeKianama, jep Ce MOjeJMHN WIAHOBU HE MOTY 3aMECHHUTH
apyrum. Mebhytum, nocroje mpumepu na Hekonuko S100 mpoTenHa MMa 3ajeTHUYKE IMJbHE
MIPOTEHHE ¥ MpeMa TOME, PETYJIHINY W HICHTHYHE MyTeBe, KA0 U HEKOJIHMKO MpUMepa y KOjuMa Cy
paznmuunty S100 mpoTenHu yKJbY4eHHU Y peryialujy CIMYHUX akKTUBHOCTH y hennjama. Paznonukoct
IWJBHUX TMpoTerHa ca kojuma S100 cTymajy y MHTEpaKiujy, Kao M CHeNUu(PUIHOCT y CTBapamy
onpehenux unmanoBa S100 pamunuje ykaszyje Ha BUXOBY yJIory y GUHO) peryiaanuju epeKTOPCKUX
MPOTEHHA U CrieHUPUUHIX Kopaka curHaaHuux myTea (Donato, 2003).

Vinore koje S100 mporemHM HMajy y OpraHM3MYy MOTY C€ TEHEpaJHO IOJCTUTH Ha
yayraphenujcke u Banhemujcke (Donato, 2003). Takohe, 6yayhm ma S100 mporenHu Besyjy
KaJIIMjyM, HHTEPAKIIMje KOje OHH OCTBApyjy MOTY C€ MOJEIUTH IpemMa TOME Ja JIU Cy 3aBUCHE WU
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HE3aBUCHE O] NpUCycTBa joHa Kamujyma (Santamaria-Kisiel u cap., 2006). Yuyraphenujcke
¢byHKIM]je OBHX NpOTEerHa Hajyemhe Ccy KajlujyM-3aBucHe. CXeMaTcKu MpHKa3 MHTEpaKIyja Koje
nporennn S100 damuije ocTBapyjy y 3aBUCHOCTH O] IPUCYCTBA KaJIIIKjyMa IIPUKa3aHe Cy Ha CIUIN
5.

A

ﬂ-ﬂux of Ga** ions physiological response
>
v G ”
(X
2
G bound 5100 target bound Ca®*-S100

efflux of
Ca?* ions
00
o

physiological response

target and Ca®*
dissociation

apo-S100

Cauka 5. Kanuujym 3aBucHe 1 HezaBucHe uHTepaknuje S100 nmpotenHa (mpey3ero u3
Santamaria-Kisiel u cap., 2006)

[Ipu HHCcKUM KOHLEHTpanujama kanuujyma, S100 mporenHu Hanasze ce y ano-popmu, Koja
HeMma 3a cebe Be3aH kanuujyM. Kajga ce myreM BOJITa)KHO 3aBUCHUX WJIM JIMTAH]] 3aBUCHUX JOHCKHX
kaHasia moBeha koHIeHTanuja kKanuujyma, S100 mpoTrewHH Be3yjy KallUjyM U J0KHBJbABA]Y
KOH(pOpPMAaLMOHY IPOMEHY, KOjoM ce MOAU(DUKYjy ocoOMHE HmHUXoBe XuapodoOHe mopunHe. Ta
npoMeHa oMoryhaBa UM J1a OCTBape MHTEPAKIM]y ca BEIHKUM OpojeM IMJBHUX HpOTGI/IHa U Ha Taj
HA4MH J0Bey 10 OGMOJONIKOT OArOBOpa. YKIamame Kannujyma aenosamem Ca’'-ATIlasa nosoau
JI0 TUCOLIMjalHje Kaliujyma u uJbHor nporenna o1 S100 u meros nmoBpatak y ano-hopmy. [lopen
KaJIIMjyM 3aBHCHE QyHKUH]e, nojeanHu S100 npoTenHu MOTY J1eI0BaTH U Ha KaJll[1jyM HEe3aBHCTaH
HaunH. OBO ce oryiefia y GopMHpamy pazImIUTHX XOMO- M XE€TepOaAUMEpa, IPU Y€MYy HUBO CBAKOT
O]l TUIIOBA MYJITHMEpa 3aBHCH OJ1 HUBOA ekcripecuje nojenuHauynux S100 y henuju, kao U BUXOBOT
aunuTera 3a hopmupame myntumepa (Santamaria-Kisiel u cap., 2006).

1.4.4.1. Yayraphenujcke gpynkiuje S100 nporenna

Yuyraphenujcke, kamujym-3aBucHe ynore S100 mporemHa MOry ce KiIacH(pUKOBATH Yy
cnenehe gynkmonanne rpymamuje (Donato, 2003; Santamaria-Kisiel u cap., 2006):
Perynanuja gochopunanyje nocperoBaHe NpoTerH KMHA3aMa;
Monynanuja eH3UMCKe aKTUBHOCTH;
OnprxaBame 00IMKa U TOKPET/HUBOCTHU henwrje (enoBame Ha JTUMHAMUKY ITUTOCKETIETA),
VYTH1aj Ha ojeTMHEe CUTHAJIHE TYTEBE;
VYTuiaj Ha XoMeocTasy KaJllnjyMa;
VYTH1a] Ha TPAHCKPHUIILIMOHE (aKTOpeE;
VYrunaj Ha henujcku pact u qudepeHuujamnmjy.

NoohkownE

1.4.4.1.1. Peeynayuja gpochopunayuje
Perynamuja ¢ocdopunanuje nocpenoBane nporenH kuHazama myrem S100 nmporenHa Moxe
Ce OCTBAapHTH Ha JBa HauWHa: OJIOKAJOM MpPHCTyNa KuHasza cyrncrpatuma (Donato, 2003), kao u
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aktuBarujom dochonporenH pocdarasa, kao mro je PPS, koje nedocdopununry musbHe cyncrpare
(Yamaguchi u cap., 2012). OBa perynaiuja npejactaB/ba HauuH (PUHOT IMOJICIIaBalba AKTUBHOCTH
[IUJBHOT MPOTEUHA, MOIITO je y Hajeehem Opojy cirydajeBa edexat S100 npoTenHa 3aBucaH 0J] HUBOA
kaanujyma. To Takohe mpenctaBiba ¥ mpumep ,,Cross-talk® xomynukamuje u3mely nuTocomHux
npomena y muBoy Ca’* m ¢ocdopunanuje mporenna. Tako je, na mpumep, S100A4 3aBucHa
nHXuOnIMja Qochopunanyje TEMKOr JaHIla MHO3WHA BE3aHA Ca JUHAMHUKOM ITUTOCKENeTa Yy
MeTactaTrckuM henmjama comuanux Tymopa (Kriajevska u cap., 1998), mok S100A4 3aBucHa
nHxubunuja Gocopunanuje pS3 g0BoaM A0 MHXUOHLIK]jE PS3-3aBHCHE aKTUBAIHje TPAHCKPHUIILIH]jE
U CTOTa, TYMOp cynpecopHe aktuBHOCTH p53 (Orre u cap., 2013).

1.4.4.1.2. Mooynayuja enzumcke akmueHocmu

S100 mpoTewHM YKJbYYEHH Cy Yy OpoOjHE Mporece peryiamnuje U MOAYJIaluje CSH3UMCKE
aKTUBHOCTH Y pa3nuuuTUM THnoBumMa henvja u tkusa. [Iporenncku xerepoaumep S100A8/S100A9
MOJIyJINpa aKTUBHOCT eH3nMa kasewH kuHa3ze | u Il, n1Ba eH3uma koja karamu3yjy dochopunamnmjy
toniouzoMepaze | u PHK momumepasa | u Il y henujama mujenomane nosze, mTo ykazyje Ha
noreHiujandy yiaory S100A8 u S100A9, xao u S100A8/S100A9 xerepoammepa y peryianuju
cazpeBama U (pyHKIHMOHKCamba oBuX henuja. Mononutu excipumupajy S100A8 u S100A9 y panum
dazama mudepenumjammje. Excnpumupajy ce y umHOUITpupajyhuM MOHOLUMTHMA, ald HE U Y
pPE3UICHTHUM TKUBHUM Makpodaruma, mto ykazyje aa cy ekcrnpecuja S100A8 u S100A9,
dopmupame S100A8/S100A9 kommiekca n S100A8/S100A9-3aBucHa perynanvja akKTHBHOCTH
kazenH kuHa3e | u |l moBe3anu ca makpodaruma, ka0 GUHAIHOM (YHKIIHOHATHOM (OPMOM OBHUX
henuja u yuectByjy y unguamaropHom oarosopy (Zwadlo u cap., 1988; Passey u cap., 1999).

[Iporenn S100B yxibyden je y docdopunanujy Tay OpoTeHHA W MOIYyJAlU]y KHHA3HE
aktuBHOCTH NDR kuHa3ze u nporeuH kuHase |1, a MexaHu3am oBUX HHXMOMIIM]a BE3aH j€ 3a JUPEKTHY
unTtepakiyjy S100 ca kwunazom. Ilopex Tora, eH3umcka akTUBHOCT anjonaza A u L[ u
dochormykomyraze moxynupana je wmHTepakmujom ca S100A1 wmm S100B, mpu wemy S100B
CTUMyJNHUIIEe eH3UMCcKy akTuBHOCcT, a S100A1 nenyje muxuOGuTopHO. Mopymanuja eH3UMCKe
aKTUBHOCTH MeTHOHWI amuHomnentuaase |l (MetAP2) onsuja ce myrem mutepaknuje ca S100A4
(Santamaria-Kisiel u cap., 2006). Takohe, nokazano je 1a S100A1 akTuBHpa MpPOTEHH KUHA3y A
(PKA) Ha HaYMH KOjH je He3aBUCaH O/ MUKJINYHOT ajieHo3uH-MoHOopochara (CAMP) (Melville u cap.,
2017).

S100A10 waxubOupa murtoconny dopmy dochonumnaze A2 (PLA2), mpu yemy NpOTSHH
acouupa ca eH3uMoM in Vivo, a ¢opmupame komiuiekca S100A10/PLA2 pesynTyje cMamemeM
OTMyIITamka apaxujoHara Yy KyinTtuBucaHuM henwjama. OBO yka3zyje Ha MOTEHIUJATHY
anturH(puamaropHy yiaory S100A10 (Madureira, 2012).

1.4.4.1.3. Ooparcasarve obruxa u nokpemmueocmu henuje

Hajsehu Opoj muTepakimja S100 mpoTenHM OCTBapyjy ca KOMIIOHEHTama IMTOCKEJeTa,
yKJbyuyjyhu TyOynuHe, UHTEpMeanjepHe GpriIaMeHTe, MUO3HH, TPOTIOMUO3UH U akTUH. MHTepakimja
npotenHa S100A1 S100A2, S100A4, S100A6 u SI00A 11 ca eneMeHTHMA ITUTOCKENIETA MTPEIICTABIHA
epukacaH MexaHM3aM 3a KaJlWjyM-3aBHCHO arperupame MeMmOpaHe u (OpMHUpAE BE3UKYIIa,
cacTaBJbambe aKTHMHKCKUX (pritameHaTta, WHTepakiujy ca muo3uHoM lla i ycrmocraribame (okaiHe
anxesuje (Goh Then Sin u cap., 2011), xkao u popmupame U GYHKIIMOHHCAHE aKTOMHO3MHCKE MPEXKe
(Gross, 2017). Y3 To, S100B koHTposuile TUHAMUKY MHUKTOpyOyna (Sorci, 1998) u perymuiie
eKCTCH3M]y aKTUHCKUX (riiaMeHara myteM uHTepakiuje ca aktin capping nporeunom (CapZ) (Kilby
u cap., 1997).

1.4.4.1.4. Ymuyaj na cuenanne nymeee u uH@iamMamopHe 002080pe

S100 mporennu cy ykibydeHu y hemmjcke oaroBope Ha cTpec U umHGuamanujy. BesuBame
S100 mporenHa 3a penenTtope Ha TOBPIIMHM henvje, Kao INTO Cy pPEeHenTop 3a MPOIYKTe
y3HanpenoBaiie riukanuje (enr. receptor for advanced glycation endproducts, RAGE), peuentopu
cimunan Toll-y 4 (enr. Toll-like receptor, TLR4), CD147 u perieniropu crperuaytu ca G-mmpoTenHoM

12



(eur. G-protein coupled receptor, GPCR) aktuBupajy yHyTaphenujcke CHTHAIHE ITyTEBE
NocpeioBaHe akTHBaTopckuM nporenHoMm 1 (ewr. activator protein 1, AP1) u NF«B. AxruBanuja
OBHUX CUTHAJIHUX MYTEBa Jajbe JOBOJAM JI0 MHUIIMjallMje PA3IMYUTHX Ipolieca y henuju, Kao mTo cy
nudepeHiujanyja, npoiaudepanuja, murpandja, uHdaamanuja u amonrosa (Xia u cap., 2018).
CxeMaTcKy MPHKa3 akTUBAIIMje HaBEICHUX CUTHATHKX ITyTEBa MPUKA3aH je Ha CIUIH 6.

1.4.4.1.5. Pecynayuja xomeocmase Kaiyujyma

3HauajHy yiory y perynanuju xomeocrase kanujyma uma S100A 1. OBaj mpoTenH Jomupan
je Ha MeMOpaHu CapKOIUIa3MHHOT PETHKYJIyMa MOMPEYHO-IIPyracTux henrja CKeNeTHUX U CpYaHor
mumuha, Kao U MEepUHYKJICapHUM MeMOpaHama HeKOJHKo TuroBa henuja. CBoje GpyHKIMje y OBUM
henujama ocTBapyje myTem Be3nBamba 3a pujaHoOUIMHCKHU perenTop (enr. Ryanodine receptor, RyR),
IpU YeMy Mpojy’kaBa OTBOpeHO cTambe RYR jonckor kanama (Donato, 2003, Herndndez-Ochoa u
cap., 2018).

VY nepBHoM TKuBY, S100B mMa yrory y perynanvju HUBOA KallldjyMa, MOCPEIHO, ITyTeM
perynamuje apyrux edeKTOPCKMX HpOTEHHA YKJbYYEHHX y oipkame XomeocTaze Ca’’. V3 To,
nokasano je nma S100B pearyje ca edekTOpcKMM MOJICKyJIuMa KOjU akTUBUPA]y ¢dochonmmazy C-y
(enr. phospholipase C—y, PLC—y), y mpucycTBy apaxuaoHara, IpH YeMy HACTajy HHO3HMTOJ
tpudochar u AUAUITIUIECPOS, IPYTH TIIACHUIM KOJU PEryauiny HUBo Kanujyma y hemuju (Sekiya
u cap., 1999).

s

g3
LX)

Cauxa 6. Ynora S100 nporenHa y akTUBUIIU]H CUTHAIHUX ITyTeBa y henuju (mpey3ero u3
Xia u cap., 2018)
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1.4.4.1.6. Uumepaxyuja S100 ca mpanckpunyuonum ¢pakmopuma

[Mporennu S100 damunmje, kao mro cy S100A1l u S100B, octBapyjy HHTEpakiujy ca
CEKBEHI[aMa 3a BE3MBambe 0A3HHUX XCIHKC-NETJha-XCIUKC TPAHCKTHIIMOHUX (hakTopa (eHr. basic
helix-loop-helix, bHLH) MyoD u E12. Takohe, noka3aHo je na y Tom cinyuajy S100A1 uaxubupa u
dbochopunanujy MyoD. Besusame oBux nporenna 3a bHLH cekseniie na MyoD perynucano je N-
TepMuHIaHuM cekBeHnama MyoD, koje ymne bHLH mortuB Hemoctyman S100 mporemHuma 3a
Be3uBame. Ha ocHoBy HaBemeHor, cmarpa ce na cy S100 perymatopu akTHBHOCTH ojapeleHHX
TpaHckpunuuonux ¢pakropa (Donato, 1999).

1.4.4.1.7. Ymuyaj S100 na herujcku pacm u ougepenyujayujy

JeqHa o1 OCHOBHHMX KapaKTEpUCTHKAa XYMAaHUX MAJIMTHHX OOJIECTH jecTe JeperyiucaH
hemujcku pact u qudepennujanuja. bynyhu na cy S100 nporennu nouupanu Ha Xxpomozomy 121 u
YUHE BaKHY KOMIIOHEHTY €MUACPMATHOT JH(EepeHIHjallioHOT KOMIUIEKCa, YKIbYUEHH Cy Y MPOLecC
TepMUHAIHE qU(epeHInjaliije enuaepMa U 3Hadajau ¢y 3a majurae oonectu (Chen u cap., 2014).
Taxohe, excnpecuja nojeaunux wianoBa S100 gamunuje y kopenanuju je ca qudepeHinjannjom
HEOIUTACTUYHO TpaHchopmucanux henmja, xao mrto je To cimydaj ca S100A4 u S100A14 y
KosopektaHoM Kapimaomy (Wang u cap., 2010). Kox mojenuaux TUoBa KapupHOMa, Kao IITO je
ClTy4aj ca KapIIMHOMOM OpPAJTHUX CKBaMO3HHUX henmja, BUIIIE CTyI1ja je oKa3alo aa, mopen nosehane
excripecuje Heknx S100 y kopenanuju ca qudepenurjanujom, ekcrapecuja apyrux S100 moxe 6utu
n cHmkena. [lokasano je ma xox oBux TumnoBa kapumHoma HuBoM S100A7 pacTty ca crerneHoM
mudepenuyjanuje Tymopa, Aok cy HuBou S100A2, S100A6, S100A8/9, S100A14 u S100A16
camxenu (Kuberappa u cap., 2016).

I'ybutak perynanuje heiawjckor mHUKIyca MpeACTaB/ba TJaBHY alTepalnujy Y KOHTPOIHU
henmjcke neobe, mTO BOAM HeorpaHudeHo] mpoiudepanuju. Y oBaj mopemeha) perymamuje
yKJby4eHo je u Hekonuko S100 mpoteuna, y koje cnagajy S100A1, S100A4, S100A6, S1I00A8/A9 u
S100A14. Yuyraphenujcku S100 mory mHTeparoBatu ca P53, yrmuyhu Ha Taj HaumH Ha P53-
nocpenoBany perynanujy hemujckor nukinyca u nponudeparuje (Chen i sar, 2014).

Perynanuja audepeHuyjanyje MHjETOUIHUX MPOreHUTOPCKUX henwja y Makpodare u
AeHapuTudHe henuje y HopManHoj xemaTtonoesu nocpenonana je S100A9 nporennom. [lokazano je
Jla MUjeJIONTHE poreHuTopcke henuje cumxkarajy excnpecrjy S100A9, mpu yemy ce qudepeHnupajy
y ™akpodare u genaputnune hemmje (Cheng wu cap., 2008). V cnydajy HEOIIaCTHYHO
TpaHCOPMHUCAHUX MHJEIONIHUX IMPOTEHUTOPCKUX henuja, noja3d 0 MPEeKOMEpHE MPOAYKIIM]je
S100A9 mnporenna, umme ce oHemoryhaBa maudepenumjanuja. Kao mnocnenuna, jaBiba ce
HAroMUJIaBame Cymnpecopckux hemuja mopekyioMm ox mujenougHe Jyose (enr. Myeloid derived
suppressor cells, MDSC), wmemoBute rpymne henuja Koja yK/bydyje He3peae TpaHyJIOLHUTE,
Makpodare, AeHIpuTHYHE henuje n MujenouHe nporenurope. [loBehawe wHUxoBor 6poja jaBiba ce
KaKO y XeMaTOJOMIKMM MaJUTHUTETHMA, TaKO U Y COJIMAHUM TyMOpPUMA, Y MUKPOOKOJIIMHU TyMOpa
(Tamburini, 2017). J[lenoBame oBor mporenHa, kao u xerepoaumepa SI100A8/A9 Ha
nudepeHnrjanujy ocTBapyje ce myTeM Be3uBama 3a | LR4 1 akTHBaIlMjoM CHUTHAJIHUX MyTeBa Kao
mro cy MAPK i NF«kB (Laouedj u cap., 2017).

1.4.4.2. Banhenujcke dpynkuje S100 mporenna

[Tpema Donato (2001), Banhenujcke ¢pynkimje S100 mporenHa Mory ce KI1acu(pUKOBaTH Kao:
1. Perynamnuja uH@iamMaTopHOT OArOBOpa
2. Perymnammja criospaiimer myTa KoaryJjamuje KpBu
3. Tpodwuuku u Tokcuunn edextu koje S100 ocTBapyjy y HEPBHOM CHCTEMY

Hajpehum gnemom, Banhemujcka ¢ynkmuja S100 mporemHa 3aBUCH OJ KOHKPETHOT
NpeJCTaBHUKA KOJU Ce pa3Mmarpa, a oBe (QpyHKIHUje cy Takohe kanmujym 3aBucHe. Bumie cryamja
ykazaio je na ce oapehenu S100 nporennu myde y BaHhenujcKy cpeuHy U UCII0JbaB]y CBOj€ J€jCTBO
Ha CHJIOKPUHH, ayTOKpHHU win napakpunu HaunH (Chen u cap., 2014). Banhemnujcku S100 mory
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OWTH YKJbYYEHHU y peryialujy amomnTose, nposmdepanuje, nudepeHIjanije 1 MUTpalnje BUIIe
tunoBa henuja, ykJpy4dyjydd MOHOUIHMTE, Makpodare, Heyrpoduie, numporure, muobdIacre,
enurenne hemuje, enporencke henuje, rnarke mumuhae henuje, Heypoune u pudpobmacte (Xia u cap.,
2018).

1.4.4.2.1. Pecyanyuja ungpnamamoproe 002060pa

VYTuuaj Ha uHQIaMaToOpHE OATOBOPE OCTBApyje HEKOIUKO npeactaBHuka S100 dhamunuje, a
MOTY JIJIOBAaTH KaKko U3 Banhenujcke cpeaune, tTako u yayrap henuja. ITo ocno6ahamy y Banhenujcku
POCTOp, OBHM TMPOTEUHH YKJBYYCHH Cy Y PpEryjaldjy XOMeOcTa3e HWMYHCKOT CHCTEMa,
noactrpayMarckor omrehema TkuBa u mH(IaMaiujy. MHpIaMaTOpHU OITOBOPH aKTHUBUPA]Yy Ce
BesuBambeM S100 3a RAGE u TLR penenrope, npu uemy nosasu 1o akrusaruje NF-kB curnamsor
nyra W MpOAYKUHUje MNpOoUH(IAMATOPHUX IIMTOKMHA, MHIpalyje HeyTpoduia, MOHOLUTA U
makpodara (Xia u cap., 2018; Hofmann u cap., 1999). BesuBame S100A1, S100A4, S100A6,
S100A8/A9, S100A11, S100A12, S100A14, S100B u S100P 3a RAGE akTuBupa curHaiHe myTeBe
koju ykJbyayjy MAP kunazuu, NF-kB i pocharnaumunosuron 3-kunazuu (P1-3K)/AKT curnanau
myt. OBo omoryhaBa S100 mporemHMMa 1a yd4ecTBYjy y peryianuju WHDIaAMaIuje u ca HBOoM
noBe3aHe Heorutactuune Tpanchopmarmje (Chen u cap., 2014).

1.4.4.2.2. Pecynayuja cnomawrse2 nyma Koazynayuje Kpeu

[ojenuan umanoBu S100 dammmumje, kao mro je S100A10 ydecTByjy y perynamnuju
CIIOJbALIILET ITyTa KoaryJjanuje KpBU Be3UBambEeM 3a IJIa3MHUHOTCH MPEKO HheroBux C-TepMuHaIHMX
JM3UHCKUX OCTaTaKa ¥ CTUMYJIAIN]OM TKUBHOT akTuBaTopa riazmMunorena (t-PA). Takolhe, 3Hauajan
acIleKT OBOT PEryJaTOPHOI MEXaHW3Ma jecTe W 3allTuTa Iua3MuHa u t-PA on MHaKTHMBaImje op-
AHTUIUIA3MHUHOM U MHXHOUTOPOM aKkTHBaropa rasmMuHorena tun 1 (Donato, 2001).

1.4.4.3. Unmepaxyuje S100 npomeuna nezasucre 00 npucymcea kaiyujyma

ITojenuuu npencrapaunm S100 nporenHcke (GaMunnje MOry OCTBapUBaTH MHTEpPAKIHUje ca
WJPHAM TPOTEMHHWMa Ha KalWjyM-He3aBUCTaH HaunmH. Hajuemhm mapTHepm 3a oBakaB BHUI
uHTepakiyje ca ano-S100 cy en3uMmu, Kao MITO Cy TAMKoreH ¢pocdopuriaza U TpaHCTIyTaMHHA3a, Kao
U €JeMEHTHU LIUTOCKeNEeTa, Kao MTo je u3zopopma A temkor jgaHna |l nemumuhuor muosuna wim F-
aktuH (Santamaria-Kisiel u cap., 2006). ¥V cny4ajy F-aktuna, y in Vitro ycnoBuma jaurHa Be3uBama
ca S100 3nauajHo ce moBehasa 1o Be3uBamwy kanujyma (Li u cap., 2003), mto moka3syje na y in vivo
yCJIOBHMa OBaKaB BUJI MHTEpaKIIMja HUje 01 Benukor 3Ha4aja (Zhang u cap., 2005). Ocranu naptTaepu
3a mHTepakuujy ca ano-S100 ox 3Hauaja 3a KaHUEporeHezy W MHGuamanujy cy p53, mumnpun 1,
KapOOKCcHIOBaHU rinKkanu, pochomnumnaza A2 u Opojuu apyru monekynu (Santamaria-Kisiel u cap.,
2006).

1.4.5. S100 npoTeuHn y KaHIepUMa

OcHoBHa o0enexja MaJIUTHUX OOJECTH Cy HEKOHTPOJMCAHHW pacT henuja ¥ MHBa3HMja WIH
Mmetactaza. OBoM (eHOTUNy JoNpHHOCe W abepaHTHa mpoiudepanuja henuja, ©3MeHa mporpaMa
nudepeHnyjanyje, ryOuTak HOpMajHE aronTo3e, MHTEH3WBHUpAmkE AHTHOTeHe3e U Hn30eraBame
uMyHckor oarosopa Ha Tymop (Weinberg, 2013). OcHoBre ¢ynkimje S100 nmporenHa, kKao mWTO Cy
yTHUIIa] Ha mposrdepalujy, anonTo3y, MeTacTa3upame, MUKPOOKOJIIMHY M MaThudHe henmuje Tymopa,
3Ha4YajHO Memwajy u ojpelyjy ocHOBHe (heHOTHIICKE KapakTepucTuke Tymopa. Ose ¢pynkuuje S100
NPOTENHA CyMHpPaHe Cy Ha CIHIH 7.
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Cauka 7. ®yakuuje S100 nmporenna y Toky TymopureHese (mpeysero u3 Chen u cap., 2014).

1.4.6. Yaora S100 nmpoTrenHa y HeOMJIACTHYHOj TPaHc(OpPMALMjH, ANIONTO3U U

MeE€TacTasmpamy

BesuBamem 3a penenirope kao mto ¢y RAGE n TLR4, nporennn S100 dhamunmje qonpuHoce
nponudepannju U HeomnacTuyHoj TpaHchopmanuju. IloBumena ekcmpecuja S100 mpoTtenna
CTHUMYJIUIIIE pPacT TyMOpa, JOK jeé CMameHa EKCIIpecHja MOBe3aHa ca CMameHmheM pacTa TyMopa.
[Tpumep cy XymMaHM aJeHOKapIIMHOM, OCT€OCapKoM, hesrje KapIMHoMa MpocTaTe, KapluHOM J10jKe
1 tuyha Kol KojuXx je cMameme ekcripecuje S100A4 noBerno 10 cMmamerma pacta Tymopa in vivo (Chen
u cap., 2014; Grum-Schwensen u cap., 2015; Hou u cap., 2018). HaBenenu npumepu, kao u OpojHH
Ipyry, yka3yjy aa 6u S100 npoTernHr MOTIM OUTH TepanujCKU UJBEBU Y OHKOTE€HE3H.

ITopemehaju 1 mpeBazuIakemhe aronTo3e, Kao CTPOro peryimcaHor nporpama hemujckor
yMHpama, je/IHa je 0] OCHOBHUX CTpaTeruja y npexxuBjbaBamby U MeTacTa3upamwy TyMOpCcKux hemnnja
(Weinberg, 2013). ITojequan wianoBu S100 dpamunuje nporenna, kao mro cy S100A4, S1I00A6 u
S100A8/9 yuectByjy y perynanuju anonro3e. Tako Ha mpumep, S100A4 nenyje aHTHANIONTOTCKH,
JIOK CHI)KEHE HEroBe eKCIpecHje MHAYKYje amonTo3y U moBehaBa OCETJHHMBOCT Ha Tepamujy y
ciyyajy KapiuHoma maHkpeaca. Bawhemmjcku S100A8/9 moxke HMHXMOMpATH pacT pas3iMuUTHX
TUIIOBAa HOpMaJHUX henuja, Kao mWTO cy Makpodaru, JuM@pouuT unu GuodpodrIacTu, AO0K MOXKeE
Je70BaTH arnonToTckyu y henujama pasznmnuntix rymopa (Chen u cap., 2014).

Meracraze mpeAcTaBibajy TJIaBHU Y3pOK CMpTH HajBeher Opoja o0Ooyenux OJ] MaJUTHUX
6onectn. KoMIieKCHM MyTeBM CHUTHalM3aludje, KOoju oOyxBaTajy TyMopcke henuje W HHUXOBY
MHKPOOKOJIMHY, TOCPEAY]y Y HHBA3UjH IPUMapHOT MECTa HACTaHKa, TPEKHUBIbABAY U IINPEHY KPO3
KPBOTOK M MPOTPECHBHOM pacTy Ha yAaJbeHOM MecTy y opranusmy (Steeg, 2006; Valastyan u
Weinberg, 2011). ITIpomec meractasupama yKJbydyje KacKady CEKBEHIIMjalHHX gorahjaja, Koja
o0yxBaTa MHBa3Mjy, MUTPalK]y, IPEeBa3UIaKeHhe UMYHCKOT OJIF0BOPA, €KTpaBa3allyjy, aHrHOT€HE3y
U pacT TymMopa. ¥ OpojHE KOpake y MpoIecy MeTacTazupama ykJbydeHu cy u S100 mporenHu, on
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KOJUX Cy HEKH TOTBpheHm Mapkepu oBor mporeca. Tako je Ha mpumep, S100A4 wmapkep
eMUTEINjaTHO-MEe3eHXMMaTHe TpaH3uiuje (edr. epithelial-mesenchymal transition, EMT), koju
npomoBuiie murpanuonu penorun (Garrett u cap., 2006).

1.4.7. S100 mpoTeunu o 3Hayaja 3a MujesonpoudepaTuBHe Heol1a3Me

IIporennn S100 d¢amunmje koju cy MNOTeHUWjaHO of Hajseher 3Havaja 3a
MujenonponudepaTHBHe HeoriazmMe 300r CBOI TyMOPHI€HOT M IIPOMH(IAMATOPHOT EIOBamka Cy
S100A4, S100A8, S100A9 u S100A12.

1.4.7.1. S100A4

[TpBoOuTHU Ha3uB 3a S100A4 Ouo je MeTacTaTuH, 300T BeroBe npedepeHIijanne eKCpecuje
y henmjama Tymopa, a KacCHHj€ CTy/Iije OTBPAWIIE CY J1a j€ IeroBa ()yHKIIH]ja Be3aHa 32 WHBA3UBHOCT
u nokpetrsbuBocT Tymopckux hemmja (Leclerc, 2016). T'en 3a xymanu S100A4 mormpan je Ha
xpomo3omy 1q21 u cacToju ce o YeTHpH er3oHa Koju Koaupajy npoterH o 101 aMmuHOKUCETHHE.
Cmarpa ce a je MeTactasa-uHayKyjyhu, amu He u Tymop-uHunupajyhu oukorex (Fei u cap., 2017).

Kao ynyraphenujcku, Hykneycuu nporenH, S100A4 nnTeparyje ca P53 u MOAyIHpa BHEroBy
TPaHCKpUIIMOHY akTUBHOCT. Takole, cMaTpa ce aa in Vivo, oBaj mpoTerH yop3asa aerpaganujy ps3,
mTo 3a mocienuily mMa yopsan pact tymopa. S100A4 Ttakohe wuHTeparyje ca MPOTCHMHHMA
LUTOCKENeTa, Kao ITO cy HemumuhHU MHO3MH |l M TpOomoOMHO3MH, KOjU Cy YKJbYYeHH Y
peopraHu3aiyjy MUTOCKelIeTa TokoM henujcke murpanuje u napasuje. OBaj nmpoTeuH ce ociaobaha
KaKo M3 HOpMallHUX, Tako M W3 TyMopckux henuja. Hopmanmne henuje koje nyue S100A4 cy
¢ubpobiacTH, TIEYKOLUTH U eHJ0TeICKe henyje, a Tyde ra u henuje kapuuHoMa JJ0jKe U OBapHjyMma,
ocTeocapkoMa M ajeHokapiuHoMma. Kao Banhenujcku NpoTeuH, CTUMYJIMIIE pacT Tymopa H
aHruoreHe3y Ha mecty meractasza (Boye u Maelandsmo, 2010).

Banhenujcku S100A4 ocnoGaha ce ox cTpaHe Tymopa WiIM CTpOoMalHUX henuja U Mema
MUKpPOOKOJIMHY TymoOpa, IojayaBajyhu mpomeracTaTCKe aKTUBHOCTH Kao INITO j€ aHTHOreHe3a U
paznuunti epektu Ha neykouurte (Fei u cap., 2017). Unteparyje ca anekcunom 2 i RAGE, a
MHTEpaKIMja ca aHEKCMHOM 2 pe3ynryje y (opMupamy IUla3MUHA U3 IUJIA3MUHOTEHA, ITO BOJIU
nosehaHoj aHruoreHe3n u (opMHUpamy KalmuwiapyuMa CIMYHHMX IE€BUMIA OJf CTPaHE €HJIOTEJICKHX
henuja (Boye u Maelandsmo, 2010). ITokasano je na curnanuzanuja myrem RAGE/S100A4 nosehaa
MOKPETJBHBOCT apTepUjCKuX IinaTkux wmummnhaux henuja mnyha, Kao M TyMOpUreHe3y u
MeTacTa3upame KOJ KOJOPEKTATHOT KapuuHoMma u kapimaoma npocrare (Leclerc, 2016). S100A4
yuyemheM y MOJIEKYJIApHOj CUTHAJIHO] MPEXH JIOIPUHOCH MEeTacTazupamy, Kpo3 MOAYJAHU]y Kako
IpUMapHOT TYMOpa, Tako U metactarcke Huiie (Fei u cap., 2017).

1.4.7.2. S100A8/A9

Xymanu S100A8 (kanrpanynusa A; MRP8) u S100A9 (kanrpanynun b; MRP14) usrpalenu
cy on 93 u 113 ammuHokucenuHa pecnekTuBHO, 0K S100A9 uma u ckpaheny ¢dopmy, ca 110
amuHokucenuHa. S100A8 u S100A9 ce Hajehum nmenmom ocmobabajy on crpane HeyTpodwmia u
MOHOLIUTA, IPU YeMy MOTy (POPMHpPATH CTA0HIIaH XeTEpOIUMED UIIM XOMOAUMEpE, Kako IN Vitro, Tako
u in vivo. OBa 1Ba mpoTenHa ynuHe oko 45% npotenncke ¢ppakiyje Heyrpoduia. [Toa pusnononkum
YCIOBHMA, TIOCTOjU 3HAYajHA 3aJIMXa OBUX MPOTEHHA y HEyTpoUiINMa U JSHIPUTUIHUM henujama,
JIOK C€ HIDKH HUBOM jaBJbajy y MoHorutuMa (Wang u cap., 2018).

S100A8 yiHM 3HauYajaH A€o MUTOIUIa3MaTCcKe Gpakiuje Heyrpoduia, oko 20%, mrTo ykasyje
Ha 3HauajHe yiore (Donato, u cap., 2013). [Topen Tora, y mojeauaum henrjama jaBiba ce U y HYKJIEYCY
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(Grimbaldeston u cap., 2003). ¥V oarosopy Ha mnpouH(pIaMaTOpHE CTUMYIyCE, HHAYKYyje CE Y
Makpodaruma, AeHAPUTHIYHUM hennjama, eHIoTenckiuM henrjama Manux KpBHHUX CyZIOBa (ajld HE U
BEIIMKUX), €MUTEICKUM hemunjama u puOpoOmactuma. Y Makpodarnma ce MOKE HHIYKOBATH
aronuctuma TLR, ma IL-10 3aBucraH Ha4yWH, Ka0 W OKCHJIATUBHUM cTpecoM. OBaj MpoTeuH je
yKJbY4eH y nudepeHunjanujy MujeaoniHux heiauja u nHXuOMpa TejoMepasHy akTUBHOCT 3HA4YajHY
3a qudepeHIrjanyjy, Ha KallujyM 3aBUCTaH HauuH. Y HeyTpoduinma, cmamyje P38 MAPK 3aBucHy
dochopunanujy S100A9, perymuinyhu Ha Taj HauMH TpaHceHaoTeaujanny murpanujy (Donato, u
cap., 2013).

S100A9 cBoje (pyHkIMje ucrosbaBa y 3aBUCHOCTH o1 Tuna henuja. On nmonumraBa S100A8-
3aBHCHO CMambCHhE aKTUBHOCTU TEJIIOMEpa3e y MHUjelOMAHMOM henujama, WHXHOHpA MH]jETOUTHY
mudepennyjannjy u HarommiaBambe MDSC y matononkum oaroBopuma, AornpruHocehn Ha Ta) HAYUH
pacty Tymopa (Donato, u cap., 2013).

Nudnamanuja wHIykoBaHa HHQEKIUjOM jellaH je OJl TJIABHUX CTUMYIyca 3a Jy4eHe
S100A8/A9. Ilo undexmju, HeyTpodmim, Mmakpodaru 1 MOHOIIUTH UHTEH3UBHO J1yde S100A8/A9,
Kako OW KOHTpoJiucaiu HH(GIAMATOPHH NPOIEC, Y3 HHIAYKIH]Y HHQOIAMATOPHUX [UTOKHHA,
pPCaKTUBHHX KHCEOHMYHUX BpcTa (eHr. reactive oxygen species, ROS) u azot monokcuaa (NO). Jenan
OT IIaBHUX MeXaHHu3ama 3amtuthe je aktuupame | LR4 u RAGE nmocpenosanux myreBa. Takohe,
S100A8/A9 yuecTByje y MOIMMEPHU3AIIN]JH IIATOCOTHOT TYOyJIMHA ¥ peapaHXMaHy [IUTOCKEIIETa, [IITO
j€ HEONXOJIHO 3a perpyroBame HeyTpoduiaa TokoM uH(pIamaropHor oaroBopa. CUHTE3a U JTy4YCHE
Cy peryjiucaHd MeXaHM3MOM HeraTuBHe mnoBparHe cmpere (Wang u cap., 2018). Mexanuszam
nenoBama S100A8/A9 npukasan je Ha cnuiu 8.

S1 OOABI»

proinflammatory

responses

I-kB

ubiquitination -

NF-kB

Cauka 8. [IpoungrnamaTopan curHaiau myteBu aktuBupanu ca S100A8/A9 (mpeysero u3
Wang u cap., 2018)

1.4.7.3. S100A12

S100472, mo3natr m kao kanrpanynuH L[, MRP6 wmu EN-RAGE, crBapa ce u nyun
NPEJOMHHAHTHO y TPaHYJIOIMTUMA U TMPEACTaB/ba CHCTeMCKH Mapkep mH(uamanuje (Pietzsch u
Hoppmann, 2009). I'en 3a xymanu S100A 12 caunibeH je U3 TPU €r30HA, KOjU KOJUPA]y MPOTEHH TyT
92 amunokucenune. CTBapame OBOT MPOTEHHA TOKA3aHO j€, Takohe U y MOHOLUTHMA, MehyTuM, y
3Ha4YajHO Mam0j] MEpH.

VYV o¢usnonomkum ycnoBuma, ekcrpecuja S100A12 Haj3acTynsbeHHMja je Yy TKUBY TI7ie
yobuuajeHo uma Makpodara. JlorupaH je MpeIOMUHAHTHO Y IIUTOCOY, Al C€ 10 MHTEPAKIUJU ca
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Ca?" TpaHcnomupa Ha MeMOpaHy M KOMIIOHEHTe IMTockenera. Kama ce m3myunm y Bamhenmjcky
CpeAuHy, JONPHUHOCH YypoheHOM uMyHCKOM oaroBopy. AxrtuBHoctd S100A12  ykipyuyjy
XEMOTAKTUYKY (YHKIM]y W aKTHBAIM]y YHYTaphelnWjCKUXW CHUTHAJIHUX KackajJa Koje BOJIe
NPOJYKIMjU LIUTOKMHA U MHAYKIMjU OKcUaaTHBHOT ctpeca (Meijer u cap., 2012).

S100A12 cBojy ¢yHKIHjy ocTBapyje myrem BesmBama 3a RAGE penentop. BesuBame
S100A12 3a RAGE mnpaheno je aktuBanujoMm yHyTaphelujCKUX CHUTHAJIHHX IMyTEBa, Ka0 LITO CY
MAP-xuna3uau u NF-xB, mto Boau npoaykuuju uHdpIaMaTOPHUX MUTOKKUHA Kao mTo ¢y TNF-a, IL-
6 u moBehana excripecuja agxe3nonux mojexyina ICAM-1u VCAM-1. 36upuu edexaTt oBUX Iporieca

jecte aktuBanuja tumdonuta, heauja enmoresa, Heyrpoduiaa U MOHOHYKIcapHux ¢aromura (Meijer
u cap., 2012; Kierdorf i Fritz, 2013).
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2. IN1/b UCTPAKUBAIBA

ITopen mo3nator yrtumaja wuHpaamanuje ¥ uHOIAMATOpHHX (akTopa y HACTaHKy H
MIPOTPECUjU PA3IUYUTUX BPCTa COIUTHUX TyMOpa, HCTPaKMBaba MoKa3aja Cy Jia OBU (pakTopu yTudy
Y Ha MaTOTreHe3y XEeMAaTOJIONIKUX MalurHutera. Koj pasnuuuTHX XeMaTOJIOUIKUX MaJUTHUTETa,
ykJpyuyjyhu u MIIH, onucan je moBumieH HUBO ¢akTopa HH(pIaMaIje Kako y nepudepHoj KpBu
Tako U y y3opuuma koctHe cpxu. MIIH mpencraBibajy jeIuHCTBEH OMOJIOLIKA MOJAEN Y KOME CY
MOBE3aHW KIIOHAJTHU Pa3BOj] XEMATOJOMIKMX MAJIMTHUTETA M TI0jaBa XPOHHWYHE HWH(IaMaIuje.
HeomnacTuHy KIJIOH je TJIaBHU MOKpeTay OBHX HH(IaMaTOpHUX IMpolieca, Kao IUTO J0Kasyje
KypaTUBHH e(eKaT TpaHCIUIAHTAIMje AJOTeHNMX MaTW4YHHX henuja, mMTO JOBOAM HE CaMoO [0
KOMILUIETHOT OOHaBJbamba xeMaromnoe3e Beh u 10 perpecuje nporeca Gudpose y KocTHOj cpxu. Ha
OCHOBY HABEJICHUX YMI-CHHIIA, Ie(DUHUCAH j€ OCHOBHU IIMJb UCTPAKMBAHA!

YTBphuBame nopunoca mytanuje JA4K2 rena u unpiaamaropaux ¢akropa narorenesun MITH.

Y OKBHpPY OCHOBHOT OIIITET IIHJba, NePUHICAHU Cy CIICIIU(PUIHY [INJHEBU HCTAXKNUBAbA!

- 0JIpeIUTHU CcTeneH mpucycrBa myTanuje JAK2 xon ceux MIIH manujenara merogom JTHK
CEKBEHIIMPamba;

- aHAJIM3MPATH HHUBO TeHCKe ekcrpecuje U nporenHckn HUBO S100A4, S100A8, S100A9 u
S100A12 dakropa xox MITH nanujenara;

- wucrutatn yrunaj IL-6 mnpowndmamatopHor nwurtokmna, IL-10 antumHdmamaTopHOT
mutokuHa W JAK uHXuMOMTOpa Ha HHBO TEHCKE EKCIpecuje M MPOTEMHCKH HHUBO (hakTopa
nHbpmamanuje kopuimhemem xymane XEJI 92.1.7 henujcke nmunuje ca myranujom y JAK2 reny y
XOMO3UTOTHOM CTamy, Ka0 €KCIIEPUMEHTATHOT MOJIENa;

- UCIUTATU CUTHaiIHe MexaHuzme nyrem kojux IL-6 um IL-10 ocTtBapyjy nenoBame Ha
IPOTEUHCKOM HUBOY, Kopulthewem xymane XEJI 92.1.7 henujcke nunuje ca mytauujom y JAK2 reny
Y XOMO3UTOTHOM CTamby Kao eKCIIEPUMEHTAITHOT MOJIENa;

- UCIMTATH CUTHalIHe MexaHu3Mme nyrtem kojux IL-6 u IL-10 ocTtBapyjy cBoje edexre Ha
henuje nepudepne kpBu nauujenara ca MIIH, Ha npoTenHCKOM HUBOY.
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3. MATEPUJAJI U METOJE

3.1. UcniuTanumu

CnpoBoheme oBe CTyIHj€ Y OKBUPY U3pajie JOKTOPCKE TUCEpTaIfje 0JI00pEHO j& OTyKOM
Etnukor oxbopa MHCcTUTYTA 32 MEIUIIMHCKA HCTpaxuBama U Etnukor ogdopa Kiumauykor neHTpa
Cpb6uje. Y oBy cTynujy ykJbydeHo je 140 nmarujeHara Kojuma je IMjarno3a MujeaonpoingepaTuBHUX
Oonectn mocraBibeHa U notBphena y Kimuuukom nentpy CpOuje, MHCTUTYT 3a XeMaTOJIOTH]Y.
JlujarHosa je NmocTaB/b€HA y CKJIAAY ca CTAaHAAPAHUM KIMHUYKUM [apaMeTpuMa M Ipenopykama
WHO wu3 2016. roauHe, Ha OCHOBY 4era cy nanujeHTu cBpcranu y noarpyne Ph"MITH-TIB, ET u
[IM®. V rpyny KoHTpoJia yKJbydeHo je 15 3apaBux ocoba. Mcnutanuuu koju cy Omnu o0yxBaheHu
CTY/HjOM, UHPOPMHCAHU Cy O Pa3lIory MPHUKYIJbamba OMOJIOMIKOT MaTepHjalia U Jajlil Cy MUCMEHY
CarJlaCHOCT 3a CHpoBOheme CBHUX JMJarHOCTHMYKUX Mpoleaypa U Yy3UMame Marepujana 3a
EKCTICpUMEHTATHH Pa/I.

Cranpiap/iHu 1MjarHOCTUYKY MOCTYNaK 00yxBaTao je MOCTaB/balkbe KOMIUIETHE KPBHE CIIUKE,
npalieme OMOXyMOpAIHOT cTaTyca, IUTOMOP(OJIOIIKE U IIMTOTCHETHYKE aHanu3e, iN Vitro hemujcke
KYJIType XEMaTOIOETCKUX HPOTEHUTOpPA, XHMCTOMATOJIOLIKE aHajliu3e OuoITaTa KOCTHE CPXKU HU
yTIBphUBame mpucycTBa u craryca myranuje JAK2 rena. Takohe, MpUKyNJbeHH Cy U AeMOTrpadcKu
napaMeTpu: MOJI U CTapoCT MalyjeHara.

I'pyny manmjeHata umHWIO je 57 Mymkapana u 83 jkeHa, 4dja je MpOCeYHa CTapoCT Y
TPEHYTKY MOCTaBJbama AujarHo3e u3Hocumna 61 ronuna (omcer ox 22 no 81 roaune). Konrrponna
rpymna cacrojana ce of 9 mymikapana u 6 »)eHa, mpoceune crapoctu 51 roauna (omcer ox 29 no 78
roauna). Ox 140 nanujenata, 39 je knacugpukonano kao [1B, 48 kao ET, 1ok je 53 knacupukoBaHo
kao [IM®. ¥V rpynu oz 39 nauujenara ca I[1B, 19 je umano JAK2V617F myranujy y XOMO3UTOTHOM
cramy, oK je 20 6uno xereposurotHo. Ox 48 mamnujenara ca ET, 20 je Ouno xerepo3uror 3a
JAK2V617F mytauujy, nok 28 Huje umano myranujy. ['pyna nmanujenara ca [IM® cacrojana ce o
8 manujaHaTa ca MyTalljoM Y XOMO3UIOTHOM CTamy, 19 y XeTepo3UroTHOM CTamwy, a 26 HHje uMallo
JAK2V617F myrammjy.

JIMjarHoCTHUYKE MpoILeype M XUCTOMATOJIOIIKA AMjarHOCTHKa ypaheHe cy y KimHuukom
uentpy CpoOuje. 3a y3umame nepudepHe KpBU ManujeHata kopuiiheH je ,,Vacutainer cucrem, ca
KoEDTA kao aHTHUKOaryilaHTHMM CPEICTBOM U Tako JOOWjeHH Y30pLHU AOMPEMIBEHH CY 0
WHctuTyTa 32 MEIMIIMHCKA UCTPaXHUBamba, I7ie Cy u3010Bane henuje o uHTepeca (rpaHyJIONUTH 1
MOHOHYKJIeapH). IMyHOXHCTOXeMHU]jCKO 00jerhe Ipernapara KOCTHE CP)KU M IIUTOCIIMH MTpenapara Ha
¢dakrope undunamanuje S100A4, SI00A8, S100A9, S100A12, pNFkB u NFkB wusBpuieno je y
JlaGopatopuju I'pyne 3a MosekymnapHy OHKosorujy, MHCTUTyTa 3a MEIUIIMHCKA HCTPAXUBamba
VYuusep3utera y beorpany, rie cy pesynraru oopahenu u potogokymenToBanu. CekBeHIle pajMepa
KOju cy kopuiheHu 3a yrBphuBame npucyctsa JAK2V617F myrainuje 1 HUIBOa FeHCKE eKCIpecHje
¢dakTopa nnpaamanuje S100A4, SI00A8, S100A9, S100A 12 npukazanu cy y Tabenama 1. u 2., 10k
Cy IpuMapHa M CeKyHJIapHa aHTUTEJIAa KAa0 U MHXMOUTOPU CUTHAJTHUX MyTeBa U IIUTOKWHU HABEJCHU
y Tabenama 3., 4. u 5.
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3.2. /Iu3ajH ekcepuMeHaTa

3.2.1. OppehuBame HHMBOAa eKcIpecHje reHa W HHBOA NpoTeMHa (aKTOpa

uHduiamanuje y nepudepHoj Kpsu u koctHoj cp:xxu MITH nmanujenara

Jla Ou ce oapearo HUBO T€HCKE EKCIIPECHje W MPOTEMHCKH HUBO MapKepa WHQIaMaluje
S100A4, S100A8, S100A9, S100A12, pNFkB u NFkB y henujama mepudepne xpsu MITH
naryjeHaTa, U30JI0BaHU Cy TPaHYJIOIUTH U MOHOHYKJIeapHu.. ¥3 TO, KO OBUX MalujeHara npaheHu
CY ¥l HUBOM HaBEJICHUX MPOTEHHA Y KOCTHO] CPIKH.

3.2.2. UcnutuBame HHUBOA M MexaHu3Mma aejgosama IL-6, IL-10 u JAK

HHXMOMTOPa HA MOHOHYKJIeapHe hesnje u rpanyonuTe, kao u Ha HEL 92.1.7. henuje

Ha HEL 92.1.7 xymanoj epuTtpoiieykeMrjcKoj herjcKoj TMHUjHU. TIPBO je UCTIMTUBAH YTHIIA]
IL-6 kao mpouHgpaamaropHor, a Takohe u IL-10, kao aHTHHH(IaMAaTOPHOT IUTOKUHA. Y THUIIA] OBUX
UTOKKHA TpaheH je nCTOBpeMeHO Ha MOHOHYKIJIeapuMa 1 Ha henmjckoj IMHUjH.

HEL henwuje koje cy nperxoaHo kyiatuucane y RPMI 1640 memujymy ca NaHCOs i L-
rnyramuaoM, 10% ¢detamaum rosehum cepymowm (enr Fetal Bovine Serum, FBS) i 1% anTrnOHOTHKOM
tpetupane cy IL-6 (20 ng/ml), vecniennpuunum JAK1/2 naxuburopom pykcomutuauoom (1 uM),
naxuouropom NFkB curnamsor myra JSH23 (0,75 uM), kao u naxuburopom PI3K curnamHor myra
Ly294002 (50 uM) y Toky jemHor uaca, mocjie 4Yera je MCIMTHBAaH HUXOB yTHIA] Ha hemujcky
nposudepalnjy u anomnrosy.

Jla O6M ce uCOHUTAIM MEXaHU3MH MPEKO KOjuX Jjenyjy npouHdramaropHu IL-6 u
antunH(iaamatopuu 1L-10, HEL henuje u mononykieapu tpetupanu cy IL-6 (20 ng/ml), 1L-10 (30
ng/ml), mecnennpuunum JAK1/2 uaxubutopom pykcomutuauoom (1 uM), JSH23 unxubutopom
NFkB curnamsor nyra (0,75 pM), Ly294002 uaxuburopom PI3 curnamnor myra (50 uM) Tokom
JjeaHor yaca, npu yemy cy mHxuburopu nonaBanu 30 munyta npe IL-6 u I1L-10. HuBo mporenna
uH(paamarponux Qgaxorpa u curHanuu nmytesu (JAK2/STAT3, PI3K/Akt, NFkB) ananusupanu cy o
HCTEKY HaBeJIEHOT BpEMEHa.

3.2.3. UcnuTHBame 1eJ10Bakha XUAPOKCHYypee M HHXHOUTOPA CHTHAJTHUXH IIyTeBa

Ha HUBOe (pakTopa nHPpIamanuje

HEL 92.1.7. eputponeykemujcka henmjcka auHMja KopuiIheHa je Kao MOJIEI 32 UCTIUTUBAE
JIeNoBamka XUIPOKCHypee 51 crienuuaHOT JAK2 WHXUOHUTOpA 1,2,3,4,5,6-
xekcadbpomormkinoxekcana. HEL henuje y RPMI 1640 menujymy ca NaHCOg i L-rmyramunom, 10%
FBS i 1% anTtuOWoTMKOM, TpeTHpaHe cy xuapokcuypeom (100 uM), 1,2,3,4,5,6-
xekcabpomornukiaoxekcanom (50 pM) u 3ajenHo ca obOa mHXHMOHMTOpa, y TOKy 24 u 48 catw.
[Iporenncku HuBou (hakTopa MH(pIAMaIIH]e aHATU3UPAHH CY TIO HCTEKY TPETMaHa.
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3.3. heanje u hennjcke Kyarype

3.3.1. M30s1anuja rpaHy/I0UTa 1 MOHOHYKJIeapa U3 nepudepHe KpBH

VY30puu nepudepHe KpBHU MaiyjeHara 1 KOHTpoJia CaKyIubaHu Cy Y ,, Vacutainer enpyBerama
(o 30 ml) ca K2EDTA kao anTukoaryimanTHuM cpeacTtBoM. KpB je 3aTuM pa30iiakuBaHa y OJTHOCY
1:1,2 pocharom mydepucanum ¢usuonomkum pacteopom (PBS, pH=7.2, 6e3 Ca?* i Mg?* ) ca
nonatkom 2 mM EDTA ¢unanno. Ha 15 ml mumdorut cenaparmonor menujyma ryctuse 1,077 g/ml
(JICM, nmumdomnpemn, Lymphocyte Separation Medium, Capricorn Scientific, GmbH, Germany)
HaHo1IeHo je 1o 35 ml pazbnaxkene henujcke cycnensuje y enpyBetd o 50 ml u uenrpudyrupano
Ha 400 g, 35 munyra Ha 20°C, 6e3 kouewma. ['opmu €i10j miazmMe ca TPoMOOIUTHMA j& TTaXKJBHBO
acIHpHUpaH Tako Ja cjI0j MOHOHYKJIeapHuX henrja octane ouyBaH y Mehydasu.

N3osanmja rpany/iouuTa 1 MOHOHYKJIeapa. [ paHyIOIUTH Cy U30JI0BaHU MOCTIE XUITOTOHE
nu3e epurporuta crajgoxkeHux ca JICM. Ha henujcku Tajor KoOju CaipXH EpUTPOLMTE H
rpaHyJIOLUTE A0AT je xurnotonu mydep 3a nmu3y (0.15 M NH4Cl, 0.1 mM EDTA, 12 mM NaHCO3),
a 3aTHM CY EIpyBETe NMPOMEIIIaHe JIaraHUM M3BPTambEeM JI0 BUJbUBE JH3e eputponura. CycreHsuja
je nentpudyrupana Ha 200 X g ABa MUHYTa, a TOOUjEHU TAJIOT TPAHYJIOLUTA UCIIPAH j€ jOIII IBa MyTa
PBS-om. bpoj u BujabmHocT henuja oapehusana je 6ojemem ca 0.4% pactBopom Tpwuran 1uraBor
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 13 no0OujeHux rpaHyJoHTa OAMax CY
n3onoBanu JHK, PHK u nporennu u npaBjbeHU Cy HUTOCIHUH Ipenapartu. [IpcTeH MOHOHYKIIeapa
KOjU ce u3/Baja y Mehydasu u3BydeH je nuneroM u ucnupad y pacrsopy PBS-EDTA Ttpu nmyrta no 5
MuHyTa Ha 1400 .

3.3.2. hennjcka MuHuja

VY excniepuMeHTHMa y KOjuMa je UCIIMTUBAH yTHlaj xunpokcuypee, IL-6, IL-10 u uaxudurtopa
Ha HHMBOE (akTopa MH(}IaMalMje Kao M aKTUBAIMje CUTHAIHMUX IyTeBa y Koje cy IL-6 u IL-10
ykibydeHH, kopuiihena je xymana HEL 92.1.7. henujcka nunuja. To je eputponeykemujcka henujcka
JMHU]Ja KOja ce crmoHTaHo naudepeHnupa y eputpoodsnacre (Martin u Papayannopoulou, 1982) u
nocenyje JAK2V617F myranuujy y XoMo3Urotrnom cramy. I'ajena je y RPMI 1640 menujymy 3a
kyntuBanujy ca NaHCO3 i L-rimyramurom (Biowest, Nuaille, France) y3 nomgarak 10% FBS (Fetal
Bovine Serum, Biowest, Nuaillé, France) u 100 jennuuna/ml nenurmms/cTpenrromMuiaa (Biowest,
Nuaillé, France) na remneparypu oa 37°C, y atmocdepu ca 5% CO2 u 100% BIakHOCTH.

23



3.4. Ananusa JAK2V617F myranuje

3.4.1. Peaknuja nanyanor ymHo:xkasamwa JJHK (PCR)

Peakiuja mangyanor ymuokaBama JIHK (enr. polymerase chain reaction, PCR) je merona 3a
ceJeKTUBHY 1IN Vvitro ammmudukanujy oxapehenor cermenta JIHK, koja kopuctu mnap
OJIMTOHYKJICOTHTHUX IpajMepa KOMIUIEMEHTAPHHX KpajeBMMa CEKBEHIIC KOja ce aMIUTHQHKY]je.
ITpajmepu, ox kojux je jenan au3BogHH (forward) a npyru y3Bonnu (reverse) cy Hajuemrhe ayru 15-
20 HyKJIeOTHJa W OrpaHMYaBajy CEKBEHIy Koja ce yMHOxkaBa. YMHoxaBawme JIHK ¢parmenara
OJIBHja c€ KO3 MOHOBJHEHE IIUKIIYCE TOIUIOTHE JeHATypaltje U CUHTEe3€ HOBHX JIaHAIA, IIPU YEMY je
peaknmja katanuzoBana Tepmoctabminom JTHK momumepaszom. Peakimja laH4aHOT YMHOXKaBama
CacToju ce o]l MIOHOBJFEHUX KOPaKa, y Koje CIaiajy AeHaTypaluja, Xxuopuansamnuja npajmepa 3a JJTHK
marpuity (annealing) u enonramnuja. Ilopex Marpuiie ¥ mpajMepa, 3a PEakidjy je HEOMXOIHO
npucyctBo Hykieoruaa (JATP, dGTP, dCTP, dTTP) y ekBumosnapaom oanocy, kao u MgCla.

3.4.2. UcnutuBame npucycrsa JAK2V617F myrauuje

3a PCR ammudukamujy (T3000 Thermocycler, Biometra Biomedizinische Analytik GmbH,
Goettingen, Germany) xopumniheHu Cy npajMepu MpuKaszaHu y Tabenu 1.
Temnepatypuu npogun PCR peaknuje:
1. 5 Mun/95°C — aktuBanuja HotStarTaq nonumepase
2. 30 nukmyca:
e 30 cex/94°C — nenarypanuja
e 30 cex/62°C — xubpuauzanuja
e 80 cex/72°C — enonramnuja
3. 10 mun/72°C — ¢puHanIHa eNoHranuja

ITo 3aBpienoj PCR peakiuju, nooujern ¢pparmentu npeuninhern cy Ha kononu (QIAquick
PCR Purification kit, Qiagen, USA) mpema ymyrctBy mnpousBohaua. [lpumukom oxapehuBama
npucyctBa JAK2V617F wmyrauuje, PCR-oMm ymMHOXeHHM NpoAyKTH cy cekBeHuMpanu BigDye
Terminator V3.1 komruierom 3a cekBeHiupame Ha ABI PRISM 3130 ayromartmzoBanom JIHK
cekBeHaropy (Applied Biosystems, Life Technologies, CA, USA), kopumrhemem AB DNA Sequencing
Analysis Software (v 5.2).

[Ipajmepu cnenmduyH 3a MyTaLujy cy IyKd y oAHOCY Ha ,,wild* Tun mpajmepa. Y Toky
peaknuje PCR yMHOXaBajy ce CeKBEHIIC HaBEJCHUX T'€Ha, a TOM MPHIMKOM HacTtajy u JAK2V617F
CEKBEHIIE, Koje cy 3a Tpu 0a3Ha mapa nyxe y ogHocy Ha ,,wild“ tun JAK2 cexBenne. Ananuza JJHK
CEKBEHIIM TI0Ka3ahe mprucycTBO Ba pa3IninTa IMMKa, YKOJIUKo nanujeHT nma JAK2V617F myranyjy.
OnHoc HaBeleHHWX MHUKOBa (MyTHpaHor, ca 190 GazHux mapoBa M HeMyTupaHor ca 187 Ga3zHux
MapoBa) yka3yje Ha pa3IMuuTO ajelHo omnrtepeheme. AnenHo omnrepeheme MyTHUPAHOT TE€Ha je
a"anu3upano no ¢opmynu: Bucuna nuka JAK2V617F/ (Bucuna nuka“wild* tip + BucuHa nuka
JAK2V617F) x 100%. V ckiany ca 100UjeHUM pe3yaTaTuMa, IpemMa OBOj METOI0IOT U] TaIHjCHTH
cy y omHocy Ha creneH onrtepehema JAK2 monersenu y 3 rpyme: JAK2wt (6e3 myrarmje), JAK2
xerepo3uroth (1-50%) i JAK2 xomo3uroru (> 51%).
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3.4.3. CexBenuupame PCR npoaykara

JIHK je cexBenmpana BigDyeTM Terminator Version 3.1 Ready Reaction Kit-om (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), kaniiuiapaHoM eiekTpohope3oM Ha ayTOMAaTCKOM CEKBEHATOPY
(3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Life Technologies, CA, USA). Oaj komruieT omoryhasa
CeKBeHIUpame nmpoaykata PCR peaknuje, Ko KOjuX ce mopes 1eOKCUHYKIIeOTH1a Kopucte u 2°,3°-
muaeokcunykineotuan. JJHK monmmepasza karanusyje cuHtedy nanna kommiementapHor JJHK
Mmatpunu yrpahyjyhu Hykneoruae Ha 3’ Kpaj nmpajMepa cBe 0K y pacTyhu aHall He yrpayd HEKH O]
nuaeokcunykineotuaa. 36or Henocratka OH-rpyne Ha 3’ mo3uLMjH, TUICOKCUHYKICOTUAN HE MOTY
pearoBatu ca cieachuM HYKIEOTHIIOM, Tako Ja HUXOBAa yrpaama Yy pacTyhw HU3 JOBOAH
TepMHHAaLIM]je noiauMepusanrje. Peakiuje ce usBone y Buny acumerpuynor PCR (kopuctu ce camo
jenaH mpajMep), Tako ja ce ao0uja cepuja GparmMeHaTa pas3IMUUTHX AY)KHHA KOJH CE 3aBpIIaBajy
muaeokcuHykineotuaioM. CBaku on 4  IUICOKCHUHYKIEOTHIIAa OOENEKEH je  pa3siuduToOM
dyopectieHTHOM 0ojoM 4mMe je omoryheHa jaerekiuja ¢gparmeHara y cekBeHaropy. Cmermra 3a
CEKBeHLIUpame, ¢uHanHe 3ampemuHe & pl, cacrojana ce on cienehux kommoneHTtH: 3-20 ng
npeunnrthenor PCR npoxykra (myxuna 200-1000 bp), 3,2 pmol mpajmepa 3a cekBeHmupame u 3 pl
Ready Reaction Mix-a (Applied Biosystems, Life Technologies, CA, USA).

Temneparypuu npoduin PCR peakiyje 3a ceKBeHIUpPaAbE:

1. 25 uukmyca:
¢10 cex/96°C
o5 cex/50°C
o4 Muu/60°C
2. 4°C/wo

Tabemna 1. CexBeniie npajmepa 3a yrephuBame npucycrsa JAK2V617F myranmje
IIpajmep Cexsenna (5°-3°)

JAK2-FWD GTTTCTTAGTGCATCTTTATTATGGCAGA
JAK2-G-REV FAM-TTACTCTCGTCTCAACAGAC
JAK2-T-REV FAM-AAATTACTCTCGTCTCCACAGAA

3.5 Ananu3a excnpecuje reia nomohy peakuuje pesep3He rpanckpunuuje u ,REAL-
TIME*“ PCR (qPCR) meTtoae

MN3oaanuja PHK. 3a ogpehuBame ekcnipecuje rena, u3 henmja je nzonosana nataktaa PHK,
Koja je y JajbeM pajay kopuirhena 3a nooujame komrementapue JJHK (cDNA).

VY 0,25 ml cycriensuje henuja nogasano je 0,75 ml TRIzol pearenca (Applied Biosystems, Life
Technologies, CA USA), nipu uemy cy henuje IUPEKTHO JHU3UPAHE MPOIMYLITAHEM KPO3 IHUIIETY.
NukyOarnja XoMOTeHU30BaHUX y30paKa Ha COOHO] TeMIlepaTypy HEOXo Ha je 1a Ou ce omoryhumia
MOTITyHA JUCOIH]jalllja HYyKJICOMPOTEMHCKOT KOMIUIEKCa. XOMOT€HATH Cy 3aTHM CY LIEHTpU(PYyTUpaHu
Ha 12.000 g va remmniepatypu on1 4°C y Tpajamy of feceT MuHyTa. [1o 3aBpiieHoM nieHTpudyrupamy,
XOMOTEHAT je TpebayeH y HOBY EIPYBETY a Tajor o0aucH. Y cBaku y3opak je 3atum goxaro 0,15 ml
xjnopodopma. Enpysere cy cHaxxHo myhkane 15 cekyHu, a TOTOM HHKyOHUpaHe 5 MUHyTa Ha COOHO]
TeMmIepaTypu. Y30piu cy notom nentpudyrupanu Ha 12.000 g, nHa temneparypu ox 4°C y Tpajamy
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on 15 munayTa. XoMoreHar ce rnocie neHTpudyrupama pazipajao y Tpu dase: 10wy, IpBeHY (HeHOo-
xyopodopM (hasy Koja cagpku IpoTerHe, Oerry uarepdaszy y kojoj ce Hanazu JJHK u ropwy BojeHy
¢dazy koja canpxu PHK. Bonena (asa je maxspruBo npedaruBana y HOBy enpyBeTy. CBakoM y30pKy
PHK nonasano je mo 0,5 ml 100% wu3onpomanona a motom ¢y uHKyOupanu 10 MuHyTa Ha COOHO]
Temrnieparypu u neHTpudyrupann Ha 12.000 g, wHa 4°C y Tpajamy onx nmecer muHyTta. [locme
nentpudyrupama, PHK je m3nBojena y Buay Oenor tamora Ha AHy enpyBere [lo omimBamy
cynepnaranta, PHK Taior je ucnupan ca 1 ml 75% etanona. Y3opak je KpaTko mpoMemiad a moToM
nentpudyrupan Ha 7500 g Ha temneparypu ox 4°C y Tpajamy ox 15 munyra. [locne ommBama
cynepnaranta, PHK Ttanor je cymien Ha Ba3lyxy U pacTBapaH y Boau 6e3 Hykiieaza. KoHueHnTpanuja
PHK onapehuana je cnekrpodoromerpujcku (Nanophotometer P330, Implen, DE), a y3opiu cy
yyBaHu Ha -80°C g0 ymotpebe.

Cunresa  kommiaementapue JIHK  peBep3Hom  Tpanckpunumjom.  CunHTtesa
komiuiementapHe JIHK u3Bpiena je peBep3nom tpanckpuniujom ykynae PHK, npema ymyrtctBy
npou3Bohada KomIuieTa 3a peBep3Hy Tpanckpumiujy (Maxima First Strand cDNA Synthesis Kkit,
Thermo Fisher Scientific, USA). PeBep3na tpanckpurmniujy camo uadopmamnrone PHK omoryhena je
yrnotpedom onuro dT mpajMepa KOju KOMILIEMEHTApHO IMPETO3Hajy NOJIHaJIeHHHCKH HU3 Ha Kpajy
unpopmanuone PHK. IIpema mporokony, 5 ug PHK u 1 pl onuro dT npajmepa pactBopeHu cy y Boau
0e3 HykJeasa 10 ykymnHe 3anpemune ox 11 pl a morom um je nogaBana cmema pearenaca ca M-MuLV
peBep3HOM TpaHckpumnrtazoM, Hykineotuau (ANTP mukc), nunxuburop puboHykieaze u nydep 3a
peBep3Hy TpaHcKpunuyjy. Peakirona cmema 3anpemune 20 pl nakyoupana je 10 munyra na 25°C a
3atuM 15 munyta Ha 50°C, y3 Tepmunaimjy 5 munyra Ha 85°C y Tepmo06i0ky amapara MultiGene™
OptiMax (Labnet international Inc., Edison, USA). Konmentpaimja cDNA oxapehusana je
CHEKTPOHOTOMETPH]CKH.

AHaJM3a HUBOA reHcke exkcnpecuje kpanTutaTuBHuM PCR-om: ,,REAL-TIME*“ PCR
(gPCR).

»Real-time* nnu kBanTutaTBEU PCR (QPCR) oMoryhasa kBaHTH(pHKOBame npousBoaa PCR
peaknuje TokoM cBakor nukiyca PCR, ogHocHO y ,,peaniHom" Bpemeny. Bapujanta qPCR metoze
KO/ KOje c€ Kao MaTphIla 32 YMHOXKaBame crenuGuyHux (parMeHata KOPUCTH KOMIUIEMEHTapHa
JIHK noGujena peBep3HoM TpaHCKpHILIKMjoM, o3HadaBa ce kao qRT-PCR (,,quantitative RT-PCR®).

Y gqPCR, unTeH3uter (PyopecreHTHOT CHUTHaja KOJjU c€ JCTEKTYje y CBAKOM IUKIIYCY
JUPEKTHO je MpOonoplIMoHaiaH KoiauuuHU npousBoga PCR peakinuje y garom nukiaycy. Konnunny
HacTaJjor nmpou3Bojia Moryhe je KkBaHTH(UKOBATH TOKY €KCIIOHEHIIMjaIHe (aze peakije, Kajaa ce y
TOKY cBakor nukiyca konnunHa PCR nmpoaykra yaBocTpyuasa.

Texnuke kBantutatuBHOT PCR, pema Tuiy peareHaca koju ce Hajuemrhe KOpHCTe Cy:

1. SYBR Green

2. TagMan

HajjennocraBanja rexuuka qPCR jecte penaruBHa KBaHTU(PHUKAIIM]a 3aCHOBaHA Ha yIIOTpeOH
SYBR Green I uatepkanupajyhe 60je, koja ce Be3yje 3a Mainy Opazny asonanuyane J{HK.. bBynyhu na
noBehame Opoja uKITyca 10BoAu 10 moBehama komnuuHe npojandane JJHK, nomasu u 1o nosehama
MHTEeH3UTeTa (ryopecueHTHOr curHana, kora Ha 520nm emwuryje SYBR Green 1. OcHoBHHu
HEJIOCTaTaK OBE METOOJIOTH]E JECTE CMambEeHa CICITU(UIHOCT M TTOCICTUIHO MOTYNHOCT JETEKIIH]e
auMepa mpajMepa, Kao W JeTekinuja HecrenuduuHux npousBoga PCR peakmuje. 30or tora ce
crienn()UIHOCT peakiije MpoBepaBa aHaIM3UPAbeM KPUBE TOTUbEHA (,, melting curve analysis *).

TagMan merona 3acuuBa netekuujy PCR npoaykata Ha 5°—3’ er3oHykiea3sHoj akTHBHOCTH
TepMOCTaOMIIHE TOoMMepa3e. Y OBOM CIydajy, MOpen CHenu(PUIHHX IpajMepa, KOPHUCTH CE H
OJIMTOHYKJIEOTHIHA Mpoda Koja je KOMIUIEMEHTapHa YHYTpallkeM JeNly CEKBEeHIE OJi MHTepeca.
[Ipo0a je obenexxena Ha 5° kpajy HIyOPECIIEHTHOM PEIOPTEPCKOM 00joM J0K ce Ha 3’ Kpajy Halla3u
cy3bujajyha 60ja. Kanga cy pemoprepcka u cy3oujajyha 60ja mehycoOHo O6mucke u mpoba HHTAKTHA,
(bayopeciieHIMja ce He eMuTyje. TOKOM aMmrumMduKanmje, er3oHyKiIea3Ha akTUBHOCT TOJMMEpase
nerpazayje npoOy, To J0BOAM 10 (uryopecuupama pernoprepcke 6oje. TokoM HUKITyca, MHTEH3UTET
dbayopecrienimje he ce moBehaBaru, kao mociaeanIa aKkymysaiuje cao00aHe pernopTepeke 6oje.
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Komnunaa mpoaykata y QPCR Moke ce u3pa3suTH Kao amncolXyTHa BPEIHOCT MM Kao
penaTuBHO mMoBehame WM CMambemhe KONWYMHE MPOIYyKTa y ofHocy Ha pedepentHu. Crora,
pa3nuKyjy ce nBa npucryna kBantudukanuju PCR npoaykara:

® arcoJiyTHAa KBaHTH(UKaIHM]ja, Y KOjo] ce pe3ynTaT H3pakaBa Kao arncoixyTHU Opoj Komuja
uusbHe cekBeHue. Koj oBor Tuma kBaHTH(UKaluje, pe3yaTar ce noduja mnopehemem

MHTEH3UTETa (DIYOpECUEHIMje peakije Koja CaJpKu IHJbHY CEKBEHIy Cca CTaHIapHOM

KpUBOM, KOHCTPYHCAaHOM ca y30pluMa II03HaTe KOHIeHTpauuje (Hajuemrhe mia3zMugHa

JAHK);

e peraTMBHA KBaHTH(UKAIM]ja, KOJ KOje Ce pe3yaTar W3pakaBa y BUIY OJHOCA KOJMYMHA

y30pKa 0J] HHTepeca U peepeHTHOT, KaTnOPaTOPCKOT y30pKa. .

Kako Om ce m3berne rpemke A0 KOJUX MOXe JOhM y TOKY MOCTaBKE EKIIepHUMEHaTa,
HEOIXOJIHO j€ M3BPIIUTH HOpMalu3alujy A00MjeHuX nojataka. /loOujeHu pe3yataTd HOpMaIu3yjy
Ce TpeMa CHJOTCHOj KOHTPOJIH, KOja ce aMIUTH(UKYyje YIOpeIo ca CEKBEHIIOM Ojf WHTepeca.
EnnoreHy KOHTpoJly mpeacTaB/ba TI'€H KOJjU HMa CTa0WIHy ekcrpecujy, Oe3 o03upa Ha
EKCTIEpUMEHTAIHE TPETMAaHE.

PenartuBHa kBaHTH(]HKAalLIM]ja EKCIIPECH]e CEKBEHIIE 0/l HHTEpEca ce MOKEe PAaJUTH HA OCHOBY
penaTuBHE cTaHiapaHe kpuBe win kommapatuBHoM ddCt meromom (Livak i Schmittgen, 2001), Ha
OCHOBY KOj€ je Y OBOM pajly aHaJIM3HpaH CTENeH eKCIpecHje NpouHpIaMaTopHuX dakTopa.

3.5.1. OapehuBame excnpecuje S10044, S10048, S10049 u S1004A12 rena
npumeHom qRT-PCR mertope

Excnpecuja ¢axtopa undaamanuje onpehusana je npumenom qRT-PCR merone Ha Light
Cycler 480 Instrument Il ,,real time* PCR amapary (Roche Applied Science, Germany), ynorpedom
SYBR Green TtexHuke, a pe3yiratu cy oopahenu kommaparuBHoMm ddCt meronom. Kao enporena
KOHTpoJa je KopumrheH je reH 3a -akTiH. Ha3uBu u cexBeHIle pajMepa HaBeIeHH cy y Tabenn 2.

TemnepatypHu npoui peakuuje:

e 2wMmun/50°C

e 4 Mun/95°C

e 40 mukiyca:
= -15cek/95°C
= -1 mun/60°C

Tabema 2. CexBenie mpajmepa 3a ,real time PCR kBantudukaiujy rena 3a S100A4, S100AS,
S100A9 u SI00A12

IMpajmep CexBenna (5°-3’)
S100A4 forward TGTGTCTTCCTGTCCTGCAT
S100A4 reverse CCCAACCACAATCAGAGGAGT
S100A8 forward GGGATGACCTGAAGAAATTGCTA
S100A8 reverse TGTTGATATCCAACTCTTTGAACCA
S100A9 forward GGTCGAAAAGATCTGCAAAATTT
S100A9 reverse GGTCCTCCATGATGTGTTCTATGA
S100A12 forward CTGTGCATTGAGGGGTTAACATT
S100A12 reverse CGCAATGGCTACCAGGGATA
p-aktin forward CCTGGCACCCAGCACAAT
B-aktin reverse GCCGATCCACACGGAGTACT
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3.6. AHaIM3a HMBOA NIPOTEHHA

3.6.1. Western blot anain3a HUBOA NPOTEHHA

N3osanmja nporenHa. 3a H30Ja1Mjy YKYIIHAX IPOTEHHA U3 TPAHYJIONNTA, MOHOHYKJIEapa 1
HEL henuja, kopumihen je xmaman RIPA mydep 3a ausupame, (50 mM Tris-HCI pH 7,6, 150 mM
NaCl, 1% Triton x-100, 1% natpujym aeokcuxosnata, 0,1% SDS, 2 mM EDTA u 50 mM NaF), y
KOjU je I0JaT KOMEPIUjalHO IPUIIPEMJbEH KOKTeNl mHxuOuTopa mporeaza (1%) (Pierce, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), kao u uaxubutop docdaraza Na-oproBanamar (I mM) u
nuxuburop meranomnporeaza EDTA (5 mM). Onnoc xonuuune henuja u mydepa 3a nuszy Ouo je
1-10%henuja ma 1 ml RIPA mydepa. Ilocne 25 mumyra umukybaumje Ha 4°C, nmsatu cy
ueHtpudyrupanu 15 munyra Ha 10.000 g na 4°C. U3nBojeHu cynepHaTaHTu 4yBaHU cy Ha -80°C o
yrnotpebe. KoHnenrpanuja ykynaux nporerta oapehena je komopumerpjcku, BCA mukpomeronom
(Pierce, Thermo Fisher Scientific), cnekrpodoromerprjckuM MepermeM Ha 562 nm, Ha OCHOBY
CTaHJapJHE KpUBE JN0OMjeHe ymoTpeOOM Mo3HATHX KOHIIEHTpalrja ropeher cepym anbymuHa kao
CTaHIapa.

Enexrpodopesa u enekrporpancdep. Henocpenno npe u3Bohema enekrpodopese y3opiu
cy momemanu ca peaykyjyhum nmydepom 3a yzopke (250 mM Tris/HCI pH 6,8, 10% SDS, 30%
riutepost, 5% B-mepkantoeranon u 0,02% Opomdenon mwiaBo) y oanocy 4:1, 3arpeBaHu 5 MUH Ha
95°C, a 3aTtum oxmnahenu nog miasom Boje. OBako IPUIIPEMIBEHH Y30PIH CY OJMax KopullheHH 3a
u3Boheme enexkrpodopese. Y3opuu cy HaHomeHu Ha 12% akpunamunau ren aebsbune 0,8 mm u
pasaBajanu  SDS-PAGE enektpodopesom y penykyjyhum ycmosuma (Laemli, 1970), mpwu
KOHCTaHTHOM HarnoHy o 120 V toxom 1 yaca u 30 munyra (PerfectBlue™ Twin S system, PegLab
GmbH, Germany). Mosekyiacke Mace IpOTeHHCKUX (pakiuja ¢y oapehuBaHe Ha OCHOBY Ty)KHUHE
MyTOBamka MapKepa MaluxX MoleKyickux maca (Spectra™ Multicolor Low Range Protein Ladder,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Tlo 3aBpmieHoj enektpodopesu, pas3IBojeHH
NPOTEHHH Cy MONYyCYBUM enekrporpancdepom (PerfectBlue™ 'Semi-Dry Electro Blotter, PegLab
GmbH, Germany) npeHolieHn Ha MOJTUBHHWINACH TU(Iyopu MeMOpany BennunHe mopa 0,2 pum
(PVDF, Pierce, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) nipu 0,08 mA mo cm? rena Tokom 45
muHyTa. 3a Tpanchep kopumrhen je Towbin mydep pH 8,3 (0,025M Tris, 0,192 mM raumwms, 10%
METaHOI).

HNmynoo6J0T. 3a Onokupame HecnenuduyHOT Be3uBama kopuiiheHo je 4% pactBop
obe3mamnrthenor mieka y npaxy ca 0,5% Tween 20 y TBS (TTBS). bnokupame meMOpaHne u3BeaeHO
je y Tpajamy O] jeAHOT caTa Ha cOOHOj TemrepaTypu. MemOpaHe cy 3aTUM WHKyOupaHa ca
IpUMapHUM aHTUTENUMA y oAroBapajyhem pazonaxemwy y TTBS npeko Hohu Ha 4°C, Ha poTaliioHOM
uiejkepy. MemOpaHe cy 3aTHUM HCIUpaHe TpH IMyTa mo aecer muHyta y TTBS u unkyOupane ca
CeKYHJAapHUM aHTUTENIOM KomyroBanuMm ca HRP, nBa cara Ha cobHoj Temneparypu. MemOpane cy
noHoBo ucnupane y TTBS tpu nyra no necer munyta u jeaaom ca TBS 10 mus.

JleTeknmja mpoTeMHA. AHTHUTEIMMA OOENEKEHH TMPOTEHMHU BHU3YEIM30BaHU Cy Ha
ChemiDoc™ cucrtemy 3a Busyenusanujy (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA), mocie
uMHKyOaluje MemMOpaHe ca CHCTEMOM peareHaca 3a IojadaHy xemuiaymunucueHuujy (Clarity™
Western ECL Blotting Substrates, Bio-Rad, Hercules, USA) mnpema ymyrctBy mpowusBohaua.
JleH3utomMeTpHjcka KBaHTHU(HKAIMja MHTEH3UTea MPOTEMHCKUX Tpaka ypaheHa mpumeHoM Image
Lab™ codreepa (v. 6.0.0.25, Bio-Rad, Hercules, USA), a BpeqnHoCcTH 100UjeHe 3a IMIbHE IPOTEHHE
HOpMAaJIM30BaHe Cy Y OJHOCY Ha -akTuH. OBako g00MjeHe pelaTuBHE BPEIHOCTH KOpHIIheHe cy 3a
CTaTUCTHUKY 00pamy pe3yirara.
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3.6.2. UMyHOLIUTOXEMHjCKa aHAIN3a HUBOA NIPOTEHHA

[Ipenaparn nurocnuHoBa KopuimheHu cy 3a getekuujy nporenHa y HEL henujama,
rpaHyJIOUTHMa W MOHOHYKJIeapuma mnepudepre kpsu. hemmje cy cycnenpoBane y DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Biowest, Nuaillé, France) y xonmentpamuju 0,4 x10%/ml
Menujyma. Y TOCTYNKY Cy KOpHIIheHH OJIOKOBH ca JIBa LWJIMHIPUYHA OTBOPA UCHOJ KOJUX CY
nmocTaBjbaHe cTakieHe rouunie. [locne nentpudyrupama Ha 1000 rpm y Tpajamy oa S MUHYTA,
npemnapati cy 20 MUHyTa CylIeHH Ha COOHOj TEeMIIEpaTypH 3aTUM (PUKCHPAHH alleTOHOM,.

VY najseM pajay NpUMEHCHA je CTpeNnTaBUAMH-OMOTHH TpocTerneHa merona (LSAB+/HRP,
DAKO, Denmark) 3a wHIUpeKTHY AETEKIHjy IpOTEHHA ITOMONY CTpenTaBUAMHA O0€ICKEHOT
MEPOKCHIA30M peHa, mpeMa MoaudukoBanoM nporokory Guesdon u cap.(1979). Cee nponemype
CIIPOBEJICHE Cy IpeMa ynyTcTBy npousBohaya. Enyorena nepokcunasa 6i1okupana je 10 munyra Ha
coOHoj Temnepatypu y 3% BOICHOM pacTBOPY BOJOHUK Nepokcuaa. MHkyOamnuja ca mpuMapHUM
AHTUTEJIOM HM3BpIIIEHA je y BIaKHOj KOMOpH ToKoM Hohu. [IpumapHu aHTHCEpyMHU pacTBapaHu Cy y
komepuujaHoM pactapady (Cat. No. SO809, DAKOQ).V crnenehem kopaky y30piiu cy HHKyOUpaHH
30 muHyTa Ha CcoOHOj TeMmmeparypu ca OHOTHHU3UPAHHM aHTH-3€4jUM U aHTU-MUIIjUM
uMyHOroOynmuHuMa. HakoH Tora mpemapatd Ccy TpeTHpaHH Ha COOHOj TemIeparypu
CTPENTaBUIMHCKUM KOBYraTOM Ha IEPOKCUAa3y peHa y Tpajamy oa 30 munyta. M3mehy paznuuutux
KOpaka IMYHOLIMTOXEMHU]CKOT 0ojema npenapatu cy ucnupanu y 0,01 M ocdaraom mydepy, pH
7,4. Ynorpebom DAB+/kurta (Code No. K3468, DAKO) y3opiu cy aeceT MUHYTa HHKYOHpaHU Y
pactBopy cymncrpar-xpomorena (3,3’-nuamuHo-0eH3uauH tetpaxuapoxiopun 1 H202) na coOHOj
temneparypu. [locie koHTpacTHpama Mayer-oBUM XeMaTOKCUIMHOM, IIpenapaTH Cy MOHTHPAHH Y
Bojienu meaujym (Aquatex- OC 261903, Merck, Germany).

Kao HeratuBHa KOHTpOJIa UMYHOLIMTOXEMH]CKOT 00jerba MapalielHO Cy KOpUIINEeHN Y30pIu
UCIIUTHBaHUX hemrja Koju cy yMecTo MPUMapHUM aHTUTEIOM TPETHPAHU HEUMYHHUM CEPYMOM.

3.7. AMyHOXHCTOXeMHjCKA aHAJIN3a

HuBou mporenHckux Mapkepa uMH(pIamalje aHalIu3upaHU Cy Ha y30pIlMMa TKHBa KOCTHE
cpku MIIH mnamujeHata ¥ KOHTPOJIHMM Yy3opuuMma. Y Ty CBpXy KopuilheHa je WHIUpPEKTHa
TpOCTelneHa cTpentaBuinH—OonoTuH Merona aerekiuje (LSAB+/HRP kut, DAKO).

[Ipe camMor UMyHOXHCTOXEMH]CKOT O0jema TKUBHU Mpecenu ae6spuHe 5 um cymeHu cy 60
MHUHYTa Ha Temrneparypu oa 56°C, a 3aTuM enapauHUCAHN Y KCUICHY U PEXUAPUPAHU KPO3 CEpHUjy
ankoxoia omanajyhe konmnentparuje (100%, 96%, 70%).

Jlemackupame aHTHIeHa. Y TIpolecy (uKcaiuje U Kalylibemha TKHBa (popMangexus u
napaduH J0BOJIE A0 CTEPHHUX MMPOMEHA MpoTerHa U (popMupama HHTepMOJIeKyIapHiX Be3a. OBo 3a
MOCTIeTUIy MOYKE UMAaTH MAacCKUpPamke aHTUTeHA Tj. CMalbeHy CeHU(UIHOCT UMYHOXUCTOXEMHU]jCKOT
0ojerba. Y MY JeMacKHUpama aHTUTeHa MpernapaTd MoToIUbeHN y 1uTpaTHu mydep pH 6 (Target
Retrival Solution, Code No. S 1700, DAKO) u 3arpeBanu y MukporanacHoj pepuu (560 W) y Toky
21 muHyTa. OBaj MOCTYMAK JOBOIH 10 KH/Iakha HHTEPMOJIEKYIapHHX Be3a, yKnamama Cat momohy
[UTpaTa U OOHAaBJbaKa CTEpHE KOHPUTYpallHje aHTUTEHA.

Iloctynak Oojema. Ilo nemapadwmHM3anMju Tpenapara W JeMacKupamy aHTUTEHA,
OnmokupaHa je eHjporeHa mepokcungaza 3% BogeHuUM pactBopoM HpO2, meceT MuHyTa Ha COOHO]
temrneparypu. MHKyOamuja mpeceka ca MpuMapHUM aHTUTEIIOM M3BpIIICHA j€ Y BIIa)KHO] KOMOPH, Ha
coOHOj TeMIepaTypH, TokoM Hohu. [Ipecenu cy rmocne Tora MHKyOUpaHu ca OMOTUHU3UPAHUM aHTH-
3€4jUM U aHTHU-MUIIJUM UMYHOTJIOOYJIMHMMA Ha COOHO] TeMmrepaTrypu y Tpajamy onx 30 MuHyTa.
ITpecemnu cy 3atum 30 MUHYTa TPETUPAHU CTPENITABUANHOM KOBYTOBAHUM Ca MEPOKCUIA30M PEHa,
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Ha COOHOJj TeMIiepaTypu. 3a UCITUpamke pernapara TOKOM HMYHOXHUCTOXEMH]CKOT 00jera KopuliheH
je 0,01 M docharan nmydep pH 7,4, a 3a pacTBapame MpPUMApHUX AHTHCEPYMa KOMEPIIHjaIHU
pactBapau (Cat. No. SO809, DAKO). Ynorpe6om DAB+/kura (Code No. K3468, DAKO) npeceru
Cy MHKYOMpaHH Ha COOHOj TEMIIEpaTypH Y pacTBOpY CyrcTpar-xpomorena (3,3’ -nuaMuHo-0eH3uAnH
terpaxuapoxiopun u H202), y Tpajamy on aecer munyra. [locne koHTpacTpupama Mayer-oBUM
XEMaTOKCHJIMHOM TIpenapaTd ¢y MOHTHpaHu y BojaeHu meaumjym (Aquatex- OC 261903, Merck,
Germany).

KonTpoJa kBajuTeTa u cneii(puIHOCTH UMYHOXHCTOXEMHUjCKOT 00jera.

[Ipenapat mujenonpoirdepaTUBHUX HEOIIa3MHU KOJ| KOJUX j€ eKCIpecHja OMOJOLIKUX
Mapkepa Beh paHuje 1oka3zaHa KopulIheHH Cy Kao MO3UTUBHU KOHTPOJIHU y3opiu. OHH Cy paHuje
BUIIECTPYKO TECTHPAHH U JIOKA3aHO CaJpXKe UCITUTHBAHE aHTUIEHE, & TPETHPAHH Cy Ha UCTH HAYUH
Ka0 M y30pIHY MalfjeHaTa 1 KOHTPOJIHH Y30PIIH.

TKUBHHM y30pLIM HCIIUTHBAHUX HEOIUIa3MH KOjH cy 00jeHH IapaiesiHo ca y30pLUuMa Ha KOjuMa
ce JIoKasyje eKcrIpecHja OMOJIOIIKMX MapKepa, ajlil Cy TPETHPaHW HEUMYHUM CEPYMOM YMECTO
NPUMapHOT aHTUTEa KOpUIIheHH Cy Kao HeraTHBHA KOHTPOJIa HMYHOXHUCTOXEMHU]jCKOT Oojerba.

Tabena 3. Ilpumapna antutena kopumthena 3a ekcnepumente (WB-Western blot; ICH-
umyHonuroxemuja, IHH- umyHOXHCcTOXEMU]ja)

IIpumapna
AHTUTEJIAa
MM Karanomku
ITopekio (kDa) Merona o ITpouzBohau
ST00AY TRV, :’(\:'E L3018 Cell Signaling
(D9F9D) IgG IHHl Technology
St 3e1], MOHOKJIOHCKO HHE:
(MRPS) = e 11 ICH, ab92331 Abcam
(EPR3554) g IHH
S100A9 3e1], MOHOKJIOHCKO B
(EPR3555) G 13 ICH, ab92507 Abcam
IHH
3 WB, Elabscience
S100A12  [eadcan s M ] ICH,  E-AB-11562 .
IgG IHH Biotechnology
NFKB p63 3e11, TOJUKIOHCKO
Antibody (F- = e 65 WB sc-8008 Santa Cruz
6)
Phospho-NF-
kB p65 3el1, MOJHUKIOHCKO Cell Signaling
(Ser536) IgG & = e Technology
(93H1)
SCIRL G My, 45 WB MAB8929  RnD systems

(937215) MOHOKJIOHCKO [gG
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Tabema 4. CexkyHmapua antutTena kopuiithena 3a ekcnepumente (WB-Western blot; ICH-
umyHonuroxemuja, IHH- umyHoxucroxemuja)

CexkyHaapHa aHTHUTeJIA

[Topexio Merona  Katanomku 0poj [Ipoussohau
AR K032, TTOJIUKJIOHCKO Elabscience
KOHYTOBAHO ’ 4G WB E-AB-1003 Biotechnolo
aHTH 3e4Yje 9 gy
HRP .
K034, IMOJUKJIOHCKO Thermo Fisher
KOHYTOBaHO e WB 31430 Scientific

AHTH MHUILIje

Tabena 5. LIUTOKMHU 1 MHXUOUTOPU CUTHAITHUX ITyTeBa KOPUIITNEHU Y eKCTIEpUMEHTHMA

HNHuTepiaeykuH / nHXUOUTOP H3Bop Karasiomku 0poj IIpousBohau

XyMaHU peKOMOUHAHTHH
IL-6

Xymau pfl'_‘f’ll‘gﬁ““a“““ E. coli 130-093-948 Miltenyi Biotec
Cell Signaling
LY294002 CHUHTETHYKHU 9901S Technology
JSH-23 CHHTETHYKH J4455 Sigma-Aldrich
CHUHTETHYKH 11609 Cayman Chemical

3.8. Craructuuka odpana pesyJrara

E. coli 130-095-365 Miltenyi Biotec

JloOujeHn pe3ynTaTé NMpHKa3aHUu Cy Kao Cpelra BPEIHOCT + CTaHAapIHa JeBHjanuja. Y
CTaTHCTHYKO] aHATW3W IMojaTraka KopuirheH je mporpam SPSS22. 3a craTHCTHUKy aHAIH3y
npUMeheHa je jeHocMepHa aHanu3a Bapujance (ANOVA), a oarosapajyhu post hoc tect (Dunnett’s
posttest) yrmoTpebsbeH je y ciydajy CTaTHCTHYKE 3HAYAjHOCTH, 3a MPOICHY 3HAYAJHOCTH Pa3JIUKe

nu3Mely ucnutuBaHux rpyna. CTaTUCTHUKM 3HaYajHOM PA3JIMKOM cMaTpaHe cy cienehe BpenHocTu:
*p < 0,05, **p < 0,01 u ***p < 0,001.
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4. PE3YJITATH

4.1. HuBo excnpecuje S1004 rena y rpanyinouutuma MITH naunujenara

OnpehuBame nHuBoa ekcrnpecuje S100A rena y rpanynonutuma MIIH mnamnujenara
CIPOBEICHO j& Ha rpylama oj 1o 5 maijeHara 1o IujarHo3u y ogHocy Ha JAK2 MyTallmoHH CTaTyc
npumenoM JPCR kome je mpeTrxoaniia peBep3Ha TPAaHCKPHIIIIH]a.

4.1.1. HuBo excnpecuje S100A4 rena y rpanyjonutumMa nanujesara sa MITH y

oaHocy Ha npucycTBo JAK2V617F myranmuje

V rpanynonuTrMa namyjenara cse Tpu pazimmunte MITH nujarsose xao u y oiHoCy Ha cTartyc
JAK2V617F, paznuka y ekcripecuju S100A4 y ogHOCY Ha KOHTPOITY HHje OHJia CTAaTUCTHYKY 3HAYajHA
(rpadukon 1). be3 063upa Ha 0JCYCTBO CTATUCTHUYKH 3HAYAjHE PA3IMKE MOXKE Ce MPUMETHTH Ja je
HuBo rencke ekcrnpecuje S100A4 nHajsehu y rpynu namnujenara ca ET xeTepo3uroTHum cratycom,
3atuM koj 1B nmammjenara ca XeTepo3UrOTHUM CTaTyCOM JIOK je HajMambH KoJ nanujeHata ca [IM®
XETepO3UTOTHUM cTaTycoM (rpadukoH 1).

Huso excnpecuje S100A4 rena y rpanyinouutuma MITH
nanujeHara

3 -
2,5 -

2
15 -

| I
05 I

0 : :

IIB xomo  IIB x13 ET xT3 IM® 0 HM(I) x13 [IM® xomo Kontpoua

I'paguxon 1. Huso excnpecuje S100A4 rena y rpanynonuruma MITH ogHocy Ha npucycTBO
JAK2V617F myramuje
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4.1.2. HuBo excnpecuje S100A8 rena y rpanynouutuma nanujenara sa MIIH y

oaHocy Ha npucycTBo JAK2V617F myranmje

Hugo excnpecuje S100A8 rena y rpanynountuma MITH onnocy Ha nmpucyctso JAK2V617F
MyTallije HUje MoKa3ao 3HayajHy CTATUCTUYKY Pa3JIUKy y OJHOCY Ha KOHTpoiy (rpadukoH 2). bes
0031pa Ha OJICYCTBO CTaTHCTHYKHM 3HAYajHE pa3IMKe MOXE C€ NMPUMETUTH Ja jé HUBO T'CHCKE
excripecrje S100A8 najpehm y rpynu manmjenara ca I1B xeTepo3uroTHuM craTycom, 3aTHUM KOJ
narnujenara ca [IB XOMO3UTrOTHUM CTaTycoM JOK je HajMamu Koj nmanujeHara ca ET xerepo3uroraum
cratrycoM (rpadukon 2). HuBo rencke exkcrnpecuje S100A8 y rpanmynomutuma [IM® rpyme
nalujeHara je HemTo Mano Behu y nopehemy ca KOHTPOJIHUM y30piuma (TpaukoH 2).

Hugo excnipecuje S100A8 rena y rpanynounuruma MITH
nagujeHara

. L m

O T T T T
IIB xomo  IIB xT3 ETO ET x13 IM® 0 IIM® x13 [IM® xomo Konrpona

I'paguxon 2. Huso excrpecuje S100A8 rena y rpanynonuruma MITH ogHocy Ha npucycTBO
JAK2V617F myranuje

4.1.3. HuBo excnpecuje S100A9 rena y rpanynouutuma nanujenara sa MIIH y

oaHocy Ha npucycTtBo JAK2V617F myranmje

Huso excripecuje S100A9 rena y rpanynonutuma MITH ognocy Ha npucyctso JAK2V617F
MyTalfje HHje N0Ka3a0 3HayajHy CTaTHUCTHYKY Pa3jIMKy Y OJHOCY Ha KOHTpoiny (rpadukoH 3). be3
0o03upa Ha OJACYCTBO CTAaTUCTHYKM 3HAYAJHE Pa3lIMKE MOXKE C€ MPHUMETHTH Ja je HHUBO TCHCKE
excrpecuje S100A9 nHajehm y rpynu nammjenata ca IIB XOMO3HTIOTHHUM CTaTycoMm, 3aTHM KOJ
nanujeHata ca [IM® XOMO3MUTOTHHM CTaTycoM JIOK je HajMamu Koj manujeHata ca ET
XETePO3UTOTHUM CcTaTycoM (TpadukoH 3).

33



Hugo excnpecuje S100A9 rena y rpanynouuruma MITH

6 - namujeHara
5 -
4 -
3 -
. | |
Hhn .
: == i

B xomo  [IB x13 ETxrs  IM®0 [M® xr3 TM® xomo Kontpoua
-1 -

I'paduxon 3. Huso excripecuje S100A9 rena y rpanynonuruma MITH ogHOCY Ha IPUCYCTBO
JAK2V617F myranuje

4.1.4. Huso excnpecuje S1I00A12 rena y rpanyiouutuma nauujenara sa MIIH y

oaHocy Ha npucycTBo JAK2V617F myranuje

Hugo excnpecuje S100A12 rena y rpanynonutiama MITH ogrocy Ha nmpucycto JAK2V617F
MyTalje HHUje M0Ka3a0 CTaTUCTUYKM 3HAuajHy pasjMKy Y OJHOCY Ha KoHTpouy (rpadukoH 4). be3
0031pa Ha OJICYyCTBO CTAaTHCTHYKHM 3HAYajHE pa3jIMKe MOXKE C€ NMPUMETUTH Jla jeé HUBO TEHCKE
excrpecuje S100A12 najsehu y rpynu ET nauujenata 6e3 myrauuje y JAK2V617F reny, 3aTum kKon
narujeHaTa ca [1B XxeTepo3uroTHuM cTaTycoM JIOK je HajMamu Ko naujeHara ca [IM® (rpadukon
4).
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Hugo excnpecuje S100A12 rena y rpanygountuma MITH
nagujeHara
6 .
5 i
4 -
3 | “'
2 i
1 i
0 T \
IIB xomo  IIB x13 ET xT13 HMLI) 0 IIM(i) x13 [IM® Kourpoaa
1 X0MO

I'paduxon 4. Huso excripecuje S100A12 rena y rpanynouutuma MITH ogHOoCy Ha pucycTBO
JAK2V617F myranuje

4.2. llporenHckH HUBO HHpIamMaTOpHuX ¢akTopa koa nauujeHara ca MIIH oapehen
Western blot meToxom

[Tporennckn HuBO ¢aktopa uHbpnamanuje S100A4, S100A8, S100A9 u S100A12
ananmusupan je Western blot metoom y rpanynonutuma MITH nanmjenara, y o1HOCY Ha IPUCYCTBO
JAK2V617F myranuje.

4.2.1 HuBo S100A4 nporeuna y rpanyaouutuma MITH nauujenara y oqnocy Ha
npucyctBo JAK2V617F myranuje

3a Western blot ananusy auBoa S100A4 nporenna y rpanynouuTuMa nanujeHara ca MITH
kopuniheHo je 16 y3opaka marujenata ca [1B, 16 y3opaka manmjenara ca ET, 16 y3opaka nanujenara
ca [IM® u 8§ 3apaBux koHTpona. On Tora, 3a [IB onabpano je mo 8 mamujenara ca JAK2V617F
MyTaIlMjOM y XOMO3WUTOTHOM W XETepO3UTroTHOM cramy, 3a ET 8 y3opaka ca myranujom y
XEeTEepPO3UTOTHOM cTamy U 8 6e3 myranuje, a Takohe u 3a [IM® (8 6e3 JAK2V617F myranmje u 8
XETepO3UToTa).

VY oxgHocy Ha KoHTpoiHe y3opke, HuBou S100A4 mpoTenHa mokasyjy moBehame KoJ CBUX
nujarnoza MITH. Kox nanujenata ca [1B nujaraosom, kao u cBux namnujenara ca ET u [IM® youaBa
ce craructnuku 3Ha4yajHo nmoBehan HuBo S100A4 mpotenna (**p<0,01), 6e3 063upa Ha IPUCYCTBO
JAK2V617F mytanuje (rpadukoH 5).
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1.8 1 Huro S100A4 npotenna y rpaHyJJonuTHMAa
1,6 - MIIH nauujeHara v 3IpaBUX KOHTPOJIA  ** »
14 - **
1’2 | I y *%
1’0 | * %
0,8 - {
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘
Kontposna IIB xomo IIB x13 Mo g IIM® x13 ET x13 ETQO

I'pa¢uxon 5. Huso S100A4 nporenna y rpanynountuma MITH nanujenara u 31paBux KOHTpOJIA y
onHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myranuje (**p<0,01). 3a Hopmanu3zanujy pezyirara kopuiheHn
je tERK

4.2.2 Huso S100A8 nporeunna y rpanyaouutuma MITH nanujenara y oqnocy Ha
JAK2V617F myTauujy

Western blot ananusa muBoa S100A8 mportewHa y rpany/onuTHMa mandjeHara ca MITH
ypahena je Ha 16 y3opaka nauujenara ca [1B, 16 y3opaka nanujenara ca ET, 16 y3opaka nauujeHara
ca [IM® u 8 3apaBux koHTposa. [Ipu Tome, 3a [1B omabpano je mo 8 mamujenara ca JAK2V617F
MYTaldjoM Y XOMO3HIOTHOM M XeTepo3urotHom cramy, 3a ET 8 y3opaka ca myrammjom y
XETepO3UTOTHOM CTamy U 8 0e3 myraruje, a Takohe u 3a [IM® (8 6e3 JAK2V617F myranumje u 8
XETEepPO3UT0Ta).

Kox marmmjenata ca I1B x13 u [1B XoMo0 nujarno3om youasa ce nmosehame HuBoa S100A8,xoje
j€ y OIHOCY Ha KOHTPOJIHY TPYIy CTaTUCTHYKH 3Ha4ajHO (***p<0,001), kao u KO/ KO/ MarujeHara
ca ET ca JAK2V617F myTtanujom y XeTepo3UroTHOM CTamy (TpadukoH 6).
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Hugo S100A8 nporeuna y rpanyiaouuruma MITH
nanujeHara u 3[paBuX KOHTPOJIa

3,0

2,5

* %k %k
* %k %k
* %k k%

2,0

1,5

1,

O’ i

0,0

Kontpoaa IIBxomo IIBxr3 IIM® J IIM® x13 ET x13 ETO

o

ol

I'paguxon 6. Huso S100A8 nporennay rpanymnonuruma MITH nmanujenara u 3apaBux KOHTpoIa y
onHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myranmje (***p<0,001). 3a HopManu3anujy pesyiarara
kopurher je tERK

4.2.3. Huo S100A9 npoteuna y rpanyiaouutuma MITH nanujenara y onnocy Ha
JAK2V617F myTauujy

3a Western blot ananu3y muBoa S100A9 nportenHa y rpanynonnTuMa mnamujeHara ca MITH
kopuirheHo je 16 y3opaka manujenara ca [1B, 16 y3opaka manujenara ca ET, 16 y3opaka namnujenara
ca [IM® u 8 3apaBux koHtpona. O tora, 3a [1B onabpano je mo 8 manujenara ca JAK2V617F
MYTaIjOM Y XOMO3WTOTHOM M XETepOo3WroTHOM cramy, 3a ET 8 y3opaka ca myrammjom y
XETepO3UTOTHOM CTamy U 8 0e3 myramuje, a Takohe u 3a [IM® (8 6e3 JAK2V617F myranuje u 8
XETEPO3UTOTA).

Kon csux MIIH mnamujenara, HuBo S100A9 mportemHa moBehan je y ogHOCY Ha 3/paBe
kouTposie. Hueo S100A9 mporenHa CTaTHCTHYKM je 3HA4ajHO MoBehaH koj manujeHata ca I1B
nujarHozoM (**p<0,01), xkao u xon cBux mnamujeHara ca ET ca JAK2V617F wmyramujom y
xerepo3uroTHoM ctamy (**p<0,01) u ET 6e3 JAK2V617F myranuje (*p<0,05),a rakohe u kox [IMD
nanujeHata 6e3 JAK2V617F myrauuje (**p<0,01) u ca IIM® xT13 crarycom (*p<0,05), (rpaduxon
7).
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Huso S100A9 nporeuna y rpanyaouutuma MITH
nanMjeHara u 3paBUX KOHTPOJIa

1,6
1,4 o

** I *
1,2 ] ok

10 I I o :
0.8
0,6
0.4
0,2
0,0

Kontposia IMBxomo I[IBx13 I[IM®J I[IM® xr3 ET x13 ETO

I'pa¢uxon 7. Huso S100A9 nporenna y rpanynountuma MITH nanujenarta u 31paBux KOHTpoJa y
oxHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myraruje (**p<0,01; *p<0,05). 3a Hopmasu3aiujy pe3yarara
kopuihed je tERK

4.2.4. Huo S100A12 nporenna y rpanyjouuruma MITH nauujenara y ogHocy
Ha JAK2V617F myraumjy

Western blot ananusa auBoa S100A12 mpoTenHa y rpaHyinonuTuMa nanujenara ca MITH
ypahena je Ha 16 y3opaka nanujenara ca [1B, 16 y3opaka nanujenara ca ET, 16 y3opaka mamujenarta
ca [IM® u 8 3apaBux xoHrtpoiaa. Ilpu Tome, 3a I1B ogabpano je nmo 8 mauujenara ca JAK2V617F
MyTaIlMjOM y XOMO3WUTOTHOM W XETepO3UTroTHOM cramy, 3a ET 8 y3opaka ca myranujoMm y
XEeTEepPO3UTOTHOM cTamy U 8 6e3 myranuje, a Takohe u 3a [IM® (8 6e3 JAK2V617F myranuje u 8
XETEepO3UToTa).

Kox ceux MITH nanujenara, HuBo S100A12 nporenna Behu je y oAHOCY Ha 3/IpaBe KOHTpOJIE.
Craructnuka 3HauajHOCT(*p<0,05) nocturnyra je jenuno y rpynu ET nanmjenarta 6e3 JAK2V617F
MyTaluje, JOK Y CBHUM OCTaJuM CllydajeBMMa OBa pasjilKka HHMje OWia CTaTUCTHYKU 3HAYajHa

(rpaduxon 8).
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2,0 - Huo S100A12 npotenna y rpaHyJonuTuMa
18 MIIH nanujeHara u 31paBUX KOHTPOJIA
1,6 -
14 *
1,2 -
g
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0
Koutpora  TIB xomo B x13 IM® @  MOM&xrs  ETxr3

I'paduxon 8. [Tporenncku HuBo S100A 12 y rpanynonuruma MITH nanujenara u 3apaBux
KOHTpoJIa y ogHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myranuje (*p<0,05). 3a Hopmanmu3aiujy pe3ynrara
koputrhe je tERK

4.3. OnpehuBame HUBOA HHPIaMaTOpHUMX PakTopa koa MITH nanujenara npuMeHom
HMYHOIIUTOXEMHjCKe MeTO/1e

HMmyHouuTOXEMMjCKa aHalM3a NPOTEMHCKUMX HHUBoa ¢akTopa uHbnamanuje S100A4,
S100A8, S100A9 u S100A 12 BpiieHa je Ha TUTOCTTUH penapaTuma rpanynonura MITH narmjenara
(o meT y30paka IIUTOCIIMHOBA Y CBAaKOj IpyIu) y ogHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myranyje.

4.3.1. bpoj umyHopeaktuBHux S100A4 heamja y rpanyronuruma MITH
nauujenara y oqnocy Ha JAK2V617F myranmjy

Amnanuza HuBoa S100A4 npoTernHa UMYHOITUTOXEMHU]CKOM METOIOM Y rparyionuTuma MITH
nalyjeHaTa rnokasaia je 3Ha4ajHo cMameme 0poja S100A4 no3utuBHUX henMja Ko CBUX MalyjeHara
ca [1B aujarHoszom (***p<0,001) (rpadukon 9, ciauka 9).

Kon ET mamujenata Huje 3a0enexeHa CTATUCTHYKM 3HavajHa paznuka y Opojy S100A4
MMyHOpeakTUBHUX henuja y mopehemy ca kontponama (I'paduxon 9).

Kox IIM® mnamujenara, 6poj S100A4 mo3utuBHMX henuja 3HA4ajHO CMamEeH KOA j€ KOA
narujenara 6e3 JAK2V617F myranwmje (***p<0,001) (rpadukon 9, ciuka 9).
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bpoj umynopeakTuBuux S100A4 hesqmja y rpanyiouuTuma
MIIH nanujenara u 31paBuX KOHTPOJIa

70
60
50

40 " { {

30 **k*k *hk
20 [
0 L

Kontpona IIBxr3 IIBxomo ET0 ET xr3 IIM® 0 IIM® x13 [IM®D
XOMO

I'paduxon 9. bpoj umynopeaktuBanx S100A4 henuja y rpanynonutuma MITH nmanujenara u
KOHTPOJIHMX y30paka y ojHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myraunje (p***<0,001)

Cauka 9. Huso S100A4 npoTenHa Ha HUTOCHIHH MperapaTuMa rpanyaonuTa ko kontpona (a), ET

6e3 mytaruje (0), ET x13 (B) u [IM® x713 (T). YBenuuame x40 (a,0,B,T).
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4.3.2. bpoj umyHopeaktuBHux S100A8 hesmja y rpanynonuruma MITH
nauujenara y oqnocy Ha JAK2V617F myranmjy

Nmynoruroxemujcka ananusa HuBoa nporenHa S100A8 y rpanynonutuma MITH narujenara
CTpoBeJieHa je Ha YKyHO 37 y3opaka onx tora 4 xoHTponHa y3opka, 10 IIB manujenara (mo 5
xomo3urora u xereposurora), 13 IIM® (5 y3opaka 6e3 JAK2V617F myranuje u mo 4 xomo u
xereposurora) u 8 ET y3opaka (110 4 XOMO U XETEpO3UT0Ta).

Craructruku 3Ha4ajHo Behu 6poj S100A8 umyHopeakTuBHUX henuja 3a0eNeKeH je y rpynu
ET xereposurotanx u [IM® xomo3urotHux ucnuranuka (*p<0,05), 10K y CBHM OCTaIMM TpyriaMa
Ta pasjKa HUje Ouja CTaTUCTHYKK 3HavajHa (rpadukon 10, couka 10).

Bbpoj nmynopeakruBunx S100A8 hesnuja y rpanyiouutruma

120 .
MIIH nanujeHara v 34paBuX KOHTPOJIA

*

100
80 I
60 [ [ 1
40
20

Kontpona IIB xT13 IIB xomo ET0 ET xr13 IM® 0 IIM®P xr3 [IM®P xomo0

I'paguxon 10. bpoj umynopeaktuaux S100A8 henuja y rpanynouutuma MITH nanujenara u
KOHTPOJIHHX y30paka y ojJHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myramuje (*p<0,05).
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Cauxka 10. Huo S100A8 npoTenHa Ha IIUTOCIUH MpenapaTiMa IrpaHyJIouuTa Koj
kouTpona (a), ET 6e3 myrammje (6), ET x13 (B) u [IM® xomo (). YBenuuame x40 (a,0,B,T).

4.3.3. bpoj umyHopeaktuBHux S100A9 hesmnja y rpanynouuruma MITH
nanujenaray oqnocy Ha JAK2V617F myranmjy

Nmynormroxemujcka ananusa HuBoa S100A9 y rpanynonuruma MITH namnujenara y ogHocy
Ha JAK2V617F myTanujy cupoBesieHa je Ha YKYIHO 35 y3opaka, o] Tora 5 koHTpo:ia, 9 I1B y3opaka
(4 xomo3orora u 5 xereposurora), 9 ET y3opaka (5 y3opaka 6e3 JAK2V617F myrammje u 4
xereposurota) 1 12 [IM® y3opaka (3 y3opka 6e3 JAK2V617F myrauuje, 5 y3opkaka ca JAK2V617F
MYTAIlMjOM Y XETEePO3UTOTHOM U 4 y30pKa Y XOMO3UTOTHOM CTamby).

VY cBum rpynama MITH nanujenara 3a6enexen je nosehan 6poj umyHopeakTuBHux S100A9
henunja y omHocy Ha KoHTpoay (rpadukon 11, cnuka 11). ¥V rpynu [1B nmanujenara paznuka y 6pojy
umyHopeakTuBHUX S100A9 henuja y oHOCY Ha KOHTPOJY HUje OMja CTAaTUCTUYKH 3HAa4YajHa, 10K je
y rpynu ET 6e3 JAK2V617F myranuje u ET xerepo3uroTa 3a0enexeH CTaTHCTUYKH 3Ha4ajHO Behn
Opoj uMyHOpeakTuBHUX henuja y omqHocy Ha koHTpouy (p<0,05) (rpadukon 11, ciuka 11).
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Bpoj umynopeaktuBaux S100A9 hesnmja y rpanyaouuruma MITH
NalnujeHara u 3ApaBUX KOHTPO.JIa

90 * k%
80 . {
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0
Kontposa IIB xt3 IIB xomo ET xr3 IIM® 0 IIM® x13 [IMO®
X0MO

I'paguxon 11. bpoj umynopeaktusuux S100A9 henuja y rpanynonuruma MITH nmanujenara u

KOHTPOJIHMX y30paka y oiHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myrauuje (*p<0,05; ***<0,001).

Camka 11. HuBo S100A9 mpotenna Ha NUTOCTIMH Tipeniapatuma rpanyiornuta koa ET 6e3
mytanyje (a), ET x13 (6), [IM® x13 (B) u [IM® xomo. YBenuuame x20 (a,0); x40 (B,r).
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4.3.4. bpoj umyHopeakTuBHMX S100A12 henumja y rpanysoumTuma MITH
nauujenara y oqnocy Ha JAK2V617F myranmjy

Nmynomuroxemujcka ananmza HuBoa S100A12 y rpanmymonutuma MITH manujenara y
onnocy Ha JAK2V617F myranujy cripoBeneHa je Ha ykynHo 40 y3opaka, o Tora 5 kontpona, 10 I1B
y3opaka (5 xomo3orota u 5 xereposurota), 10 ET y3opaka (4 y3opka 6e3 JAK2V617F myranuje u 6
xerepo3urota) u 15 [IM® y3opaxka (6 yzopaka 6e3 JAK2V617F myranuje, 5 yzopaka ca JAK2V617F
MYTAIAjOM Y XETEPO3UTOTHOM U 4 y30pKa Y XOMO3UTOTHOM CTamby).

VY rpymu IIB nanmjenara, 6poj S100A12 no3utuBHUX henuja cTaTHCTUYKM je 3HAYAjHO
cMameH ko manujeHata ca JAK2V617F myrarujoMm y XOMO3UTOTHHOM U XETEPO3UTOTHOM CTamby
(***p<0,001). Taxohe, kog [IM® XOMO3WUTOTHHX TalWjeHAaTa MOKa3aHA jé BUCOKO CTATUCTHYKU
3Ha4yajHa paznuka (***p<0,001) y Opojy S100A12 umyHOpeakTHMBHMX henamja y OJHOCY Ha
KOHTPOJIHY rpyny (rpadukon 12, ciuka 12).

VY rpymu ET nanumjenara 6e3 JAK2V617F myranuje 6poj S100A12 nosutuBHuX henuja
3Ha4ajHoO je noBehan (*p<0,05) y ogHOCY Ha KOHTPOIHY rpymy (rpadukon 12, ciuka 12).

Bpoj umynopeakTuBHux S100A12 hesmja y rpanyiouuTuma

120 MIIH nauujeHara u 31paBuX KOHTPOJIA
100 I

80

60

I
40
" i i
0
Konrposna IIB xr3 IIB xomo ET0 ET xr3 I[IM®0 IIM® x13 [IM®D

XOMO

I'paguxon 12. bpoj umynopeaktuBaux S100A12 henuja y rpanynonutuma MITH nanujenarta u
KOHTPOJIHHX y30paka y ogHocy Ha pucyctBo JAK2V617F myrammje (*p<0,05; ***<0,001).

44



: . Fgw

Camka 12. HuBo S100A12 npoTenHa Ha ITUTOCTIMH MperapaTiMa IPaHyJIONHUTa KOHTPOJIHOT
y3opka (a), ET 6e3 myramuje (0) u [IM® xomo. Yeenmnuame x40 (a,0,B).

4.4. bpoj umyHopeakTuBHuX heanja unduaamaropuux ¢axkropa Koa MIH nanujeHaTa
A00MjeH MPUMEHOM HMYHOXHCTOXEMHjCKe MeTo/ae

HNmyHoxuctoxeMmujcka aHanusa HuBoa (akropa nngpiamanuje SI00A4, S100AS8, S100A9 u
S100A12 cripoBeneHa je Ha y3opuuMa KoctHe cpxxu MITH narnujenata u 5 KOHTpOJIHUX y30paka. 3a
npoueny HuBoa S100A4 nporerHa U3BpIICHO je 60jeme 36 y30pka KocTHE cpxku o1 uera 10 y3opaka
I1B (5 xomo3uroTHux u 5 xerepo3urotHux), 10 yzopaka ET (6 6e3 JAK2V617F myranuje u 4
xerepo3urotHux), 11 ysopaka IIM® mnanujenara (mo 4 ysopaka 6e3 JAK2V617F wmyranwyje,
XETEPO3UTOTHUX M 3 XOMO3HUT0Ta) U 5 KOHTpPOJIA.

3a npoueny HuBoa S100A8 u S100A9 undnamaropHor dakropa u3BpiieHo je Oojewme 37
y3opaka koctHe cpxxu o yera 10 [1B (mo 5 y3opaka XOMO3UTOTHHUX U XeTepo3uroTHux), 10 y3opaka
ET (5 6e3 JAK2V617F myrauuje u 5 xerepo3urotrnux), 11 y3opaka [IM® nanujenara (no 4
XETepOo3uroTa u 4 y3opka 06e3 MyTaifje U 3 XOMO3UToTa) U 5 KOHTpOJIA.

3a nponeny HuBoa S100A12 dakrTopa nu3BpIeHo je 0ojeme 43 y3opaka KOCTHE CpXKH OJ1 4era
10 y3opaka I1B (5 xomo3urotHux u 5 xerepo3urotaux), 10 yzopaka ET (6 6e3 JAK2V617F myranuje
u 4 xetepo3urora), 15 y3opaka [IM® nanujenara (1o 7 y3opaka XOMO3UI'OTHUX U XET€PO3UTOTHUX
u 4 y3opka 6e3 JAK2V617F myranuje) u 5 KOHTpoa.

4.4.1. bpoj umyHopeakTuBHuX S100A4 hesiuja y y3opuuma KOCTHE CPKH Y OTHOCY

Ha npucycTBo JAK2V617F myranuje

VY henujama xoctHe cpxu MIIH mnanujenata npahen je HuBo S100A4 mnporteuna.
HNmynoxucroxemujcka ananuza HuBoa S100A4 mpotenHa y henujama KOCTHE CpKH IarjeHara ca
[1B nmjarno3om je mokazana aa je O0poj S100A4 nosutuBHMX henuja 3Ha4YajHO CMAaWmEH KOJ
nalujeHaTa Koju Cy 1 XeMO3UTOTH U XeTepo3urotu (***p<0,001) (rpadpuxon 13).

Kon nanujenara ca ET nujarno3om HE KOJI jeJTHE TPYTIEe CTATUCTUYKA aHATIM3a HUJj€ IOKa3ana
Jla IOCTOjU 3HauyajHa paznuka y HuBoy S100A4 npoTtenHa y ogHOCY Ha KOHTposie (TpadukoH 13).

Kon manmjenara ca [IM® nujarno3om, 3HadajHO cMamberbe 0poja S100A4 no3utuBHEX henmja
MpHUCYTHO je ko narnujeHara 6e3 JAK2V617F myranuje (***p<0,001), nok je y rpynu naimujeHara
ca XOMO3HWTOTHHUM CTaTyCOM CTaTHCTHYKa aHaju3a IOoKa3ajga Ja IOCTOjU 3Ha4yajHO Mamu Opoj
S100A4 henuja y omHocy Ha KoHTpoIe (rpadukon 13, ciuka 5).
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70 Bbpoj nmynopeaktuBunx S100A4 heanja y koctHoj cp:xxu MITH

60 nanujeHara u 3IPpaBUX KOHTPOJa
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I'pa¢uxon 13. bpoj umynopeaktuBaux S100A4 henuja y y3opumuma koctHe cpxxu MITH
nanyjeHara u 3[paBux KOHTpoJia y ogHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myranuje (*p<0,05; ***
p<0,001).

Cauxka 13 Hugo SlOOA4 MpPOTEUHA Yy y30piuma koctHe cpxku koa ET 663 mytanuje (a), ET
x13 (0), [IM® 6e3 myTanuje (B) u [IM® x13 (). YBenuuame x20 (a,0,8); x40 ().
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4.4.2. bpoj umyHopeakTuBHuX S100A8 hestnja y y3opuuma KOCTHe CPKH Y OTHOCY

Ha npucycTBo JAK2V617F myranuje

Y hemmjama koctHe cpxku MIIH mnammjenara npahen je HuBo S100A8 mnpoteunHa.
Nmynoxucroxemujcka anann3a HuBoa S100A8 mporenHa y henmjama KocTHE Cp KM MainyjeHaTa ca
I1B aujarno3om je mokasana aa je 6poj S100A8 nmo3uTuBHUX hennja BUCOKO CTATUCTUYKH 3HAYAJHO
nosehaH Ko/ maryjenara Koju ¢y u xerepo3uroru (***p<0,001) u 3nauajHo nosehan ko manujeHara
koju cy xerepo3urotu (*p<0,05) (rpaduxon 14).

Kon namjenara ca ET XeTepo3uroTHUM cTaTycoM 3a0eJIeKeH je CTATUCTHYKK 3Ha4ajHO Behu
6poj S100A8 henuja y nmopehemy ca KoHTpoJIHEM y3opiuma (*p<0,05) (rpadukon 14).

VY rpynu nanujenata ca [IM® nujaraozom 6e3 JAK2V617F myranuje u y rpynu namujeHara
ca [IM® xerepo3uroTHUM CTaTycoM 3alelekeH je CTaTUCTMYKU 3HauajHo Behu Opoj S100AS8
UMyHOpeakTHBHHX henuja y nopehemy ca konTponHuM y3opuuma (*p<0,05) (rpadukon 14, ciuka
6).

Bpoj umynopeakTuBHux S100A8 hesmja y KocTHOj cp:ku
80 MIIH nanujeHara u 31paBUX KOHTPOJIA

*
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Kontpona IIBxr3 IIBxomo ET0 ET xr3 IIM® 0 IIM® x13 [IM®
XOMO

I'paduxon 14. bpoj umynopeaktuBaux S100A8 henuja y yzopuuma koctHe cpxxku MITH
nalnMjeHaTa 1 37JpaBux KOHTpoJa y ogHocy Ha nmpucyctBo JAK2V617F mytammje (*p<0,05; ***
p<0,001).
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Cauxa 14. Huso S100A8 nporenna y y3opuma koctae cpxu koz [1B x13 (a), I1B xomo (6), [IMD
6e3 mytanyje (B) u [IM® x13 (1). YBenuuame x20 (a,0,B); x40 (7).

4.4.3. bpoj umyHopeaktuBHuX S100A9 hennja y y3opuuma KOCTHE CPKH Y OTHOCY

Ha npucycTBo JAK2V617F myranuje

VY hemmjama koctHe cpxu MIIH mnauujenara mnpahen je nHuBo S100A9 mnpoteuna.
Nmynoxucroxemujcka ananmsa HuBoa S100A9 mpotenHa y henrjama KOCTHE Cp KU TalfjeHaTa ca
I1B nujarno3om je nokasana aa je 6poj S100A9 no3utuBHux henuja cTaTuCTUYKY 3Ha4ajHO oBehaH
KOJI TIarjeHara koju ¢y xomo3urotu (*p<0,05) (rpadukon 15).

Kon marnujenata ca ET cratycom 0e3 myTaiiyje 3a0enekeH je CTaTUCTUYKH 3HauajHo Behu 6poj
S100A9 henmja y mopehemy ca koHTposHUM y3opuuma (**p<0,01), 10K je y Tpynu HCIUTaHUKA KOJU
cy Oounm xerepo3urotu 3abenexen takohe sehu HuBo S100A9 npoteuna (*p<0,05) (rpadukon 15).

VY rpynu nauujeHara ca [IM® XOMO3UTOTHUM CTaTycoM 3a0€IeKeH je CTATUCTUYKH 3Ha4ajHO

Behu O6poj S100A9 umyHopeaktuBHUX henmja y mopehemy ca koHTposmHuM y3opmuma (*p<0,05)
(rpaduxon 15, cnuka 7).
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Bpoj umynopeaktuBuux S100A9 henuja y kKocTHOj cpku
MIIH nanujeHara v 31paBUX KOHTPOJIA

Kontpona IIB xt3 IIB xomo ET xr3 [IM® 0 [IM® xr3 [IM®
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I'pajuxon 15. bpoj umynopeaktuBaux S100A9 henuja y y3opunuma kocthe cpxxu MITH
naryjeHaTa u 3[paBux KOHTpoa y ogHocy Ha pucyctBo JAK2V617F myrammje (¥p<0,05; **
p<0,01).

Cauxka 15. Huso S100A9 npotenna y y3opuuma koctHe cpxu kof [1B x13 (a), [1B xomo (6), [IM®D
6e3 myrtanuje (B) u [IM® x13 (). YBenuuame x20 (a,0,8); x40 (T).
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4.4.4. bpoj nmyHopeakTuBHux S100A12 heamja y y3opuuma KOCTHe CpXKH Y

oaHocy Ha npucycTBo JAK2V617F myranmuje

Y hemujama koctHe cpxu MIIH mamujenata npahen je wmBo S100A12 mnpoteunHa.
Nmynoxucroxemujcka aHanmsa HuBoa S100A 12 nmporenna y henujama KOCTHE Cp KM MaIfjeHaTa ca
I1B nujarnosom je mokasana jaa je 6poj S100A 12 mo3utuBHUX henuja BUCOKO CTATUCTHUYKHU 3HAYAjHO
MambH KOJI MalijeHara KOju UMajy Kako XeTepO3UrOTHU TaKO U XOMO3HUIoTHHU ctaryc (***p<0,001)

(rpaduxon 16).
Kox nanmjenata ca ET aujarnozom 6e3 JAK2V617F myranuje 3a0enexeH je CTaTUCTUYKH

3HauajHo Behu Opoj S100A12 mmyHopeakTuBHHMX henuja y mopehemy ca KOHTPOJHUM Yy30pIIMMa
(*p<0,05) (I'padpuxon 16, ciuka 7).

V rpynu ucnuranuka ca [IM® nujarnozom 6poj S100A 12 umyHopeaktuBHUX henuja HUje ce
3HAYajHO PA3JIMKOBAO Y OJHOCY HA KOHTPOIY, au je 0o Behn y mopehemy ca uctum (rpaduxon 16).

Bbpoj umynopeaktuBHux S100A12 hesimja y KOCTHOj Cp:Ku
MIIH nauujeHara u 31paBuX KOHTPOJIA
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I'paduxon 16. bpoj umynopeaktuBaux S100A 12 henuja y y3opuuma koctae cpxu MITH
nalMjeHaTa 1 37JpaBux KOHTpoJa y ogHocy Ha nmpucyctBo JAK2V617F myrammje (*p<0,05; ***
p<0,001).
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Cauka
16. Huso S100A 12 npoTenHa y y30pLiuMa KOCTHE CP>KU KOJI KOHTPOJIHUX y3opaka (a), ET 6e3
mytanuje (0), [IM® 6e3 myranuje (B) u [IM® xT3. YBenmuuame x20 (a,0,8); x40 (T)

4.5. OppehuBamwe koHueHTpauuje uHpaamatopuux ¢daxkropa y maazmum MITH
nanujexHara noomjen npumenom ELISA merone

Herexuuja daktopa unpnamamuje S100A8, SIO0A9 u S100A12 BpmieHa je Ha y3opuuma
mwiasme MITH mnanwjenara y omgnHocy Ha mpucyctBo JAK2V617F myramuje. McnutuBame je
cripoBesieHO Ha ykymHO 34 y3opaka MIIH naumjenara ykspyuyjyhu u koHTposiHe y3opke. I[Ipema
mujaraozama u JAK2V617F myrammonom cratycy y ctyauju je yaectBoBaio 10 I1B y3opaka (1o 5
xoMmo3urora u xereposurora), 14 IIM® (5 6e3 JAK2V617F wmyranmje, 4 xomo3urora u 5
xerepo3urora) u 10 ET y3opaka (1mo 5 XoM03UTOTa ¥ XETEpO3UroTa).

4.5.1. OppehuBame konuenrpanuje S100A8 mnporemna y maasmu MITH

nanujeHara npumeHom ELISA metone

IIpoceune Bpennoctu konueHTpanuje S100A8 mporemna y miasmu cBux rpyna MITH
narnujeHara cy Ousie CTaTUCTHYKY 3Ha4yajHO Behe y mopehemy ca konTpoaama (rpadukon 17). Bucoko
cTaTUCTHYKU 3HauyajHo Beha konuentpanuja S100A8 mporenna 3alenexena je y miasmu [IB
xomo3urotHux, [IM® xomosuroramx, ET xereposurorHux mamujeHata u ET mamujenara 6e3
JAK2V617F myranuje (p<0,01) y ogHOCYy Ha KOHTpOIy, A0K je y rpymnu 1B xereposurotnux, [IM®
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06e3 JAK2V617F myranuje u [IM® xetepo3urotHux 3adenexkeHa 3Ha4yajHO Beha KOHIIEHTpaliuja
S100A8 nporenna y mnazmu y nopehemy ca korrponama (p<0,05) (rpadukon 17).

140,0 - KonuenrTpamuja S100A8 nporenna y ninazmu MITH nanujenara
1 3ipaBUX KOHTPOJIA **
120,0 -

100,0 -
80,0 - * x

* %

60,0 -

00 [P
20,0 - .
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

Kourpose IIBxomo IMBxr3 I[MIM®J [IM® xomo IM® x13  ET x713 ETQ

I'paduxon 17. Konnenrpanuja S100A8 npotenna y miazmu MITH manujenara u 3apaBux
KOHTpOJa y onHOCy Ha npucyctBo JAK2V617F myranuje (*p<0,05; ** p<0,01)

4.5.2. OppehuBame konuenrpamuje S100A9 mnporenmna y mnumasmu MITH

nanujerHara npumedom ELISA merone

IIpoceune Bpeanoctu koHueHTpauuje SI100A9 mporemHa y miasmu cBux rpyna MITH
narnujeHara cy Ouse CTaTUCTUYKY 3Ha4ajHO Behe y mopehemy ca konTpoiama (rpadukon 18). Bucoko
CTaTUCTMYKU 3HayajHo Beha konuenTpamuja S100A9 mporenna 3alenexena je y miasmu [IB
xeTepo3uroTHux, [IM® XOMO3MIOTHHX M XETepo3UroTHUX W y rpynu ET XeTepo3urorHux
nanujenata 1 ET nanujenara 6e3 JAK2V617F myranumje (p<0,01) y onHOCy Ha KOHTPOIY, JOK je y
rpymu [IB xomosurotaux u I[IM® 6e3 JAK2V617F wmyranmje 3abenexeHa 3HadajHo Beha
koHneHrpauuja S100A9 npotenna y mnasmu y nopehemy ca koutponama (p<0,05) (rpadukosn 18).
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Konnenrpauuja S100A9 nporeuna y niiazmu MITH
40,0 - NaNKjeHaTa u 3IPaBUX KOHTPOJIa

35,0 - ) i ..
30,0 - .

25,0 -

20,0 -

15,0 -

10,0 -

5,0 -

0,0 ‘ ‘ :

Kounrtpone IIB xomo IIB x13 IM® 3 MIM® xomo HM(I) x13 ET x13

I'paduxon 18. Konnenrpamnuja S100A9 npotenna y mnazmu MITH manujenara u 3apaBux
KOHTpoJa y ogHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myranyje (*p<0,05; ** p<0,01)

4.5.3. OnpehuBame konunenrpammje S100A12 mnporemna y mnuaasmu MITH

nanujerHara npumedom ELISA metone

IIpoceune BpenHoctu kKoHueHTpauuje S100A12 nporeuna y mnasmu 1B xerepo3urorHux
(p<0,01) u I1B xomo3urotaux (p<0,05) mamujeHara je Ouiia CTaTUCTUYKK 3Ha4ajHO Beha y mopehemy
ca KOHTpOJHUM Yy3opuuma (rpaduxon 19). Cratuctuuku 3HauajHo Beha koHueHTpanuja S100A12
npoTenHa 3adenexena je y miasmu [IM® namujenara 6e3 JAK2V617F myramuje (p<0,05) y omHOCY
Ha KOHTpoiy, 1ok y rpynu ET nanujenara konnentpauuja S100A12 nporenHa y miua3Mu Huje Ouina
3Ha4ajHO pa3nuduTa y nopehemy ca konTponama (rpadukon 19).
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Konnenrpanuja S100A12 nporeuna y njaazmu MITH
90,0 - ++ TAIMjeHaTa U 3ApaBUX KOHTPOJIA
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I'padpuxon 19. Konnenrpamuja S1I00A12 nporeuna y mazmu MIITH nanujenara u 3apaBux
KOHTpoJIa y ogHOCy Ha mpucyctBo JAK2V617F myramuje (*p<0,05; ** p<0,01)

4.6. UcnuTtuBame HUBoa (hakTopa mHduamanmje in Vitro na heaumjekoj aunuju HEL
92.1.7 mocae TpermMaHa xujapokcuypeoM u cnemupuunum JAK2 uwnxubutopom 1,2,3,4,5,6-
XeKCA0pPOMOLMKJI0XEKCAHOM

Jla O6m ce wmcruTano JnenoBame Xuupokcuypee u crnenupuynor JAK2 wumuaxmburtopa —
1,2,3,4,5,6-xexcabpomoriukinoxekcana (HBC) na nusoe pakrtopa unduamarpje S100A4, S100A9 u
S100A12, HEL 92.1.7 henmje tpetupane cy xumapokcuypeom (100 uM) u HBC-om (50 puM) —
nmoceOHO U y KOMOUHaIU]H, y Tpajamy o1 24 1 48 catu. HUBO 0BUX Mapkepa UCIIUTUBAH j€ TPUMEHOM
Western blot metone. Excriepumenr je ypaheH y TpUILIHKATY.

4.6.1. lIporenncku HuBo S100A4 noc.ie 24 u 48 caTn TpeTMaHa

Y HEL henujama 24 daca mociie TpeTMaHa, HUJ€ YOU€HA CTATUCTUYKU 3HAUYAjHA PA3JIHKaA Y
HuBoy S100A4 y onHocy Ha KoHTpoJe (rpaduxon 20).
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IIporeuncku nuo S100A4 y HEL heamnjama
nocJie 24h Tpermana
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I'paduxon 20. [Iporenncku auBo S100A4 24 Casa mocne TpeTMaHa ca XUAPOKCUYPEOM
(100 uM) u HBC (50 uM) y HEL henujama (XVY-xunpokcuypea, JAK2-HBC). 3a Hopmanuzanujy
pesynrata kopuiihen je B-aktuH. ExcriepuMenT je ypaleH y TpuIinKary.

HuBo S100A4 cmameHn je mocne 48 catu TpeTrmana xuapokcuypeom u HBC-om, kao u ca
HBUXOBOM KOMOMHANKjOM y oHocy Ha KoHTpoJe. HuBo SI00A4 cmameH je CTaTUCTUYKH 3HA4ajHO Y
IpyNu TPETUPAHO] XUAPOKCHYpeoM y mopehemy ca xortpoiom (p<0,05), 1ok je y rpymnu Koja je
TpeTupaHa KomMOuHanujom xuapokcuypee u JAK2 mnaxuburopa 3abenekeHO BUCOKO CTaTHCTUUKH
3Ha4ajHO cMameme HuBoa S100A4 nmporenna (rpadukon 21).

IIporenncku nuBo S100A4 y HEL heanjama
nocye 48h Tpermana

1,00

0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

KonTpoaa JAK2 JAK2 + HU

I'paguxon 21. [Iporeuncku HuBo S100A4 nocne 48 catu Tpermana ca xuapokcuypeom (100 pM)
u HBC-om (50 uM) y HEL henujama (XY -xuapokcuypea, JAK2- HBC). 3a nopmanu3zaiujy
pesynarara kopuiheH je -akTuH. ExciepuMeHT je ypaljeH y TpUIUIMKary.
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4.6.2. llporenncku HuBo S100A9 nocJie 24 u 48 catu TpeTMaHa

Y HEL henujama nocie 24 cata TpeTMana, 1oJia3u 1o nosehama HuBoa S100A9 nporenHa y
CBUM Tpynama y ogHocy Ha KoHTposie. CTaTucTudka aHaim3a, Meh)yTuM, HUje mokasana ja mocToju
3HavajHa pasnuka y norieny HuBoa S100A9 y onHocy Ha koHTpOy (TpadukoH 22).

IIporenncku nuBo S100A9 y HEL heanjama
nocye 24h Tpermana

1,20
1,00

0,80 . I I
0,60 I

0,40

0,20

0,00
Konrpoaa HU JAK?2 JAK2 + HU

I'paduxon 22. [Tporenncku auo S100A9 nocne 24 cara Tpetmana ca xuapokcuypeom (100 uM)
u 1,2,3,4,5,6-xekcabpomortukinoxekcanom (50 uM) y HEL henmjama (XY -xunpokcuypea, , JAK2-
HBC). 3a Hopmanu3anujy pedynrara kopuiithet je B-aktuH. EkcriepumeHnt je ypahen y
TPUTUIAKATY.

HuBo S100A9 cmamen je mocne 48 catu TpeTrmMaHa xujapokcuypeom u 1,2,3,4,5,6-
XEeKCaOpPOMOILMKIOXEKCAHOM, Kao M ca HMXOBOM KOMOWHAIMjOM y OJHOCY Ha KoHTpoje. Huso
S100A9 cMameH je cTaTUCTUUKH 3HAa4ajHO y CBUM UCHIUTHUBAHUM TpyIiaMa y nopehemwy ca KOHTpOJIOM
(p<0,05) (rpadukon 23).
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IIporeuncku nuBo S100A9 y HEL heamnjama

1,20 nocJe 48h Tpermana
1,00
0,80
D
S
S 0,60
(7))
0,40
0,20
0,00
Kontpoaa JAK?2 JAK2 + HU

I'paduxon 23. IIporenncku HuBo S100A9 nocne 48 catu Tpetmana ca xuapokcuypeom (100 pM)
u 1,2,3,4,5,6-xekcabpomortukioxekcanom (50 uM) y HEL henujama (XY -xunpokcuypea, , JAK2-
HBC). 3a nopmanuzauujy pesynrara kopuinheH je B-aktud. *p<0,05. ExcnepumenT je ypahen y
TPHUILTAKATY.

4.6.3. Iporenncku HuBo S100A12 nocie 24 u 48 caTu TpeTMaHa

VY HEL henujama nocne 24 cata TpeTMaHa, CTATUCTHYKA aHAJIM3a, HUje IMOKa3aa J1a OCTOj!
3Ha4ajHa pasznuka y noraeay HuBoa S100A12 y ogHocy Ha KOHTpoIy (rpadukoH 24).

Iporenncku nuBo S100A12 y HEL heamnjama
nociae 24h Tpermana

0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00
KonTpoia HU JAK2 JAK2 + HU

I'paduxon 24. [Iporenncku HuBo S100A12 nocne 24 cata TpermaHa ca xuapokcuypeom (100 uM)
u 1,2,3.4,5,6-xexcabpomoriukinoxexkcasoM (50 uM) y HEL henujama (XY -xuapokcuypea, JAK2-
HBC). 3a Hopmanu3zanujy pe3ynrara kopuniheH je -aktuH. Excriepument je ypahen y
TPUILTUKATY.
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HuBo S100A12 cmamen je mocie 48 catu Tpermana xuapokcuypeom 1 HBC-om, kao u ca
IUXOBOM KOMOWHAIIM]OM Yy OJTHOCY Ha KOHTPOJIE MaJia Ta pasjfKa HUje Oujia CTAaTUCTUYKH 3HAa4YajHa
HU y jenHoj momenytoj rpynu (I'padukon 25).

Iporenncku auBo S100A12 y Hel heaujama
nocje 48h Tpermana
0,90
0,80
0,70

0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

KounTtpoaa JAK?2 JAK2 + HU

I'pa¢puxon 25. [Iporenncku auBo S100A12 nocne 48 catu TpetmaHa ca xuapokcuypeom (100 pM)
u 1,2,3,4,5,6-xexkcabpomornmkinoxexkcanom (50 uM) y HEL henujama (XY -xuapokcuypea, JAK2-
HBC). 3a Hopmanu3anujy pedynrara kopuiithes je B-aktuH. EkcriepumeHnt je ypahen y
TPHILIMKATY.

4.7. AcnutnBame HUBOA MapKepa nHdIamanuje y MoHoHyKIeapuma MITH nanujenara
nocJjie TperMaHa ca MHXuOUTopuma u IL-6 curHaanux nyreBa

HcnutuBame HUBOA Mapkepa uH(pIamanuje y MoHOHyKiIeapuma nanujerara ca MITH nocne
TpeTMaHa ca uaxuburopuma u IL-6 cnpoBeneno je Ha ykynmHoM y3opky ox 15 MIIH nanmjenata
npumenom Western blot metoze.

Jla 6u ce ucnurao MexaHusaMm nyrtem kora |L-6 ocTBapyje cBoje edexre, MOHOHYKIIEApH Cy
tpetupanu ca IL-6 (20 ng/ml) u necnerudpuaanm JAK1/2 uaxuburopom pykcomutuanoom (1 pM),
JSH23 unxubutopom NF-kB curnansor myta (0,75 pM), Ly294002 uaxuburopom PI3 curnamnnor
nyra (50 uM) toxom 60 muHyTa, IpH Yemy cy mHXHOMTOpU noxaBanu 30 mmuyTa mpe IL-6. Ilo
UCTEKy TpeTMaHa aHaym3upanu cy curanau nyresu (JAK2/STATS3, PI3K/Akt, NF-kB), kao u HUBO
uH(pIamMaTopHuX (akropa.
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4.7.1. HuBo S100A4 nporenna kog MITH

4.7.1.1. Huo S100A4 mnporemna kox I[IB manujenata mocie TpeTMaHa ca
nHxuouTopuma u 1L-6

Huso S100A4 nporenna xox [1B manujenara nmocie TperMana ca naxuburopuma u I1L-6 je
M0Ka3a0 CMambEhe Y CBUM CIIy4ajeBUMa U3y3€B Iocie JenoBama komOnHanuje NF-kB nunxuburtopa
(JSH23) u IL-6 rae je 3abenexen mosehan HUBO y OJHOCY Ha KOHTpOITy (rpadukoH 26).

CratucTnuku 3Ha4ajHO cMamemhe HuBoa S100A4 npoTenHa 3a0eneXeHo je mociie AeoBamba
unxuburopa PI3 curnamnor myra (Ly294002) (p<0,05), ka0 u y OAHOCY Ha [€JIOBamkE
npouHgamaropHor mapkepa IL-6 (p<0,01) (rpadukon 26).

o5 Huso S100A4 nporenna xon I1B nanujenara nocJie
TpeTMaHa ca nuxuouropuma u IL-6
2
1,5
1

0’5 : aﬁ
i m = m 4 B o

KonTpoaa LY294002 LY294002 JSH2315 JSH2315 RUXO1 RUXO1 IL-6
50 NM 50 NM + NM NM + IL-6 NM NM + IL-6

-0,5 IL-6

I'papuxon 26. Huso S100A4 nporenna y MoHoHyki1eapuma [1B nanujenara nocie TpetMaHa ca
unaxuburopuma u IL-6 (*p<0,05; **p<0,01).

4.7.1.2. HuBo S100A4 mnporemna xox ET mammjenara mociie TpeTMaHa ca
uHxuburopuma u IL-6

Amnanuza HuBoa S100A4 npoteunna kox ET manujenara nmocie TpeTMana ca MHXUOUTOpUMA U
IL-6 je moka3zana cMamemhe HUBOA OBOT MIPOTEHHA Y CBUM MCIUTUBAHUM KOMOWHAIIMjaMa y OJTHOCY
Ha KOHTPOIy, TIPU YeMY j€ CTATHMCTUYKH 3HAYajHO CMAambCHE 3a0eNeKEeHO camMo MOocjie TpeTMaHa
koMmOuHanmjom naxubutopa NF-kB curnannor myra (JSH 23) u IL-6 (p<0,01) (rpaduxon 27).
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1 Hugo S100A4 nporenna xkoa ET nmauujenara
09 - nocJjie TpeTMaHa ca uHxuouropuma u IL-6
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I'paduxon 27. Huso S100A4 nporenna y mononykieapuma ET nanujenara mocie TperMana ca
Nuxuburopuma u IL-6 (**p<0,01).

4.7.1.3. Huso S100A4 mnporenna kox IIM® mnanujeHata mnocie TpeTMaHa ca
nHxuouropuma u 1L-6

Amnanu3a je mokasana Ja je y rpynu ucnuranuka ca [IM® nujarHo3om 3abenexeH cMameH
HuBO S100A4 nporenHa y CBUM IpyraMa OCUM Yy CiIy4ajy TpeTMaHa ca komOuHanujom IL-6 u JAK1/2
WHXUOUTOpA T/I€ je 3a0eiexeH nmosehan HUBO MPOTEHHA y OJHOCY Ha KOHTpoury (Tpaduxon 28). bes
003upa Ha 3a0eneKeHy pasziUKy CTaTUCTHYKA aHAIM3a HMje MOKa3aja 3HauajHy pas3iuKy u3Mehy
TpeTHpaHuX Irpymna u Koutposie y HuBoy S100A4 nporenna koj ucnurtanuka ca [IM® aujarnozom
(rpacdukoHn 28).
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Huo S100A4 nporeuna koa [IM® nanujenara nocJje
TpeTMaHa ca uHxuduropuma u IL-6

1
0,8

0,6

35“ ‘o

KOH oJia LY294 LY294+IL6 JSH23 JSH23+IL6 RUXO RUXO+IL6 IL6

-0,2

I'paguxon 28. Huso S100A4 npotenna y moHonykiieapuma [ IM® nanujenara mocie TpeTMaHa ca
uHxuouTopruMma u 1L-6.

4.7.2. Huo S100A8 nporenna xkox MITH

4.7.2.1. Huo S100A8 mnporemna kox IIB mnamujeHara mocie TpeTMaHa ca
nHxuouropuma u 1L-6

Craructnuku 3Hauajuo Behu HuBo S100A8 mporenna je 3abenexeH IMOCiIe TpeTMaHa ca
JSH23 unxuburopom (p<0,01) kao u mocne Tpermana ca komOunamujom JSH23 u IL-6 (p<0,05)
(rpadukon 29). Y cBUM oCTaluM ciy4yajeBUMa IPOTENHCKU HUBO je 610 Behu y 0JIHOCY Ha KOHTPOITY,
aJli Ta pa3siuKa HUje Ouila CTaTUCTUYKH 3HavyajHa (rpadukoH 29).
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Huso S100A8 nporeuna xoa 1B nauujenara nocie
3 TpeTMaHa ca uHxuo6uropuma u IL-6
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I'paduxon 29. Huro S100A8 nporenna y MoHonykieapuma [1B nanujenara nocie TpeTMana ca
unxubuTopuma u IL-6 (*p<0,05; **p<0,01).

4.7.2.2. HuBo SI100A8 mporenna kox ET mammjenara mociie TpeTMaHa ca
nHxuburopuma u IL-6

Huso S100A8 nporenna xon ET manujenara nocne Tpermana ca uaxuburopuma u IL-6 je
CTaTUCTHYKU 3Ha4ajHO moBehaH mocie TperMana wHxuOutopa PI3 curHamuor myra (Ly294002)
(p<0,05), NF-«B curnansor myta (JSH23) kao 1 komOuHaruje naxuouropa NF-kB curnanHor myra
u IL-6 (p<0,05) (rpadukon 30). CraTucTruku 3Ha4ajHO cMamemne HuBoa S100A8 mporenna kox ET
nanujeHarta 3a0eyeKeHo je Mmocjie TpeTMaHa ca KoMOuHaiujoM nHxuburopa PI3 curnamxor myra
(Ly294002) u IL-6 (p<0,01) (rpadukon 30).

62



Huso S100A8 nporeuna xkox ET nanujenara
nocje TperMana ca uHxuouropuma u IL-6
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I'paduxon 30. Huso S100A8 nporenna y moHonykineapuma ET nmanujenata nocie TpeTMana ca
unxuobuTopuma u IL-6 (*p<0,05; **p<0,01).

4.7.2.3. Huso S100A8 mporemna kox I[IM® mnamujeHata mociie TpeTMaHa ca
nHxuburopuma u IL-6

Huso S100A8 nporenna koj [IM® nanujenata nocie TperMaHa ca naxuOutopuma u IL-6 je
CTaTHCTUYKHY 3HAYAJHO CMameH Mocie TperMana maxuouropa PI3 curnamaor myra (p<0,05), kao u
KoMOuHaIje oBor uaXxuoHUTopa ca IL-6 (p<0,05), nuaxudburopom NF-kB curnansor myra (JSH23)
kKao u koMOuHanwje naxuouropa NF-kB curnamuor nmyra u IL-6 (p<0,05), kao u mocie jenoBama
unaxuburopa JAK1/2 curnansaor myra (RUXO) u camor IL-6 (rpadukon 31). OacycTBoO CTaTUCTHUKH
3HaYajHEe pasiiuKe 3a0elieeHOo je jeaHo y rpynu henmwja koja je TpeTupaHa ca KOMOWHAIIH]OM
unaxuburopa JAK1/2 curnannor myra (RUXO) u IL-6, anu je 1 y TOM ciIy4ajy HUBO MPOTEHHA OHO
Mamu y iopehemy ca KoHTporHuM y3opiuMma (p<0,05) (rpadukon 31).
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Huso S100A8 kox [IM® nanujenara
14 - nocJje TperMaHa ca muHxuouropuma u IL-6
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I'paguxon 31. Huso S100A8 nportenna y moHonykiieapuma [ IM® nanujenara mocie TpeTMaHa ca
uaxuouropuma u IL-6 (*p<0,05).

4.7.3. HuBo S100A9 nporenna xkox MITH

4.7.3.1. Huo S100A9 mnporemna kox IIB mnamujeHara mocie TpeTMaHa ca
nHxuouropuma u 1L-6

Huso S100A9 nmporenna xox 1B manmjenara mocie TperMana ca naxuOutopuma u 1L-6 je
110Ka3ao0 Jia MOCTOjU CTaTUCTUYKH 3HauajHO nosehame nocne TperMana uaxuouropa PI3 curnanuor
myta (Ly294002) u IL-6 y komOunanuju (p<0,01), 3aTum nocie naxuoutopa NF-kB curnansor myra
(JSH23) camocranHo u y komOuHarmju ca IL-6 (p<0,01), kao u mocje aenoBama KOMOWHAIIH]jE
naxuoutopa JAK1/2 curnamnor myra u IL-6 u camocTamHOr jenoBama MpOUH(IAMaTOPHOT
mutokuHa IL-6 (p<0,01) (rpaduxon 32). Ca apyre cTpaHe, BUCOKO CTATUCTHUYKU 3HAUYAJHO CMACHE

HUBOA OBOT IMMPOTEHHA je 3a0eNeXKeHO JeIMHO Mociie JenoBama uHxuouropa PI3 curnamnor myra
(Ly294002) (p<0,01) (rpaduxon 32).
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Hugo S100A9 nporenna koa I1B naunjenara
nocJjie TperMaHa ca uHxuouTopuma u IL-6
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I'paduxon 32. Huso S100A9 nporenna y moHonykiieapuMa [1B manujenara mocie TperMaHa ca

uaxuburopuma u IL-6 (**p<0,01).

4.7.3.2. HuBo S100A9 mnporenna xox ET mammjenara mociie TpeTMaHa ca

uHxuburopuma u IL-6

Bucoko cratuctuuku 3HauajHO cMamewme HHBoa S100A9 mporemna xon ET manumjenara
3abenexxeHo je mocie tpermaHa hemmja ca maxuburopom PI3 curnamuor myra (Ly294002) xao u
rocje TpeTMaHa ca KoMOuHaIujoM oBor uuxuoutopa u IL-6 (p<0,01), 10K je CTaTUCTUYKHU 3HAYajHO
noBehamwe HUBOA 3a0€NIeKEHO MOCIIe TPETMaHa MOHOHYKJIeapa ca nuaxuoutopom JAK1/2 curnannor
nyta (p<0,05) (rpadukon 33), 10K je CTATMCTUYKH 3HAYajHO CMamEHe HUBOA 3a0eNIe)KEeHO Mocie

JieioBama camor mpouHguamaropHor nutokusa IL-6 (p<0,05) (rpadukon 33).
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Huo S100A9 nporenna xkoa ET manujenara
1mocJjie TperMaHa ca onnﬁuTopnMa u IL-6
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I'paduxon 33. Huso S100A9 nporenna y mononykieapuma ET nanujenara mocie TperMana ca
unaxuburopuma u IL-6 (*p<0,05; **p<0,01).

4.7.3.3. Huso S100A9 mnporenna kox IIM® mnanujenata mnocie TpeTMaHa ca
nHxuouropuma u 1L-6

Huso S100A9 nporenna kox IIM® mnamujenarta HHUje NOKa3a0 CTAaTHCTUYKH 3HAYAjHY
Pa3MKy y OJHOCY Ha KOHTPOJIHY TpyIy UCIIUTaHHWKa 0e3 003upa Ha THN M KOMOMHALIM]y TpEeTMaHa
(rpacdukon 34). IloBehame HMBOA MCIUTUBAHOT MPOTEHWHA 3a0elie)keHo je y rpynu hemuja mocie
TpeTMaHa ca nHxuouTopoMm PI3 curnansor myra u nocie aenobama I1L-6 (rpadukon 34).
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Huso S100A9 nporeuna xoa [IM® nanujenara mocJje
TpeTMaHa ca nHxuburopuma u IL-6
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I'paguxon 34. Huso S100A9 npotenna y mononyxieapuma [ IM® nanujenara mocie TpeTMaHa ca
uHxuouTopruMma u 1L-6.

4.7.4. HuBo S100A12 nporenna xox MITH

4.74.1. Huso S100A12 mporenna kox I[IB mamujenara mnocne TpermMaHa ca
nHxuouropuma u 1L-6

Huso S100A12 mnporenna y MoHoHykieapuMa [IB mamujeHara mocie TpeTMaHa ca
uHxuburopuma u IL-6 je moka3ao CTaTUCTMYKU 3HAYajHO CMameHme IMOciie TpeTMaHa henuja ca
uaxuburopom PI3/AKT curnamHor myra, Kao W ca meroBoM komoOuHarmjom ca IL-6 (p<0,05)
(rpacdukoH 35). YV cBUM OCTajdMM HCIMTHBAHUM CIIy4ajeBUMa HMBO NMPOTEHHA C€ HUjE 3HAYajHO
Mewao (rpadukoH 35).
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Hugo S100A12 xon I1B nauujenara mocjie TpeTMaHa ca
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I'paduxon 35. Huso S100A 12 mporenna y mononykieapuma [1B manujenara nocne tpetmana ca
unxuburopuma u IL-6 (*p<0,05).

4.7.4.2. HuBo S100A12 mnporemna kxox ET mnaunumjenara mnocne TpeTmaHa ca
nHxuouropuma u 1L-6

Huso S100A 12 nporenna kox ET nanujenara mocie TpetMaHa ca naxubutopuma u IL-6 je
MOKa3a0 CTATUCTHYKH 3Ha4ajHO moBehame caMo moclie TpeTMaHa ca KoMOuHaIjoM naxuouTtopa P13
curHanHor myTa (Ly294002) u IL-6 (rpadukon 36).
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I'padukon 36. Huro S100A 12 nmporenna y mononykieapuma ET manujenarta mociie TpeTMaHa ca
unxuouropuma u IL-6 (*p<0,05).
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4.74.3. HuBo S100A12 mporenna konx [IM® mammjeHata mociie TpeTMaHa ca
naxuburopuma u IL-6

Huso S100A12 nporenna kox [IM® nanujenara nocie TpeTMana ca nHxuoutopuma u IL-6 je
M0Ka3a0 CTaTHCTHYKHM 3HA4ajHO MOBehame camMo Iociie TpeTMaHa ca KOMOWHAIMjOM KOMOHWHAIIH]E
nnaxuouropa JAK1/2 curnansor nmyra (RUXO unxubutopa) u IL-6 (p<0,05) (rpaduxon 37).

Hugo S100A12 nporenna koa IM® nauujenara
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I'paguxon 37. Huso S100A12 nporenna y MoHonykiaeapuma [IM® nanujenata nocie TpeTMaHa
ca uaxuoutopuma u IL-6 (*p<0,05).

4.7.5. HuBo NF-kB nporenna xonx MITH

4.7.5.1. HuBo pNF-kB/NF-kB mporenna kox I1B marmjenara mociie TpermaHa ca
uHxuburopuma u IL-6

Huso pNF-kB/NF-xB nporenna kox 1B nanujenara mocie TpeTMaHa ca HHXHOMTOpHMA U
IL-6 y mononykneapuma MIIH manujeHara HHje TOKa3ao CTAaTUCTHYKHA 3HAYajHY Ppa3jHKy Y
nopehemy ca KOHTpOJIHUM y3opima (rpaduxon 38).
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Huso pNFKB/NFKB y rpynu I1B nanujenara nocie
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IL-6

I'padukon 38. Huso pNF-kB/NF-kB npotenna y Mononykieapuma [1B nmarujeHara mocie
TpeTMaHa ca naxuouTopuma u I1L-6.

4.7.5.2. Huso pNF-kB/NF-«B nporenna xon ET mamnujenara mociie TpeTMaHa ca
nHxuouropuma u 1L-6

VY rpynu ET nanujenara auBo pPNF-kB/NF-kB npoTternna 610 je cTaTHCTHYKK 3HAYajHO MakbH
nocne TperMana ca mHxuOutopoM PI3 curnamnor myra (Ly294002) (**p<0,01) y omHocy Ha
KOHTPOJIHY IpyIy UciuTaHuKa (TpadukoH 39). Y CBUM 0CTalIMM ClTydajeBUMa pa3iiika y HUBOY OBOT
IpOoTeHHa HUje OMila CTAaTUCTUYKH 3Ha4ajHa y OJTHOCY Ha KOHTpoIy (rpadukoH 39).

Huso pPNFKB/NFKB kox ET mamujenara mocJie
TpeTMaHa ca uHxuduropuma u IL-6

1,8
1,6
1,4

12
1
0,8
0,6
0,4 .
0,2
0 7]

Kontpoaa LY294 LY294+IL-6 JSH23 JSH23+IL-6 RUXO RUXO+IL-6 IL-6

I'paguxon 39. Huso pNF-kB/NF-kB nporenna y mononykicapuma ET marnujeHara mocie
TperMaHa ca uaxuouTopuma u 1L-6 (**p<0,01).
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4.7.5.3. HuBo pNF-kB/NF-xB npotenna xox [IM® marujenara mociie TpeTMaHa ca
naxuburopuma u IL-6

VY rpynu [IM® nanujenara HuBo PNF-kB/NF-kB B nporenna 6uo je cTaTUCTHYKU 3HAYAjHO
MamH 1mocjae TperMana ca uaxuburopom JAK1/2 curnannor myra (RUXO) (*p<0,05) u merose
kombuHnamwmje ca IL-6 (*p<0,05) y oqHOCY Ha KOHTPOJHY rpyny ucnuTaHuka (rpaduxon 40). Y cum
OCTaJIMM CITy4ajeBHMa pa3iiiKa y HUBOY OBOT IPOTEHHA HUje OMiIa CTATUCTUYKH 3HAa4ajHa Y OJHOCY
Ha KOoHTpouy (rpadukon 40).

Huo pNFkB/NFkB kox IIM® nanujeHara mocsie

25 TpeTMaHa ca nuxuouropuma u IL-6

' i 1

KonTtpona LY294002 50 LY29400250 JSH2315 JSH2315 RUXO 1NM RUXO 1NM IL-6
NM + IL-6 NM NM + IL-6 +1L-6

I'padpuxon 40. Huso pNF-«kB/NF-kB npotenna y Mononykiieapuma [IM® narujenara nocie
TpeTMaHa ca uaxuburopuma u IL-6 (*p<0,05).

4.8. UcnintuBame HuBoa s100a mapkepa mHpaamanmje y in vitro yciosuma va HEL
92.1.7. hetmjama nocJie TperMana ca HHxuOuTopuma u IL-6

VY unspy ucnutuBama yrunaja JSH23 kao naxuburopa NF-kB curnamsor myra, Ly294002 xao
uaxuburopa PI3 curnannor myra u RUXO kao unxubutopa JAK1/2 curnamnor myra, xao u
npouHpaamaropHor nutokuHa IL-6 Ha HuBoe mHGnamaropHux ¢akropa, HEL 92.1.7 henuje cy
tpetupane JSH23 (0,75 uM), Ly294002 (50 uM) u RUXO (1 pM) — mocebHO U y KOMOMHAIIUjH ca
IL-6 (20 ng/ml), y tpajamy ox 60 munyra. HuBou ungpnamaropuux dakropa S100A4, S100A8,
S100A9, S100A12 u pNF-kB/NF-kB nmportenna ucnutuBanu cy npumenom Western blot metoze.
ExcriepyMeHTH Cy MOHOBJHEHH TPH ITyTA.

4.8.1. HuBo S100A4 y HEL 92.1.7. heiujama nmocJie TpeTMaHa ca HHXUOMTOpUMA
u IL-6

Huso S100A4 y cBum ucnutuBanuM rpymama tpetupanux HEL henmja y mopehemy ca
KOHTPOJIHMM Y30pLIHMa KOjU HHUCY TPETHPaHW MHXMOMTOPHUMA W MPOMH(IAMATOPHUM LUTOKHHOM
IL-6 HUje ce CTaTUCTHYKU 3HAYajHO pa3iIuKoBao (rpaduxoH 41).
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Huo S100A4 nporeuna y HEL heaunjama nocie Tpermana ca
1,4 uHxuouTopuma u IL-6

1,2

0,8
0,6

0,4

0,2

Konrpoma Ly294002  Ly+IL-6 JSH23  JSH23+IL-6 RUXO RUXO+IL-6 IL-6

I'paduxon 41. Huo S100A4 y HEL henujama nocie Tpermana ca uaxuOuTopuma u 1L-6.

4.8.2. HuBo S100A8 y HEL 92.1.7. heiujama nmocJie TpeTMaHa ca HHXUOMTOPUMA
u IL-6

Huso S100A8 6mo je Behm y cBuM ucrnutuBaHuM rpymnama tperupanux HEL hemuwja y
nopehemy ca KOHTPOJIHUM Y30pLUMa KOjU HUCY TPETUPaHU MHXHUOUTOpPUMA U MPOMH(IaMaTOPHUM
Mapkepom IL-6, anu HHje ce pa3IiKOBaO CTATUCTUYKH 3HAYajHO (rpadukoH 42).

HuBo S100A8 nporenna y HEL henujama nmocjie Tpermana ca
uHxubuTopuma u IL-6

0,35
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I'paduxon 42. Huso S100A8 y HEL henujama nocie Tpermana ca uaxuOutopuma u IL-6.
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4.8.3. Huo S100A9 y HEL 92.1.7. heiujama nmocJie TpeTMaHa ca HHXUOMTOpUMA
u IL-6

HuBo S100A9 Huje ce CTaTUCTHYKK 3HAYAjHO PA3IMKOBAO HU Y j€IHOj MCIUTHBAHO] TPYIH
TpeTMmana henuja y mopehemy ca koHTpoioM (TpadukoH 43).

HuBo S100A9 nporeuna y HEL heaiujama nocjie Tpermana ca

uHxuOuTopuma u IL-6
0,6

05 I
0,4
03
0,2 1
0.1

0

KonrTpoma Ly294002  Ly+IL-6 JSH23  JSH23+IL-6 RUXO RUXO+IL-6 IL-6

I'paduxon 43. Huso S100A9 y HEL henujama nocie Tpermana ca uaxuOutopuma u 1L-6.

4.8.4. HuBo S100A12 y HEL 92.1.7. hesiujama nocJjie TpeTMaHa ca HHXUOMTOPUMA
u IL-6

Huso S100A12 HHje ce cTaTHCTUYKH 3HAYajHO PAa3JIMKOBAO HU Y j€IHOj MCIIMTHBAHO] TPYIH
TperMaHa henuja y nopehemwy ca KOHTpoIoM (rpadukoH 44).
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Huso S100A12 nporeuna y HEL heujama nociie Tpermana ca
unxuburopuma u IL-6

0,18
0,16
0,14
0,12

0,1 i
0,08
0,06
0,04

0,02 -
0

Konrpoaa Ly294002  Ly+IL-6 JSH23  JSH23+IL-6 RUXO RUXO+IL-6 IL-6

I'pa¢uxon 44. Huso S100A12 y HEL henujama nmocne tpetmana ca uaxuouropuma u IL-6.

4.8.5. HuBo pNF-kB/NF-kB y HEL 92.1.7. heamjama mnocjie TpeTMaHa ca

unxudutopuma u IL-6

Huso pNF-kB/NF-kB 6mo je Mamu y cBUM HCIUTHBaHUM rpynama Tpetupannx HEL hemmja
y nopehemy ca KOHTpOJIHUM y3opiuma (rpadukon 45). HuBo oBor nporenHa HHje ce CTaTUCTUUKH
3HAYajHO PA3]IMKOBAO HH Y jeJHOj UCITUTUBAHO] TPYyIU TpeTMaHa henmuja y mopehemy ca KOHTpOoIoM
(rpacdukon 45).

Huso pNFkB/NFKB nporenna y HEL hexujama mocue
TpeTMaHa ca unxuouropuma u IL-6

0,5

Zziilﬂ

Konrpoma Ly294002  Ly+IL-6 JSH23  JSH23+IL-6 RUXO RUXO+IL-6 IL-6

-

o

I'paduxon 45. Huso pNF-«B/NF-kB y HEL henujama nmociie Tpetmana ca maxuouropuma u IL-6.
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4.9. UcnuTuBame HUBOA (pakTopa uHGIamanuje y MoHoHYKJIeapuma MITH nauujenara
nocje TpeTMaHa ca AHTUUH(IAMATOPHUM UTOKUHOM MHXUOUTOpuMa u I1L-10

HcnutuBame HuBOa (akTopa uHGuamanuje y MoHoHykiaeapuma MIIH mnammjenata mocne
TpeTMaHa ca naxuoutopuma u IL-10 cripoBeaeHa je Ha yKymHOM y30pKy of 12 (1o 4 y30pka oJ1 cBe
Tpu rpyne nanujenara: [1B, ET u [IM®) MITH nauujenara npumenom Western blot merone. ¥ uumy
UCIUTHBaka MexaHu3ama mnyrem kojux IL-10 octBapyje cBoje edekre, MOHOHYKIICApH Cy TPETUPAHU
ca IL-10 (30 ng/ml) u necneunpuyaum JAK1/2 naxuburopom pykcomutuaundom (1 uM), JSH23
naxuouTopoMm NF-kB curnamuor myra (0,75 uM), Ly294002 naxudbutopom PI3 curnamuor myta (50
uM) Tokom 60 MuHyTa, pu yeMy cy mHxuouropu noxaBanu 30 munyra npe IL-10. Ilo ucrexy
TpeTMaHa aHanu3upanu cy curnaianu nyresu (JAK2/STAT3, PI3K/Akt, NF-kB), kao u npoTenHCKH
HUBOM MH(IIaMATOPHUX (haKkTopa.

4.9.1. Huso S100A4 nporenna y moHonykjaeapuma MITH nauujenara

49.1.1. Huo S100A4 nporenna kox I[IB mnanujenata mocie TpeTMaHa ca
naxuburopuma u IL-10

Huso S100A4 mnporemna y MoHoHykjieapuMma IIB manujeHara mocine TpeTrmMaHa ca
uaxuburopuma u IL-10 je moka3ao CTATUCTUYKM 3HAYajHO MamkU HHMBO IIOCJIE€ TpeTMaHa ca
unxuodutopom NF-kB curnannor nyra (JSH23) (p<0,05), 10K je cTaTHCTUUKK 3HA4ajHO Behr HUBO
npoTerHa 3abesiexeH mocie TpetMana ca uaxuouropom JAK1/2 curnamsor myra (RUXO) (p<0,05)
u camor IL-10 (p<0,05) y omnocy Ha koHTposy (rpadukoH 46). Y CBUM OCTaIuM HCITUTHBAHUM
ciyyajeBuMa HMBO S100A4 mpoTenHa HUje Ce 3HAYajHO pPa3IMKOBAO0 Yy OJHOCY Ha KOHTPOIY
(rpaduxon 46).

HuBo S100A4 nporeuna xoa I1B nanujenara
6 nocJjie TperMana ca muuxuouropuma u IL-10

=N
p—

! | @

KonTpona Ly294002 Ly+IL-10 JSH23 JSH23+IL-10 RUXO RUXO+IL-10 IL-10

I'paduxon 46. Huso S100A4 nmporenna y moHoHykJsieapuMa [1B mamujenara mocie TpeTMana ca
uaxuburopuma u 1L-10 (*p<0,05).
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49.1.2. HuBo S100A4 mnporemna konm ET mnamujenara mocie TpeTMaHa ca
naxuburopuma u 1L-10

Huso S100A4 nportenna kox ET manujenara mocine TperMana ca uaxuouropuma u [L-10 Huje
MOKa3a0 CTATUCTHYKHU 3HAYAjHY Pa3]IUKy Yy OJHOCY Ha KOHTpody (rpadukon 47).

Huso S100A4 nporeuna xkox ET nanujenara
nocJje TperMana ca uHxuouropuma u IL-10

0,8
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0,1 .
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Kontpoaa Ly294002 Ly+IL-10 JSH23 JSH23+IL-10 RUXO RUXO+IL-10 IL-10

I'paduxon 47. Huso S100A4 npotenna y moHonykieapuma ET nanujenara mocie TperMana ca
uaxuburopuma u IL-10.

4.9.1.3. Huso S100A4 mporemna kox I[IM® mnamujeHata mociie TpeTMaHa ca
uHxuburopuma u IL-10

Huso S100A4 nmporenna xox IIM® nanujenara nocie TpetMana ca uaxuouropuma u 1L-10
O6uo je Behm y CBUM HCHHTHBaHMM rpynamMa TpeThpaHux henuja y mopehemy ca KOHTPOJIOM
(rpadukon 48). Ilocme Tpermana monoHykieapa ca JSH23 wunxubutopom (p<0,01), RUXO
nuxuoduTopom (p<0,01) kao u IL-10 (p<0,01) 3abenexeH je BUCOKO CTaTUCTUYKHU BUIIM HUBO S100A4
npotenHa koa IIM® nanujenara, 10K je ocie TpeTMaHa ca KoMOuHanujoM naxuoutopma Ly294002
u IL-10 (p<0,05), JSH23 u IL-10 (p<0,05) u RUXO u IL-10 (p<0,05) 3abenexxeH Takohe 3Ha4ajHO
Behu HUBO y opehemy ca KOHTPOJIHUM HETPETUPAaHUM y3opiuMa (rpadukon 48).
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HuBo S100A4 nporenna koa IIM® nanujeHara

19 nocJjie TperMana ca unxuouropuma u IL-10

. . i
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I'pajuxon 48. Huso S100A4 npotenna y moHonykiieapuma [ IM® nanujenara mocie TpeTMaHa ca
uaxuburopuma u IL-10 (*p<0,05;**p<0,01).

4.9.2. HuBo S100A8 nporenna y moHonykJeapuma MITH naunujenara

4.9.2.1. Huo S100A8 mnporemna kox I[IB mamujenata mocie TpeTMaHa ca
uHxuburopuma u IL-10

Huso S100A8 nporenna xox 1B nauujenara nocne tpermana ca uaxuoutopuma u IL-10 6uo
je Behm y CBUM HCIIUTHBAaHMM KaTeropvjama ¥ KoMOMHaIMjaMa TpeTMaHa MOHOHYKIJIeapHUX henmja
ocuM y ciydajy Tpermana ca IL-10 rae je 3aGenexen mamu HUBO S100A8 mporenna xox I1B
nainujeHara y oJlHOCy Ha KOHTpoay (rpadukon 49). Hu y jeHOM UCIIUTHBAHOM CIIy4ajy pa3jiika y

HuBoy S100A8 mportenna kox IIB manujeHata m KOHTpojda Huje Omila CTaTUCTHYKM 3Ha4ajHa
(rpaduxon 49).
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HuBo S100A8 nporenna xoa I1B nanujenara
nocJie TperMana ca unxuouropuma u IL-10
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KonTtpoaa Ly294002 Ly+IL-10 JSH23 JSH23+IL-10 RUXO RUXO+IL-10 IL-10

[EEN

I'paduxon 49. Huso S100A8 nporenna y moHoHykiieapuMa [1B manujenara mocjie TperMaHa ca
naxuouTopuma u 1L-10.

4.9.2.2. HuBo SI100A8 mporenna kox ET mammjenara mociie TpeTMaHa ca
uHxuburopuma u IL-10

Huso S100A8 npotenna koa ET nauujenara nocie rpermMana ca nuaxuoburopuma u 1L-10 6uo
j€ BUCOKO CTaTHCTHYKH 3Ha4ajHO MamHu 1rociie Tpetmana henmuja ca JSH23 uaxubutopom (p<0,001)
U meropoM komobuHamujom ca IL-10 (p<0,001), nok je Takole 3HauajHO CMamEeHE HHUBOA OBOT
npoTenHa 3abenexeno u nocie Tpermana ca IL-10 (p<0,01) u komOunaujom naxuduTopa RUXO n
IL-10 (p<0,01) y onHocy Ha koHTpoiy (rpadukon 50). Ctaructiuku 3Ha4ajHo Makbu HUBO S100A8
nporenHa koa ET marujenara 3a0enexeH je u mocie TperMana ca uaxuoutopom RUXO (p<0,05)
(rpacdukon 50). ¥ cBUM ocTanuM cilyyajeBUMa HUBO NMPOTEHHA HHjE C€ 3HAYajHO PA3IMKOBAO Y
OJIHOCY Ha KOHTpouty (TpaduxoH 50).
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Huso S100A8 nporeuna xox ET nanujenara

08 nocJje TperMana ca uHxuouropuma u IL-10
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I'paduxon 50. Huso S100A8 nporenna y moHonykieapuma ET manujenara nocie TpeTMana ca
unxuburTopuma u 1L-10 (*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001)

4.9.2.3. Huso S100A8 mnporenna kox IIM® mnanujeHata mnocie TpeTMaHa ca
naxuouropuma u 1L-10

Huso SI100A8 mnporenna y MoHoHykieapuma [IM® namnujeHara mnocie TpeTMaHa ca
uaxuburopuma u IL-10 Huje Moka3ao CTAaTUCTUYKM 3HAYajHY PA3IMKy y OJHOCY Ha HHMBO OBOT
MpoTenHa y KoHTposiaMa (TpapukoH 51).

0,6 Huso S100A8 nporenna xox IIM® nanujenara
nocJjie TperMaHa ca muuxuouropuma u IL-10
0,5 T

0.4
0.3
0.2 1 I T

0,1

0
Kontpoaa Ly294002 Ly+IL-10 JSH23 JSH23+IL-10 RUXO RUXO+IL-10 IL-10

I'paduxon 51. Huro S100A8 nporenna y moHonykiieapuMa [IM® nanujeHara mocie TpeTMaHa ca
uaxuburopuma u IL-10.
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4.9.3. Huso S100A9 nporenna y moHonykiaeapuma MITH nanujenara

4.9.3.1. Huo S100A9 mnporemna kon IIB manujenata mociae TpeTMaHa ca
naxuouTopuma u 1L-10

HuBo SI100A9 mnporemHna y MoHoHykieapuma I[IB mamujenara mocie TpermaHa ca
naxuburopuma u IL-10 HHje MOKa3ao CTATHCTUYKU 3HAYAjJHY PA3IMKy y OJHOCY Ha HUBO OBOT
MpoTerHa y KoHTpoJama (rpaduxoH 52).

Huso S100A9 nporenna xoa I1B nanujenara
2,5 nocJjie TperMana ca nunxuounropuma u IL-10

in

KonTpona Ly294002 Ly+IL-10 JSH23  JSH23+IL-10 RUXO  RUXO+IL-10 IL-10

[

I'paduxon 52. Huso S100A9 nporenna y moHoHyKiIeapuMa [1B manujenara mocie TperMaHa ca
uaxuburopuma u IL-10.

4.9.3.2. HuBo S100A9 mporemna xox ET mammjenara mociie TpeTMaHa ca
uHxuburopuma u IL-10

Huso SI100A9 mporenmHa y MoHoHykieapuma ET mnamnujenata mocie TpeTMaHa ca
naxuouTopuma U 1L-10 HHje MoKa3ao CTATHCTHYKW 3HAYAjHY Pa3IUKy y OJAHOCY Ha HUBO OBOT
poTenHa y KoHTposiama (rpaduxon 53).
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Huso S100A9 nporenna kox ET nauunjenara
nocJjie TperMana ca uuxuouropuma u IL-10
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I'paduxon 53. Huso S100A9 nporenna y mononykieapuma ET nanujenara mocie TperMana ca
naxuouTopuma u 1L-10.

4.9.3.3. Huso S100A9 mporemna kox I[IM® mnamujeHata mociie TpeTMaHa ca
uHxuburopuma u IL-10

Huso S100A9 mnporenna y moHonykieapuma I[IM® mnamujenara mocie TpeTMaHa ca
naxuburopuma u IL-10 HHje MOKa3a0 CTATHCTHYKU 3HAYAjHY PA3NIUKy y OJAHOCY HAa HUBO OBOT
poTenHa y KoHTposama (rpadukos 54). ¥V cBuM rpynanujama tperMada HuBo S100A9 npoteuna je
6mo Behu y mopehemy ca konTposiama (rpadukon 54).

Huso S100A9 nporenna kon [IM® nanujenara
nocJje TperMaHna ca uHxuouTopuma u IL-10
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I'paguxon 54. Huso S100A9 npotenna y moHonykieapuma [IM® nanujenara mocie TpeTMaHa ca
naxuouTopuma u 1L-10.
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4.9.4. Huso S100A12 nporenna y MoHoHyk/1eapuma MITH nauujenara

49.4.1. HuBo S100A12 mnporeuna kon IIB mamujeHata mocie TpeTMaHa ca
naxuouTopuma u 1L-10

HuBo S100A12 mnporemna y MoHoHykieapuma [IB mamujenara rmocie TpeTMaHa ca
naxuburopuma u IL-10 HHje MOKa3a0 CTATHCTUYKU 3HAYAJHY PA3IUKy y OAHOCY HA HUBO OBOT
MpoTerHa y KoHTpojama (rpadukon 55).

Hugo S100A12 nporenna kox I1B nanujenara
nocJie TperMana ca nunxuouropuma u IL-10

gy 1

KonTpona Ly294002 Ly+IL-10 JSH23 JSH23+IL-10 RUXO RUXO+IL-10 IL-10
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I'paguxon 55. Huso S100A12 nporenna y MoHoHykieapuma [1B nanujenata nocie tpetMana ca
naxuouropuma u IL-10.

4.9.4.2. Huso S100A12 mporemna xox ET mammjenara mocie TpeTMaHa ca
uHxuburopuma u IL-10

Huso S100A12 mnporenna y MoHoHykieapuma ET mnamujeHara mnocine TpeTMaHa ca
naxuouTopuma U 1L-10 HHje MoKa3ao CTATHCTHYKW 3HAYAjHY Pa3IUKy y OJAHOCY Ha HUBO OBOT
IpoTenHa y KOHTposiaMa (rpadukoH 56).
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Hugo S100A12 nporenna koa ET nauujenara
nocJje TperMana ca uHxuouropuma u IL-10
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I'padpuxon 56. Huo S100A 12 mporenna y mononykieapuma ET nanujenara mocne TperMaHa ca
naxuburopuma u IL-10.

4.9.4.3. Huo S100A12 mporeuna kox [IM® mnamnujeHara mocie TpeTMaHa ca
naxuouropuma u 1L-10

Huso S100A 12 nporenna kox IIM® narujenara nocie TperMana ca naxuouropuma u 1L-10
6uo je Behu y cBUM TpeTHUpaHUM KaTeropujama y nopehemy ca kKoHTposioM (rpadukos 57). Bucoko
craTucTUiku 3HauajHo Behu HUBO S100A12 mporeuna 3abenexeH je y rpynu hemdja koje cy
Tpetupane ca komOuHanujom Ly294002 u IL-10 (p<0,001), kao u nmocne tpermana ca JSH23 u IL-
10 (p<0,001) (rpadukon 57). CTaTUCTUUYKK 3HAYAJHO BehW HMBO OBOT MPOTEHHA 3a0€IeKEH je U Y
rpynu henuja xoje cy tperupane ca Ly294002 unxubutopom (p<0,05), JSH23 unxubutopom
(p<0,05) u RUXO (p<0,05) (rpadukon 57). Huso S100A 12 nmporerHa HHje C€ CTUTUCTUYKU 3HAYAJHO
pa3nukoBao u3Mel)y koHTposia u hemuja koje cy TpetupaHe ca aHTuuHGuamatopHuM IL-10 u
koMmOuHammjom RUXO u IL-10 (rpadukon 57).

Huo S100A12 nporeuna koa [IM® nauujenara
nocJjie TperMana ca naxuouropuma u IL-10

2,5 *
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15 %k
k% I
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Konrtpona Ly294002 Ly+IL-10 JSH23 JSH23+IL-10 RUXO  RUXO+IL-10 IL-10

I'paguxon 57. Huso S100A12 nporenna y Mononykiaeapuma [IM® nanujenata mocie TpeTMana
ca uaxuburopuma u I1L-10 (*p<0,05;***p<0,001)
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4.9.5. HuBo pNF-kB/NF-kB nporenna y mononykiaeapuma MITH nanujenara

4.9.5.1. HuBo pNF-kB/NF-kB nporenna kox I1B mammjenara nocie TpermMaHna ca
naxuouTopuma u 1L-10

Huso pNF-kB/NF-kB nporenna koz I1B nmanujenara mocie TpetMana ca uHxuouropuma u IL-
10 6uo je MamHu y CBHUM TpPETHpPAaHHM KaTeropHjama y mopehemy ca KOHTPOJIOM OCHUM Yy CIIydajy
TpetMaHa ca komOuHanujoM RUXO wmuxubutopa u IL-10 (rpadukon 58). Bucoko craTUCTHYKH
3Ha4ajHo Mamu HUBO PNF-KB/NF-kB nporenna 3abenexen je y rpymnu henuja Koje cy TpeTupaHe ca
koMOuHarmjomM Ly294002 u IL-10 (p<0,01), xao u mocne Tpermana camo ca Ly294002 (p<0,05)
(rpadukon 58).

Huso pNFKB/NFKB nporenna xox I1B manujenara
nocJje TperMana ca uHxuouropuma u IL-10
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I'padmxon 58. Huro pNF-kB/NF-kB npotenna y Mononykineapuma [1B marnujenara nocie
TpeTMaHa ca naxuouropuma u 1L-10 (*p<0,05;**p<0,01)

4.9.5.2. HuBo pNF-kB/NF-kB nporenna xon ET maunujenara mocne TperMaHa ca
naxuouTopuma u 1L-10

Huso pNF-kB/NF-kB npotenna xox ET nanujenara mocse TperMana ca mHXHOuToprMa u 1L-
10 6mo je Mamu y CBUM TpeTHpaHHM KaTeropujama y mopehemy ca koHTposioMm (Tpaduxon 59).
Bucoko craructruku 3Hauajuo mamu HUBO PNF-kB/NF-kB npotenna 3abesexeH je y rpynu henmja
Koje cy Tpetupane ca komOuHaujom Ly294002 u I1L-10 (p<0,001), JSH23 unxudutopa (p<0,001),
IL-10 (p<0,001) m xomOumuanuje IL-10 m RUXO wunaxubutopa (p<0,001) (rpaduxon 59).
CraTcUTyWYKH 3Ha4YajHO CMabEHhe HUBOA HCITUTUBAHOT MPOTEHHA 3a0€JIeKEHO je U TI0CiIe TpeTMaHa
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henuja ca RUXO uaxubutopom (p<0,01) u komObunanujom JSH23 uuxuburopa u IL-10 (p<0,01)
(rpadukon 59).

Huso pNFKB/NFkB nporenna kox ET nmanmjenara
nocJje TperMaHa ca munxuouropuma u IL-10
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I'padukon 59. Huro pNF-«kB/NF-kB npotenna y mononykineapuma ET marujenara mocie
TpeTMaHa ca uaxuburopuma u IL-10 (**p<0,01; *** p<0,001).

4.9.5.3. Huo pNF-kB/NF-kB npotenna kox [IM® nanujenara mocie TpeTMaHa ca
uHxuburopuma u IL-10

Huo pNF-kB/NF-kB nporenna xox [IM® nanujenata mocie TpeTMaHa ca HHXHOUTOPUMA U
IL-10 6mo je Behm y cBUM TpeTHpaHUM KaTeropujama y nopehemy ca KOHTPOJIOM OCUM Y CIIy4ajy
Tpermana ca Ly294002 uaxubutopom (rpaduxon 60). Bucoko craructuuku 3HayajHo Behu HHBO
PNF-kB/NF-kB nporeunna 3abenesxeH je y rpynu henuja koje cy Tpetupane ca RUXO uaxuburopom
(p<0,001) (rpadukon 60). CrarucTuuku 3HauajHO ToBehame HHWBOA HCIUTUBAHOT MPOTEHHA
3a0enekeHo je W mocie Tpermana hemmja ca JSH23 waxmburopom (p<0,01), mok je 3HauajHO
cMameme 3a0enexeHo mocie Tpetmana ca Ly294002 unxuburopom (p<0,01) (rpaduxon 60).
3nauajHo noBehamwe HUBoa PNF-kB/NF-kB nporenna ko [IM® nanujeHara 3a0€1eKeHO je U Mocie
tpetmana ca IL-10 u kombunarujom IL-10 1 RUXO uaxubutopa (p<0,05) (rpaduxon 60).
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Huso pNFKB/NFKB nporenna xox I[IM® nauujenara mocje
TpeTMaHa ca uHxuduropuma u IL-10
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I'padpuxon 60. Huso pNF-«B/NF-kB npotenna y Mononykiieapuma [IM® narujenara mocie
TpeTrMmaHa ca uaxuouropuma u 1L-10 (* p<0,05;**p<0,01; *** p<0,001).

4.10. UcnuTnBamke HUBOA Mapkepa nHpaamanuje y in vitro ycnmopuma na HEL 92.1.7.
hemjama nmocJie TpeTMaHa ca aHTUMH(IAMATOPHUM HUTOKMHOMUHXUOMTOpUMa 1 IL-10

VY unspy ucnutuBama yrunaja JSH23 kao naxuoburopa NF-kB curnamsor myra, Ly294002 xao
unxuburopa PI3 curnannor myra u RUXO kao mnxubutopa JAK1/2 curnamHor myra, Kao u
aHTuuHpIaMaTopHor 1urokuHa I1L-10 Ha HUBoe uH(namaropuux ¢akropa, HEL 92.1.7 henuje cy
tpetupane JSH23 (0,75 uM), Ly294002 (50 uM) u RUXO (1 puM) — moceOHO 1 y KOMOWHAIHjH ca
IL-10 (30 ng/ml), y tpajamy ox 60 munyra. Husou unbpnamatopuux ¢akropa S100A4, S100AS,
S100A9, SI00A12 u NF-kB npoTtenHa ucnutruBanu cy Ha MPOTEMHCKOM HUBOY npuMeHom Western
blot meToze. ExcriepiuMeHTH Cy TOHOBJbEHH TPH MYTA.

4.10.1. HuBo S100A4 nmporeuna y HEL 92.1.7. heamjama mocjie TperMana ca

unxuduTopuma u IL-10

Y cBuM wucnutuBaHuM ciydajeBuma HHBO S100A4 mpoTrenHa HHjE Cce Pa3IMKOBAO
CTaTUCTUYKHU 3HAYajHO y TPETHUPAHUM TpyliaMa y OJHOCY Ha KOHTpouy (rpaduxon 61).

86



Huso S100A4 nporeuna y HEL heaunjama nocse Tpermana ca
unxuéuropuma u IL-10
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I'paguxon 61. Huso S100A4 y HEL henujama nocie tpermana ca maxudutopuma u 1L-10.

4.10.2. HuBo S100A8 mporenna y HEL 92.1.7. heiujama mociie TpermMaHa ca

unxuduTopuma u IL-10

Huso S100A8 nporenna y HEL 92.1.7. henujama nocne tpermaHa ca uHxuOuTopuma u IL-
10 je Omo mamu y TpeTupaHuM rpymama hemuja y mopehemy ca KOHTPOJHHM, HETpETHpPaHHM
y3opuuma (rpa¢pukon 62). CTaTUCTUUKM 3HA4ajHO Mamu HHUBO mpoTenHa S100A8 netekToBaH je
nocie Tpermana Ly294002 wHXHOMTOpa Kao M HEroBe KOMOHWHAIMje ca aHTUUH(IaMaTOPHUM
mapkepoM IL-10 (rpajuxon 62). Takolhe, ctaTUCTHUKM 3HA4YajHO MamkHU HUBO OBOI IPOTEHHA
3abenexeH je y rpynu hemuja koja je Tperupana ca kombunanujom RUXO waxubutopa u 1L-10
(rpacdukon 62).

Huo S100A8 nporeuna y HEL heaunjama nocie Tpermana ca
unxuéuropuma u IL-10
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I'paguxon 62. Huso S100A8 y HEL henujama nocie tpermana ca uaxubutopuma u 1L-10.
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4.10.3. HuBo S100A9 nmporeuna y HEL 92.1.7. heaujama mocje TpeTMaHa ca

unxuduTopuma u IL-10

Huso S100A9 nmporenna y HEL 92.1.7. henujama mocie Tpermana ca nHxuOuTopuma u IL-
10 Huje ce CTATHUCTHYKH 3HAYAjHO Pa3IMKOBAO Yy TpeTHpaHUM Tpymama henwja y mopehemy ca
KOHTPOJIHOM TpynioM (rpadukoH 63).

Huo S100A9 nporeuna y HEL heaunjama nocie Tpermana ca
unxuéuropuma u IL-10
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I'padpuxon 63. Huso S100A9 y HEL henujama mocne Tpermana ca naxuouropuma u 1L-10.

4.10.4. Huo S100A12 nporeuna y HEL 92.1.7. heaujama mocjie TpeTMaHa ca

unxudutopuma u IL-10

Huso S100A12 mportenna y HEL 92.1.7. henmujama nocie Tpetmana ca maxuOuToprma u IL-
10 HMje ce CTAaTUCTMYKM 3HAYajHO Pa3lIMKOBAO Yy TpeTHpaHUM rpynama hemuja y mopehemy ca
KOHTPOJIHOM TIpYyIIOM, M3Yy3€B y cliy4yajy TpeTMaHa henuja ca komO6uHanujom RUXO unxuburopa u
IL-10 e je 3a0enexeHo CTaTUCTHYKHU 3HAYajHO Mamk-e¢ UICITUTUBAHOT MpoTenHa (TpadukoH 64).
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Huso S100A12 nporenna y HEL henujama nociie Tpermana
ca uHxu6uropuma u IL-10
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I'pajuxon 64. Huso S100A12 y HEL henujama nocne tpermana ca uaxuouropuma u 1L-10

4.10.5. Huo pNF-kB/NF-kB nporenna y HEL 92.1.7. heanjama nocJie TperMana

ca unxuduropuma u IL-10

Huso pNF-kB/NF-«xB nporenna y HEL 92.1.7. henujama nocie TpeTMaHa ca MHXUOUTOpUMA
u IL-10 Huje ce cTaTUCTHYKH 3HAYAjHO PA3IMKOBAO y TPETHPAaHUM rpynama hemuja y mopehemy ca
KOHTPOJIHOM TpynoM (rpadukon 65).

Huso pNFkB/NFKB nporenna y HEL heaujama mociae Tpermana
ca uHxuo6uropuma u IL-10

0,4
0,35
0,3

I
I
025
02 I
0,15
01
0,05

KonTpona Ly294002 Ly+IL-10 JSH23 JSH23+IL-10 RUXO RUXO+IL-10 IL-10

o

I'paduxon 65. Huso pNF-kB/NF-kB nporenna y HEL henujama mociie Tpetmana ca
naxuburopuma u IL-10.
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5. ITACKYCHJA

5.1. Onmre oco0nHe aHATU3MpPaHe Ipylne NanMjeHaTa ca MHUjeJonpoaupepaTUHBHUM
HeoIIa3MaMa

MujenonponudepatuBae Heormazme (MIIH) mnpencraBsbajy KIOHadHE XEMAaTOJOIIKE
MQJIMTHUTETE KOj€ Y XpPOHUYHO] (pa3u 0/IMKyje HEKOHTpoIMcaHa nponrdepanuja audepeHupannx
XeMaToInoeTckux henuja, npu yemy je Takolhe npucyTaH U CHaXKaH OJIrOBOp Ha LIMTOKHUHE U (pakTope
pacra, Kao Ioclieiniia KOHCTUTYTUBHE aKTUBAIIMje TUPO3MH KMHAa3HUX curHaiaHux myresa (Nangalia
u Green, 2017). ¥ MIIH y6pajajy ce Tpu Oonectu: nomunuremuja Bepa (I1B), ecenumjanna
tpombonremuja (ET) u npumapua mujenopudposa (IIMD). [Toznato je ga TOKOM Tpajama Oonectu
Moske ohu 1o Tpanchopmanuje, npu yemy cy Hajuenrhe tpanchopmanuje uz ET y 1B unu [IMO,
u3 [1B y [IM® wnu tpanchopmanuja 0110 Koje ol TP EHTHTETa Y aKyTHY MH]jEJIOUIHY JICYKEMH]Y
(AMJI) (Cerquozzi u Tefferi, 2015), npu yemy je MexaHuzaM TpaHcopMaIije CIOKEH U Be3aH 3a
anesicko onrepeheme, Kao U CTHIIAkE JI0IaTHUX MyTallja TOKoM mporpecuje 6onectu (Moliterno u
cap., 2008).

I'pyna ucnuTaHnka ykJbydeHa y Halle eKcriepuMeHTe cacrojana ce ox 140 mammjeHara u
nokasuBaia je onapehene crnenuduunoctu. Haeneny rpyny unHuio je 57 mymikapana u 83 KeHe,
YHja je IpoceyHa CTapoCT Y TPEHYTKY IMOCTaBIJbamba JUjarHo3e u3Hocuia 61 roamuHa, mTo je y CKIaay
ca BpeIHCTHMA KOje ce HaBOJC y JUTEpaTypH, a koje uzHoce 60 wiu surtre (Moulard u cap., 2014;
Rumi u Cazzola, 2017). 3a Haury rpyny UCIUTAaHUKA KapaKTEPUCTUYHA j€ MHMBUIYalTHA PAa3IHKa y
CTapoCTH MalijeHara, koja ooyxsara orcer oz 22 1o 81 roause.

OcHoBra kapaktepuctuka MITH npencrasipa npucyctBo JAK2V617F myranuje, koja ce
npeMa JuTepaTypH jaBiba y 95% win Buie nanujenara ca 1B, kao u 50-60% mnauujenara ca ET u
[MM® (Kralovics u cap., 2005). V namiem ciy4ajy, JAK2V617F myraruja 1eTeKTOBaHa je KOJ CBUX
nanujeHara ca [1B, 48% nanujenara ca ET u 50% nanujenara ca IIM®. Buie ox 50% mytupanor
anena npoHaheno je kox 49% nanujenara ca 1B, mto je 06jammbeHo TyOUTKOM XeTepO3UTrOTHOCTH,
OJTHOCHO 110jaBOM MYyTalllj€ Y XOMO3UTOTHOM cTamy. Y ciay4ajy ET, moctoju ¢eHomMeH nosmkiIoHcke
XeMaToroe3e, TJie eKkcrnan3nja Wt KJIoOHa HHje CylpUMUpaHa eKCIaH31ujoM MyTHPAHOT KJIOHA, T€ CE Y
OBOM EHTUTETY MyTalllja MO>ke Hahu y XeTepo3UroTHOM CTamy WM MOke 6uTu ojcytHa (Harrison
u cap., 1999; Swierczek u cap., 2015). V namoj rpynu ET nanujenata 6wmio je mpucytHo 48%
XeTepO3nroTa, 10K je 52% nauujeHara ouno 6e3 myranuje. Kox [IM® nauujenara, 51% 6uo je ca
JAK2V617F myramujom, 10k je 49 6mito 6e3 Mmyranmje.

5.2. Xpounuyna unpuamanuja kox MITH

MITH npezacraBibajy jeAMHCTBEHH MOJIEN OHOCA U3Mel)y KITIOHAITHOT pa3Boja XeMaTOJIOMIKOT
MaJUTHUTETa W XpoHHuYHe HuHGmamanuje. HeoracTuuHo TpaHcPOpMHUCAHM KIOH TNpeAcTaBiba
IJIaBHU TOKpeTad HH(IaMaTOpHUX peakiyja, ITO je JO0Ka3aHO KypaTUBHUM e(QEeKTOM ajoreHe
TpaHCIUIaHTallMje MaTUYHUX henuja, MpHu YyeMmy ce MOHOBO YCIIOCTaBJ/ba HOpPMaJIHA XeMaToNoe3a U
7071a31 J10 oBJaucta pubpose (Thiele u cap., 2005). Heomnactuunu ko u nudepeniupane henmje
KOje 0] mera IOTHYY TMpeAcTaBbajy TJaBHU UW3BOP HMHIUPEKTHE TMapakpuHE CeKpeluje
WH}IaMaTOPHUX IIUTOKMHA MTOPEKIOM OJ1 HOPMATHHX henrja mpUCyTHUX Y MEKPOOKOJIMHHU TYMOPA.
[ToBehanu HUBOM LUTOKKHA Y IIUPKYJIAIU]H U HATOMHJIABakhe PEaKTUBHUX KHCEOHUYHUX BPCTa BOAU
TeHETHYKO] HECTAaOMITHOCTH, KOja MOro/yje pa3Bojy HeOIIa3Mu U BHUX0BO]j mporpecuju (Mantovani
u cap., 2008; Candido u Hagemann, 2013).

Mehy meaunjaTope nHpIamalrje Koju Cy OBE3aHH ca MPOAY>KEHOM MH]jeI0npordeparyjom
cnagajy S100 mporennu. S100A8, A9 u A12 nyde henuje mujenouanor nopekia, 1ok je S100A4
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perynatop nposmdepanuje y Heormmtazmama. S100A4 u A12 crBapajy ce myrem aktuBanuje JAK-
STAT curnanHor myra, Koju je konctutyTuBHO aktuBupan y MITH (Diklic u cap., 2016).

5.2.1. ®akropu unduaamanuje S100A4, S100A8, S100A A9 u S100A Al2 y

heaujama nanmjenara ca MITH

5.2.1.1. S100A4

[To3naro je na je S100A4 ykipy4eH y npolec HHBa3Hje U MeTacTa3upama MATUTHUX TyMOpa
(Fei u cap., 2017), a y HEKOJHMKO CTyadja MOKa3aHO je Ja je MOCTOjH Kopenamuja usmehy HuBoa
S100A4 u nommjer ucxo/a Ko nandjenara ooosenux o manuraux o6onectu (Cabezon u cap., 2007).
Kopenanuja nommuje nporuo3de u HuBoa S100A4 youeHa je y COTUAHMM TyMOPHMA, Kao IITO CY
KOJIOPEKTAJHU KapuuHOM U KapimHoM nojke (Gongoll u cap., 2002), kao u TymMopu oBapujyma,
npocrare, NaHKpeaca, O€lIMKe, jeAmaka U Ky4YHe Kece, alll U ,,TeYHHM ' TyMOpHMa, Kao IITO je
neykemuja (Chen u cap., 2014; Bresnick u cap., 2015). Kox oBor Tuna maaurHux OOJECTH, O
KJbYYHOT 3Hayaja je HeratuBHa perynanuja p53 og ctpane S100A4, koju y 0BOM Cllydajy UMa U YJIOTY
MO3UTHUBHOT perynaropa henmujcke murpanuje u crumyinaropa aaruorenese (Lukanidin u Sleeman,
2012; Gross u cap., 2014).

Y HammMM HCTHNUTHBamkUMa IOKa3zaHO je ga usMely rencke ekcrpecuje S100A4 y
rpanynouutuMa MITH nanujeHata u KOHTPOJIHUX y30paka HEMa CTAaTUCTHYKH 3HAa4YajHE PasiIMKe,
nMako ce HajBehm HHMBOM TEHCKE eKCIpecHje youdaBajy Kona manujeHara ca ET xeTepo3urorHum
CTaTycoM, 3aTHM KO/ nanujeHara ca [1B XxeTepo3uroTHIUM CTaTycoM JOK je HajMamU KO/ MalfjeHara
ca [IM® xerepo3urotHum cratycom. Ca apyre cTpaHe, y CTyIWJU ca aKyTHOM MH]EJIOUTHOM
neykemujoM (AMJI), nokaszano je na je HuBo uHpopmaunone PHK tpoctpyko Behu y ogHOCy Ha
3apaBe kouTposte (Steinbach u cap., 2007). OBo yka3yje Ha YHELCHHUILY JIa j€ CTOIa MPEKHBJhaBamba
nanujeHata ca AMJI mama y ogHocy Ha 6uio koju o eHtutera MITH (oxo 28% meroroaumime
npexuBsbaBambe 3a nepuox 2009-2015), mocmarpano mpema kputepujymuma National Cancer
Institute (NIH, USA) u Orphanet-a (https://seer.cancer.gov/; www.orpha.net/).

Ha mporennckom HuBoy, y rpanynouutuma MIIH noka3zaHo je CTaTUCTUYKH 3Ha4yajHO
noBehame HuBoa S100A4, xon cBux MITH, HezaBucHo o craryca JAK2V617F myranuje, y onHOCY
Ha KOHTPOJHY rpymy. Hamm pesynataru y ckinany cy ca ucnutubameM HuBoa S100A4 npotenHa y
AMUI, cnipoBeneroMm ox crpane Alanazi u cap. (2019), y koMe je oka3aHo J1a je HUBO OBOT IIPOTEHHA
y nuroruiazmu AMJI 6racta 3Ha4ajHO oBehaHa y mopehemy ca KOHTpoaHUM y3opiuma. [lopen Tora,
y OBOj CTYIHjH TIOKa3aHo je aa je nokanmsanuja S100A4 y Giactuma y ogHocy Ha Hopmanne CD34"
hemuje HajpehuM nenoM y HYKJIEyCy, IMITO YKa3yje Ha Pa3iuKy Yy JIOKATU3auju y GU3HOIOIMIKUM H
MaToJIOMKUM cTamuMa. MckpyuuBame ekcrnpecuje S100A4 myrem PHK wunTepdepenmmje y
henujckum muarjama AMJI noBeno je 1o henmjcke cMpTy myTeM HHAYKIHje anonTose (Liu u cap.,
2014; Alanazi u cap. 2019), mTo yka3yje n1a OM OBaj IPOTEUH MOrao OMTH MOTEHIIMjaHA METa 3a
Tepanujy Kaniepa, oyayhu na Ou Herpanchopmucane henuje 6une cauyBaHe.

HcnutuBame HuBoa S100A4 y hemujama mamujeHara ca MIIH wusBpmeno je u
MMYHOLIUTOXEMH]CKH, Ha IIUTOCIHH IpernapaTuMa, Ka0 U UMYHOXUCTOXEMH)CKH, Ha MpernapaTuMa
KOCTHE CpKd. VIMYHOITMTOXEMH)jCKOM aHAJIM30M TOKa3aHo je na je y rpanynorutuma MITH 6poj
S100A4 no3utuBHUX henyja 3Ha4ajHO CMameH KOJ1 CBUX nainujeHata ca [I1B aujarnozom, kao u [IM®
nanujeHata kon kojux Huje nerektoBaHa JAK2V617F wmyranmja. Kon mammjenata ca ET
XETEePO3UTOTHUM CTaTycOM youeHO je moBehame Opoja mmyHopeakTHBHHX henuja, mehyrum, 6e3
CTaTHCTHYKN 3HAYajHE PAa3NIUKE y OJHOCY Ha KOHTPOIY, a CarjlaCHH pe3yiTaTH IMOKa3aHu Cy U
MMYHOXHUCTOXEMU)CKHU. VI3 HaBeIEHOT MOXe Ce 3aKJbYUUTH Ja aJIeICKO onTepeheme renepaaHo Hema
yTHuI1aja Ha reHcKy ekcnpecujy U HuBo S100A4 nportenna ko narujenara ca MITH, nmpu uemy HuBOM
S100A4 mporenna nokasyjy crabuno nosehame, ITO je y CKIIaLy ca JUTEPaTypHUM MOJaluMa.
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5.2.1.2. S100A8/9

[To3nato je ma je SI00A8 ykipydeH y audepeHnnjannjy MujeTonaHnx henrja u perynamnmjy
nHpamanuje, 10k SI00A9 crumynuine NPoaAyKIHjy TPOUH(IAMATOPHUX NUTOKMHA U aKTHUBUpPA
ERK1/2 curnanau myt Be3uBameM 3a RAGE penenrope. Y3 1o, xerepoaumep S100A8/9 crumynuiie
pact Tymopckux henuja aktuBanujoM ERK1/2, kao u BesuBamwem u curHaimsaijom rnpeko RAGE,
IITO JIOBOJM JI0 cuHTe3e Meaujaropa nnpaamanuje (Kovaci¢ u cap., 2018).

ITporenn S100A8 je cBe uyemhe mpemo3HaT Kao OMOMapKep y BHIIE THUIIOBA COJIMIHHX
TyMOpa, a Takol)e MMa BakHY YJIOTY U Y XEMaTOJOMIKUM MalUTHUTETHMA, Kao mTo cy MIIH. ¥V
OoJjiecTMa Kao IITO je aKyTHa MHjEJIOHJIHA JISyKEeMH]ja 3HavyajaH je Kao MOTCHIM]jaTHU UHIUKATOP
ciabujer npexuBibaBama (Yang u cap., 2016).

VY comuaaum Ttymopuma mosuineHd HHBoM S100A8/A9 y TyMOpCKO] MHKPOCPEAMHH HIIH
1a3Mu Kopenupa ca arpecuBHourhy 6onectu (Cheng u cap., 2008; Miller u cap., 2017), npu yemy
UMa YIOTYy Yy perpyTroBamy MHJEJIOUTHUX U CYNPEcOpCKUx henuje MUjelouIHOr MOpeKka (EHT.
myeloid-derived suppressor cells, MDSCs), koje crumynminy pacT Tymopa u omoryhasajy
ycnocTaBibambe Metactarcke nuine (Cheng u cap., 2008; Ichikawa u cap., 2011). Bucoku HHBOH
S100A8/A9 kapakTepHCTHYHHU Cy 3a WH(IaMaTOPHA CTama, MPH YeMy XETEpOaAUMEp JAeiyje Kao
XEMOATPAKTAHCKU MOJIEKYJ, KOra KOHCTHUTYTHBHO EKCIPUMHUPA]y HEYTPODUIH, aKTHBUPAHU
monorutu u Makpodaru. Takohe, SI00A8/A9-no3utuBHe Mujenouane hemuje npse cy henuje koje
uHuaTpHpajy undsamaropue sesuje (Gebhardt u cap., 2006).

VY HammM HCTpaKWBamUMa, Mokazanu cMo aa je HuBo S100AS8 mporenna, kao u S100A9
nporenHa nosehan koj cBux MITH manujenara, mro je Takohe nmokasano u koj namujenara ca AMJI
(Stewart u cap., 2018). V ciyuajy MITH narujenara, CTaTUCTHYKKA 3Ha4ajHO moBehame yodaBa ce
kox [IB nanujeHata (1 XOMO3UIOTHOT U XETEPO3UTOTHOT cTama), kao U ko ET xereposurora, npu
yeMy cy pesynratu gooujenu Western blot meromom y cariacHOCTH ca WMYHOIIMTOJIOIIKAM H
MMYHOXUCTOXEMU]CKUM pe3yiratuma. Pesynraru yka3zyjy n1a S100A8 u SI00A9 nosehanu, y3 npyre
nH(IIaMaTOpHE MapKepe, y 3aBUCHOCTH o1 anesickor ontepehema JAK2V617F myrarmjom.

Pesyntatu ucnuTHBama IeHCKE €KCIIpecHje He JOCTHXKY CTAaTUCTUYKY 3HA4yajHOCT, ajH
ykazyjy na nocroju nosehan HuBo S100A8 u S100A9 xox maumjenara ca [1B u [IM®, wto je y
CKJIaJly ca T&KUHOM KJIMHHYKE CIIMKE KOJ OBUX Oosectu. Y cryauju Laouedj u cap., 2017, mokazaHo
je na je Bucok HUBO S100A8 u S100A9 youen, kako y moHouutHUM AMIJI henujama, Tako U y
MUjEeJIOMOHOLMTHUM hemnujaMa, Kao M Jla ce ’UXOB HUBO NoBehaBa ca MporpecujoM 00secTH, Ipu
yeMmy je TMoKa3zaHa Kopesamuja ca moBehameMm Opoja jeykemujckux henmmja. MutneBu TpeTupanu
S100A8 aHTUTENOM MOKa3alM Cy HPOAYKEHO NPEXKHUBIbABAKE U OJUIarame I0jaBe CHUMIITOMA
OonectH, Kao W aa TpetMaH pekomOuHaHTHUM munjuMm S100A9 mporemHoM Takole mpomykaBa
npexuBibaBame. OBo ykasyje 1a SI00A8/A9 morke MoCIyKUTH Kao KIMHUYKY OMOMapKep U IiJbaHa
Tepanuja, Kako KoJ JeykeMuje, Tako u kog MITH.

5.2.1.3. S100A12

S100A12 je ykipydeH y nH(pIaMaTOpHE OJTOBOPE y OpraHu3My, Oyayhu 1a je moka3aHo Jia ce
MIPEKOMEPHO EKCIIPUMHUpa Y HH(PIAMaTOPHUM KOMIIAPTMEHTHMA, Kao U Ja ce moBehaHn HUBOM OBOT
npoterHa Mory Hahu y cepyMy ocofa ca paznmuduTUM WH(IAMaTOPHUM U METAOOJTUYKAM CTalkbUMa,
HeypoJereHepatuBHIM nopemehajuma u manuraum 6osectuma (Pietzsch u Hoppmann, 2009).

VY conMmHUM TyMOpHMa, Kao MITO Cy KapIIMHOM JKeNyla W opodapHHreaHu KapluHOM,
cmameme HHBoa S100A12 nompuHeno je TyMOpPHIeHe3HW, JOK je BHCOK HHBO OHO TO3MTHBAH
MIPOTHOCTUYKK (haKTOp 3a MpeKuBJhaBame. Koa oBMX KapimHOMa, MOKa3aHO j€é W Ja je TeHCKa
excrpecrja S100A12 6una cmamena (Li u cap., 2016). Ca apyre crpane, Oynyhu na je S100A12
Mapkep uH(pIaManuje, 3Ha4ajHO j€ IMOBWIICHA HETroBa KOHIICHTpallMja, Kako y HWH( IaMaimjoM
3axBaheHUM TKHBHMAa, TAKO U Y KPBH. Y3 TO, KOHIIEHTpAIIMja Y CEPyMY KOpelupa ca HMHTEH3UTETOM
obossema (Pietzsch u Hoppmann, 2009). ¥V nHamuMm ekciepuMeHTIMa, HUBO TEHCKE eKCIpecHje O1o
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je moBehan y ceum MITH u3y3eB [IM® ca xerepo3urotanm ctambeM JAK2V617F myranuje u [IM®
6e3 myranuje. [Topen Tora, NpoTenHCKU HUBOM Takohe cy Omnu nmosehanu y ceum MIIH, mro je y
CKJIaJy ca YME-EHHUIIOM JIa Y KOCTHO] cpxu marjeHata ca MITH mocroju xponnyna uHdpaamauja
(Wang u Zuo, 2019).

5.3. ¥Yruunaj xuapokcuypee u JAK2 cnenupuyHor uHXUOMTOpPA HA HHMBOe (akTopa
uHdaamanmje y in vitro yciouma na heaujckoj maauju HEL 92.1.7

Xuzapokcuypea IpeaCcTaB/ba LUTOCTATUK KOJU C€ CTaHAApIHO yNoTpeOsbaBa Kao
[UTOPEAYKTUBHA Tepanvja y (apMakoJIOIMIKOM TPHUCTYIy Jiedema manujenara ca MITH.
AHTHMH(DIaMaTOPHU YTULA] XUAPOKCHYpee MOKa3aH je KOoJ MalijeHara ca cCpracToM aHEMUJOM, KOJT
KOJUX IOCTOjJH XpOHUYHA WH(DIamMaIuja Kao mocieauia omrehema TKUBa 300T MPUCYCTBA CPIIACTHX
hemuja (Johnson u Telen, 2008; Sarray u cap., 2015). ¥ HajHOBMjUM CcTyaujama IOKa3aHO je Ja
XHIPOKCUYpea MMa MIO3UTUBAH I HE ¥ KOMILIETaH yTUIIA] HA CMambehe HH(IaMaTOpHUX MOJIEKYIIa
ko1 oBux nanujenara (Penkert u cap., 2018). V HamuM ekcrieppMeHTHMA [TOKA3aHo je J1a Y TPeTMaH
XHIPOKCHYpPEOM M KOMOMHamjoM xuapokcuypee u cneuupuanor JAK2 naxuburopa 1,2,3.,4,5,6-
XEeKCaOpOMOLMKIOXEKCAaHOM, Y TOKY 48 yacoBa, 10BOJIU JI0 3HaYajHOI CMamkEHha HUBOA UCIIUTUBAHUX
S100 npotenna. YUnmenuna na JAK2 cnenuduunu uaxuodurop 1,2,3,4,5,6-xekcaOpoOMOLIUKIOXEKCAH
JIOBOJIM 70 3HaYajHUjET CHUKEHha HUBOA yKasyje na ce ucnutuBanu S100 npoTenHn eKcrpuMupajy
Ha JAK2- 3aBucTan HauuH y 0BOj henunjckoj TuHU]H.

5.4. Yrunaj nponngaamaropuor IL-6 u JAK1/2 nuxuéuropa Ha Huo S100 nporenna
u aktuBaumjy NF-kB curnasnnor myra y Mmononykiaeapuma MITH nanujenara u HEL heaunjama

IL-6 npencraBiba MyITH(GYHKIIMOHATHY IUTOKUH KOJU j€ YKJbYUeH y OpojHE Ipoliece Be3aHe
3a wH(IamMaIujy, OJl WHIYKIHMje NpOTEeMHa akyTHe ¢ase, M0 HMHAYKIMje henujcKor pacrta u
nudpepenmjanmje (Kishimoto, 2010). 3a oBaj TUTOKHH cMaTpa ce J1a IPEICTaBba KIbyIHH aKTHBATOP
MHUjeIornoese, Kao 0OJAroBOp Ha XpoHHUYHe HH(pIamaTopHe mopemehaje, ykibyuyjyhu u MITH (Mirantes
u cap., 2014). ITo Be3uBamy 3a crieniuduyunu peuentop, |L-6 nHayKyje TpaHCKpUIILUjy reHa Kpo3 /1Ba
curHaina nyra, JAK-STAT u Ras-MAPK (Ogata u cap., 1997; Murray, 2007). MITH nanujeaTtu
MMajy 3Ha4ajHO moBuieH H1BO IL-6 y mazmu (Cacemiro u cap., 2018), miro je Takohe moTBpheHo y
HAaIoj cTynuju, kao u noehan HuBo IL-6 y KocTHOj cpku, 3aBucTaH of mpucycrBa JAK2V617F
MyTamuje kox nanujenara ca ET u IIM® nmjarnosom (Cokié u cap., 2015).

[ HammMx ekcrepuMeHaTa y OBOj CTyAWju OWO je YTBpAWTH YTUIA] TpeTMaHa
MoHOHYKJIaepHuX henuja mauujenara ca MITH u HEL henuja na HuBoe S100 nporenHa noBe3anux
ca wH(pIaMaIyjoM, Kao U Jia JU je mruxoBa akTuBanuja 3apucHa o NF-kB, JAK-STAT wnmu PI3K-
AKT curnansor myta. ¥ OpojHuM cTyaujama mokasaso je 1a S100A4, S100AS8, S100A9 u S100A12
Mory nnaykoBatu aktuBanujy NF-kB u meroBy Tpanciokanujy y Hykieyc (Grottergd u cap., 2010;
Donato u cap., 2013). [Ipu Tome, naxuduimja JAK1/2 u NF-kB curHamHux myreBa cMamHUBaja je
cepyMcKe HUBOE HH(IaMaTOPHUX IIUTOKKHA, onTepeheme Oonenthy u joBena 10 pesepsuje Gpudposze
y koctHoj cpxu (Kleppe u cap., 2018). [Toka3zano je ma S100A8/9 xeTepoaumep MoKe, y3 peryiamnujy
nponudepanyje u qudepeHnnjanuje, akTHBUpaTH NPOAYKIN]y TPOUH(IaMaTOPHUX UTOKMWHA, KA0
mro je IL-6, IL-8 u TNF-a y aktuBupanum MoHOIMTHMA U IpyruM henmujama (Sunahori u cap., 2006;
Donato u cap., 2013), nok je S100A9 mocpenoBaHa akTHBalMja henuja 3HA4YajHO CMambEHA
naxuoujom NF-kB (Xu u cap., 2013).

[Tokazanu cmo aa je |L-6 reHepanHo cMamuBao WK HUje yTuiao Ha HUBO S100 nmporenHa y
MOHOHYKJIaepHUM henujama manujeHata ca MITH, uzy3zeB muBoa S100A9 kon I1B. Muxuburtopu
PI3K (Ly294002) u NF-xB (JSH23) curnanuaux myresa nosehanu cy Husoe S100A8 xox ET, a 1L-6
cmamenn HuBou S100A8 xox ET Bpahenm cy maxubunujom NF-kB. IL-6 je Takohe cmamno HHBO
S100A8 kox [IM®, mito je nonatHo nojauano naxuobuuujom PI3K. IL-6 3aBucHo cmameme S100A9
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kox ET ymameno je nenoBamem NF-kB maxuburtopa, a mojauano PI3K maxubunujom. Muxubuimja
PI3K, NF-«xB, n JAK1/2 curnanaux myreBa jenoBaia je Ha cMambere HuBoa S100A8 kon [IM®D, nok
je xox IIB u ET uaxubunmja PI3K curnamnor myra mosena 1o cmamema HuBoa S100A9. V3 To,
HuBoM oBor nporerHa koj ET u [1B noeehanu cy nenoBamwem JAK1/2 1 NF-kB unxuburopa, mro
yka3yje Ha 3aBucHOCT cuHTe3e S100A9 o1 0BUX CUTHATHUX ITyTEBA.

VY uctum ekcriepumeHTMa oapehena u genosame |1L-6 Ha akTBHOCT OBOT myTa Koa MITH.
[Tokazanmu cmo aa je IL-6 naxubupao NF-kB curnanuzanujy kox ET u [IM®, nok je maxubummja
PI3K nmosena no cmamema aktuBHOCTH NF-kB kox ET. Muxubuuuja JAK-STAT curnannor myra
HecnenuPpUIHIM HTHXHOUTOPOM pyKcoiuTuHHOOM akTuBupaina je NF-kB curnamau nyt kox ET.

Hagenenu pesynrati ykasyjy na je mpouH(pIaMaTOPHUM IUTOKMHOM H3a3BaHO T'€HEPATHO
cmamee HuBoa S100 nmpotenna ko MITH nocpenoBano NF-kB u PISK curnamaum myreBuma.

Y HEL hennjama wHXuOuWIMja HAaBEIEHUX CUTHATHUX IyTEBa HHjE JOBeJa 10 3HAYajHE
poMeHe HuBoa MH(pIamatopHux Mapkepa. Ose henuje, nako umajy JAK2V617F myrauujy, nokasyjy
pasnuke y ogHoCcy Ha henwje mopekiioM oJ1 mayjeHaTa y ToM CMHCITY Jla UH HEAO0CTaje PerenTop 3a
IL-6 (Kobayashi u cap., 2016), Te je oAroBOp Ha CTUMYJAIM]y MPOUH(IAMATOPHUM IIUTOKUHOM
M30CTao0.

5.5. Yruuaj antunndgiamaropuor IL-10 u JAK1/2 nnxuduropa Ha Huso S100 nporenna
u aktuBaumjy NF-kB curnasnnor myra y Mmononykiaeapuma MITH nanujenara u HEL heaunjama

IL-10 je MynTUQYHKIMOHAIHYA IUTOKHH KOjU YYECTBYj€ Y UMYHOETYIAlUjU U HH(IIaMaIUju.
Moxe Gmokuparu nejctBo NF-kB u ykipyden je y perymanujy JAK-STAT curnansor myra (Mosser
u Zhang, 2008).

[ToxkazaHno je na ce mojenuuu S100 nporennn nmojauano cuHTeTHILy y ipucyctBy |L-10. Takos
ciyyaj je ca S100AS8, 3a koju je y IuTepaTypu Mokas3aHo Ja ce nosehasa y oarosopy Ha IL-10. ¥V
canejctBy ca smmnononucaxapugom (JIIIC) u uaTepdeponom-y, 1L-10 noBeo je mo BUmETpyKOT
nosehama HuBoa S100A8 kox Makpodara u enaorenckux hemuja (Xu u cap., 2001).

V¥ nammm excrnepumenTuma, |L-10 uza3pao je nosehawe HuBoa S100A4 kox I1B, koje ce
morno Onokupatu PI3K u NF-kB unxuburopuma. Taxohe, IL-10 noseo je 10 cMamema HUBOA
S100A8, xoje ce morno Onokupatu NF-«kB u JAK1/2 unxubunujom. ¥3 to, IL-10 noseo je no
cmamerwa HuUBoa S100A9 kox ET, nocpenoBano PI3K curnannum myrem, 0K Cy ce MO J1€jCTBOM
IL-10 xox ET nuBou S100A12 nmosehanu, mro ce morso cipeuntu PI3K u NF-kB uaxubuimjom.
Nuxnburop NF-kB curnansor nyra JSH23 nosehao je 3nauajHo HuBoe S100A12 kox [IM®, nok cy
Koz ucte 6onectd HUBoM S100A8 O6un 3HaUajHO CMamkEHU. Y OBUM E€KCIEpUMEHTHUMA HHUj€ YOueH
yTUIa] THXUOUIIMje CUTHATHUX nyTeBa. AktuBauuja NF-kB curnannor nyra yodena je kox [IM®,
non y3ajamHUM JnejctBoM |L-10 m JAK1/2 maxuburopa pykconmutuHubOa. Y oba ciydaja, U KOJ
TpeTMaHa npouHduamaropuuM |L-6 u antuundnamaropuum 1L-10 xon manujenara ca ET youeHo je
cmameme HuBoa S100A8/9, koje je mocpenoBano NF-kB u PI3K curnamaum nmyreBuma. CynpoTHO
PI3K mocpenoBanom camxkemny S100A8/9, IL-10 je noBeo no nmoBehama HuBoa S100A4 u S100A12
koje je nocpenoBano NF-kB curnamaum nmyreM. To ykaszyje na cy NF-xB u PI3K curnanuu nyresu
nomuHaHTHU y |L-6 / IL-10 mocpenoBanoj perynauuju HuBoa S100 nporenmna kox MITH, rae je
aktuBanuja JAK-STAT curnanHor myra KOHCTUTYTHBHA.

VY excnepumentuma ca HEL henmjama Ttperman ca IL-10 u uHxuOunmja HaBeaeHUX
CHUTHAJIHUX TyTeBa HHUje JOBeJa 10 3HaYajHe MpPOMeHe HHWBOAa WH(IaAMaTOPHHX MapKepa, Kao HU
aktuBanuje NF-kB curnansor myra.
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6. SAKJbYULIA

Hcnutuame npucycrea JAK2V617F myranuje kon nmanujenara ca MITH mokaszano je na ce
HaBeJIeHa MYyTallHja jaBJbaja KOJ| CBHUX manujeHara ooomnenux oxa I1B, 48 % nanujenara ca ET
u 50 % nauujenara ca [IM®. On 1B nanujenata 49 % umaro je anencko ontepeheme Buiie
on 50 %, 1j. umano je JAK2VG617F y XOMO3WUTOTHOM CTamy, JOK CYy OCTaau OWin
xetrepo3urotu. Kog ET manujenara, 48 % Ounu cy xeTepo3urotu, 10K 52 % mnauujeHara Huje
HOCWJIO MyTupanu ainen. Y ciuydajy [IM® nanujenara, 51 % Owmo je ca JAK2V617F
MyTaIjom, 0K je 49 % owmiio 6e3 myranuje.

S100 npoTenHu npeicTaBibajy BakHe OMoMapkepe XxponnuHe uHdaamaije y MITH, 6ynyhn
Jla Cy YKJbYUYCHH y aKTUBAIH]y henmjcKux perenrtopa v y4ecTBYjy Y CHTHAJIHUM ITyTEBUMA.
Wudnamanmja, ananuzupana npexo HuBoa ¢akropa naduamanuje S100A4, SI00A8, SI00A9
u S100A12 nokasyje nosehame, koje 3aBucu on npucycrsa JAK2V617F myrauuje koj
nojequHayHnx nporenHa. S100A4 mosumeH je xon ceux MIIH, He3aBuCcHO oj mpHCycTBa
JAK2V617F myranuje. S100A8 u S100A9 nokasyjy 3nauajuo nosehame kox I1B manujenara
ca JAK2V617F MyranmmjoM y XOMO3UTOTHOM M XETEPO3UTOTHOM CTamy, kKao u koa ET
xerepo3urota. Husou S100A12 mporemna Ttakohe cy Ownu mosehanu y csum MITH.
HaBeneno mosehame HUBOa Qakropa mH(pIamanuje ykasyje na kox obonenmx ox MITH
MIOCTOjY XPOHUYHA HH(IIaMaIyja.

TperMan HUTOCTATHKOM XHIPOKCHYPEOM M KOMOWHAIMjOM XUAPOKCHUYpEe W CreHHu(pUIHOT
JAK2 wunxuburopa 1,2,3,4,5,6-XxekcaOpOMOIIMKIIOXEKCAHOM CMamyje  HUBO (aKTopa
undnamanuje y HEL 92.1.7 henujckoj nunuju ca JAK2V617F myrannjom. CHIKeHe HUBOA
S100 mporenHa moBe3aHuX ca MH(IAManujoM ykaszyje ma ce ucnmrtuBanu S100 mporensan
excnpumupajy Ha JAK2-3aBuctan HauMH.

[Tpoundnamaropun nutokuH IL-6 cmamuBao je HuBoe S100A8 u S100A9 mporteuna y
MoOHOHYKJIeapuma nanujesara ca ET, mto je mocpenoano NF-kB curnanaum nyrem.
AntunHpnamaropan nutokuH |L-10 takohe je cmawmuBao HuBoe S100A8 u S100A9
npotenHa kox nanujeHara ca ET, amu nmocpenoBano PI3K-AKT curnamaum myrem.

NF-xB u PI3K curnanau nmyreBu gomuHantHu ¢y y IL-6 / IL-10 mocpenoBaHoj perymianuju
HuBoa S100 mporenna konq MIIH, rme je akrtuBanumja JAK-STAT curnamnHor myra
KOHCTUTYTHBHA.

WNHupnamatopHy HTUTOKMHYU HEraTUBHOM noBpaTHOM crperoM peryiuiry S100A8 u S100A9
MHUjEJIONIHE TPOTENHE KOjJH TaKol)e yuecTBYjy y XpOHUYHOM HH(IaMaTOPHOM OJIrOBOPY KO/
MITH.
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IMpuior — cnucak ckpahennua

XMJI — xpoHHYHA MU]jEJIONIHA JICYKEMHU]ja

AMII — akyTHa MH]jeTIOUIHA JEYKEMH]ja

JIHK — neokcupubOHyKIenHCKA KUCETNHA

EDTA (ewnr. etylenediaminetetraacetic acid) — eTunenaunaMuH-TeTpacupheTHa KuceInHa

CALR — kanpeTtukyauH

DAB — nquamMuHOOEH3UINH

ET (enr. essential thrombocythemia) — eceniujaasaa TpomOoTEMH]A

ERK (enr. Extracellular Signal-Regulated Kinases) — kiHasa perynucana eKcTpareayiapHiIM
CHUTHAJIIMA

GM-CSF (enr. Granulocyte Macrophage Colony-Stmulating Factor) — dbakrop crumymnaruje

KOJIOHH]ja TPaHyJIOIMTa U Makpodara

G-CSF (enr. Granulocyte colony stimulating factor) - ¢dakrop crumysamnuje KoJOHH]a
rpaHyJIoOIKTa

IGF-1 (enr. Insulin-like Growth Factor 1) - uncynuny ciudan gpakTop pacra

HRP (enr. Horse radish peroxidase) — nepokcumaza pena

IFN-y — uaTepdepon y

IL — unTEpNeyKuH

JAK - (eHr. janus kinase) — comyOuITHEe HEpPEeIENTOPCKE TUPO3UH KHHA3E

JICM (enr. Lymphocyte Separation Medium) — numdouut cenapamroHd MeEIUjyM;
mumdonpen

MAPK (enr. Mitogen Activated Protein Kinases) — MUTOreHOM akTUBHUpaHe MPOTEUH KUHA3e

NF«B - nykneapuu pakrop kb

PNFkB — dpochopunucanu nykneapuu pakrop kb

CD (ewnr. Cluster of differentiation) — moBpmHcku Mosekynu Ha henujama

TLR4 (enr. Toll-like receptor) — penentopu ciaugnu Toll-y 4

RAGE (enr. receptor for advanced glycation endproducts) - perentop 3a HpPOAYKTE
y3HaIpe10Bajie IIIMKaluje

GPCR (enr. G-protein coupled receptor) - penentopu criperayts ca G-poTeHHOM

AP1 (eHr. activator protein 1) - akTHBaTOpCKH MpoTeHH 1

RyR (enr. Ryanodine receptor) - pujaHOMIUHCKH PELIETITOP

MIIH (enr. myeloproliferative neoplasm) — mujenonponudeparrBHe HeomazMe

MPL - penentop TpomOonoeTnHa

P1-3K (enr. phosphatidylinositol 3-kinase) - dpocdaruaunrnoznton 3-kuHaza

PLC v - (enr. Phospholipase C, gamma) — dhoconumnaza L]

[IM® (enr. primary myelofibrosis) — mpumapna mujenodudpo3

[1B (enr. polycythemia vera) — monuuuTemMuja Bepa

PHK — pubonykienHcka KuceauHa

WHO (enr. World health organization) - CseTcka 31paBcTBeHa OpraHU3alyja

TNF (enr. tumor necrosis factor) - ¢pakTop HEKpo3e Tymopa

IWG-MRT (enr. International Working Group for Myelofibrosis Research and Treatment) -
MehynapoaHa rpyna 3a HCTpaXUBambe U TpeTMaH MHjeIohuopose

TPO — tpomObomoeTnH

EPO — eputponoerun

TPOR — pertenitop 3a TpOOMOTIOCTHH

GCSFR (enr. Granulocyte colony stimulating factor receptor) — peuenrop ¢akrTopa
CTUMYJIallAj€ KOJIOHH]a TPaHyJIOINUTa

NMR (enr. Nuclear magnetic resonance) — HykjeapHa MarHeTHa pe30HaHIIMja

PP5 (enr. Phosphoprotein phosphatase) — docdomnporenn docdarasza 5

MetAP2 - metnonni amunonenrugasa ll

CAMP — muknnyHYu afgeHo3uH MoHO(pochar
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PLAZ (enr. Phospholipase A) — dpochonumnaza A2

bHLH (eur. Basic helix-loop-helix) - cexBeniie 3a Be3uBame 0a3HUX XCIUKC-TIETIba-XEITUKC
TPaHCKTHIIMOHUX (haKkTOpa

MDSC (enr. Myeloid derived suppressor cells) - cympecopcke hemuje mopexioMm of
MH]EJIOUTHE JIO3E

t-PA (enr. Tissue plasminogen activator) - TkKUBHU aKTHBAaTOpa MIA3MHUHOTCHA

EMT (enr. epithelial-mesenchymal transition) - enuTenujanHo-Me3eHXUMaIHA TPAH3HUIH]a

ROS (enr. reactive oxygen species) - peakTHBHE KHCEOHUYHE BPCTE

NO - azor MOHOKCH]]

ICAM-1 (enr. Intercellular Adhesion Molecule) — ynyraphenucku anxe3nonu Moieky: 1

VCAM-1 (enr. vascular cell adhesion molecule) — Backymapau henujcku agxe3n0HH MOJIEKYIT

FBS (enr. Fetal Bovine Serum) — ¢eranuu tenehu cepym

PBS (enr. Phosphate buffered saline) - dbocharom nydeprcanu husnosomkn pactBop

PAGE — enextpodopesa Ha MOTHAKPUIAMUATHOM Ty

SDS — Harpujym goaenuicyndar
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BMOT'PAOUIJA AYTOPA

Munom Jlukmuh poher je 16.04.1981. roqune y 3ajeuapy, T1ie je 3aBPIINO OCHOBHY IIKOITY
,,Jlecanka MakcumoBuh® u 3ajedapcky I'mMan3ujy (IpHUpOJIHO-MATEMATHYKH CMEP) Ca OIHYHUM
ycrexoM. Jlumomupao je Ha XemujckoMm (akynretry VYHuBep3urera y beorpamy, cmep
Junnomupanu 6moxemudap 10.02.2009. rogune ca mpocekom 8,47. Ynucao je TOKTOPCKE CTyIH]e
Ha buonomkom ¢akynrery YHuBepsutera y beorpamy, cmep MonekynapHa OHOJOTHja, MOy
MonekynapHa Ouonoruja eykapuorta mkojcke 2011/2012 roguHe W TMOJOXKHO CBE HCIIUTE ca
IIPOCEYHOM OLIEHOM 9,67.

Ha Muctutyty 3a MeauIIMHCKA MCTpakuBama YHUBEp3UTeTa y beorpany 3amocieH je oA
¢debpyapa 2011. xao wuCTpakuBay-IIPUNPABHUK, NpBO y HayuHoucTpaxuBaukoj Tpynmu 3a
XEeMaToJIoTHjy, a MoToM y HayuHoucTpaxuBaukoj rpymu 3a MoJieKyJnapHy oHKosnorujy. Ha mpojexty
HcnutnBame maTtoreHe3de xemaronomkux wmamuraurera”  (2011-2019), xoju  ¢dunHaHCcHpa
MuHHUCTapCTBO MPOCBETE, HAYKE M TEXHOJOIIKOr pa3Boja aHraxkoBaH je of 2011. rogune. Ilopen
Tora, OWo je aHra)xoBaH M Ha Mel)yHapoTHOM MpojekTy ,,Determination of the mutational landscape
and clonal architecture and its application in angiogenesis and thrombosis of MPN patients* (2014-
2016) koju je ¢unancupao Swiss National Science Foundation y capaamu ca Department of
Biomedicine, University Hospital Basel, IlIBajuapcka. JlobutHuk je Harpaze ,,Jp JoBan By4o* 3a
HajOOJBPM HAYYHOMCTPAKUBAYKH paj rpyne MHCTHTYyTa 32 MEAMIMHCKA MCTpakuBama 3a 2018. u
2019. romquny. Ynan je buoxemujckor apymra Cpouje u Cprckor IpyluTBa HCTpaKUBaya paka.

VY capanamu ca IpyruM ayTopuma, 10 cajaa je oojaBuo 34 6ubnmorpadceke jenuHuIle, oJ] Yera
4 pana y Boaehum vaconrcuma mehynapoanor 3nauyaja (M21), 3 paga y HCTaKHYTHUM 4acoMHCUMA
MehyHapoaHor 3Haudaja (M22), 7 pagoBa y mehynapoanum vaconucuma (M23), 15 caonmrema ca
Mel)yHapoAHMX CKynoBa INTamMmaHux y u3Boay (M34) m 3 caommrema ca Jomahux CKyrnoBa
mTamMnanux y uzpony (Mo64).
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Mpwunor 1.

UsjaBa o0 ayTopcTBy

MNotnwucanu-a Munow Ouknuh

6poj nnpekca 53006/2011

U3sjaBrbyjem
[ je JOKTOpCKa avcepTauuja noa Hacrnosom

AHanusa ekcnpecuje dakropa nHdnamavuvje S100A4, S100A8/9, S100A12 y

MujenonponndepaTMBHIM Heonnasmamva: Besa ca npucycTsom mytaumje y JAK2 reHy

& pe3ynTaT COMCTBEHOr UCTpaXKKuBa4Kor paga,

e [a npeanoxeHa gucepTtauuja y LEenvHW HU Y Aenosuma Huje buna npeanoxeHa
3a pgobuvjarbe OWMnNo koje Aunnome npema CTyAWCKMM rfporpamnma apyrux
BMCOKOLLUKOJSICKMX YCTaHOBA,

e [la Cy pe3ynTtaTh KOPeKTHO HaeeeHU U

e [a HMCAM KpLUMO/Ma ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTENeKTyanHy CBOjuHy
ApYrvX nuua.

MoTnuc gokropaHaoa

[&fﬁz{ il
a

Y Beorpaay, _12. ¢ebpyap, 2020.




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaAMMNaHe U eNieKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Wme v npesnme aytopa Munow C. fuknuh

Bpoj niaekca _B53006/2011

Cryaujckn nporpam _MonekynapHa 6uonoruja

Hacrnoe paga Axanusa ekcnpecuije dakropa nndnamaumje S100A4, S100A8/9,
S100A12 v MmujenonponvdepaTMBHMM HeonnasmMamMa; Besa ca NpucycTBoM MyTauumje y

JAK2 reHy

MeHTopu _[p BnagaH Yokuh, Hay4Hu caBeTHUK, MHCTUTYT 32 MeauLmnHCKa
UCTpaXkmBawa, YHUBep3uTeT y beorpagy

Op lopaaHa MaTuh, pegoBHU npodiecop y neHsunjv, bruonowkn dakynrer,
YHuBep3uTeT y beorpaay

[MoTnucaHu Mwunow C. Ouknuh

MsjaBrbyjem da je wramnaHa Bepauja Mor JOKTOPCKOr paja WCTOBETHa ENIeKTPOHCKO]
BEpP3uju Kojy cam npefdao/ma 3a ofjaBrbyvBake Ha ropTany OurutanHor
penosuTtopujyma YHuBep3uteta y beorpany.

NossorbaBam ga ce objaBe MOjU NWUYHW rnodaun BesaHn 3a fobuvjare akagemcKkor
3Batba [JOKTOpa Hayka, Kao LITOo Cy UME W npesumMe, roavHa n Mecto pohema 1 gatym
onbpaxe paga.

OBM nMYHM nogaun mory ce 06jaBuTM Ha MPEeXHUM CTpaHuuama auruTanHe
BubnvioTexe, y eNeKTPOHCKOM kartarory 1 y nybnukauvjama YHusepsuteTa y beorpagy.

MoTnuc aokropaHga
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Y Beorpagy, ___12. cebpyap 2020 &




Mpunor 3.

UsjaBa o kopulihery

Oenawhyjem YHusepauteTcky Gubnuoteky ,CeeTosap Mapkoewh® pa y [durutanHu
penosuTopujym YHuBepauteta y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacrnoBoM:

AHOAM3A ekcnpecHje coakTopa mHdoAramaumje ST00A4, STO0A8/9, STO0AT2 y

MUEAOMPOAMADEPATUBHIAM HEOMAC3MAMA: BE3A CA MPUCYCTBOM MyTaLME Y

JAK? reHy
Koja je Moje ayTopCcKo Aeno.

[vcepTauujy ca cBuUM Npunosnma npefao/na cam y enekTpoHcKoM opmMaTy norogHom
3a TpajHO apxuBNpam-e.

Mojy AoKTopcKy AncepTauujy noxpaweHy y OurutanHn penosutopujym YHusepauteTa
y Beorpagy mory ga kopucTe CBM Koju noLTyjy oapenbe cagpaHe y onabpaHoM Tuny
nuueHue Kpeatuere 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTBOo

2. AyTOpCTBO - HEKOMepLujanHo

@ AyTOPCTBO — HEKOMepUWjanHo — 6es npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — AenUTK Nog UCTUM yCrnoBuma
5. AytopcTeo — 6es npepage
6. AyTopcTBO — AEnuTu No4 UCTUM YCrioByMa

(MonuMo Oa 3aoKpyxuTe camo jegHy oA LecT MoHYNeHWX NuueHuM, KpaTak onuc
NUUEHUM AaT je Ha noneRuHn nucra).

MoTnuc gokTtopaHaa

Y Beorpagy, __12.cbebpyap, 2020 7
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1. AyTtopctBo - [losBorbaBaTte yMHOXaBak-e, AUCTPUOYLMjY W jaBHO caonwTasake
Aena, u npepage, ako ce HaBefe WUMe ayTopa Ha HadvuH ogpefieH of cTpaHe ayTtopa
Unu gaeaoua nuvueHUe, Yak U y komepumjande cepxe. OBo je HajcnobogHuja o cBuX
nnUeHLm.

2. AyTopcTBO — HEekoMepumjanHo. [lo3sorbasare ymHoXaBamwe, ANCTprubyumjy v jaBHo
caorilitTaBak-e ferna, U npepage, ako ce HaBe[e VMe ayTopa Ha HaudvH ofapefeH of
CTpaHe ayTopa vnu gasaoua nuueHue. OBa nuUeHLa He [03BOrbasa KoMepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AytopcTBO - HekomepumjanHo - 6e3 npepapge. [lossorbaBare yMHOXaBawe,
anctpubyumjy v jaBHO caonwTaBawe fAena, 0e3 npomeHa, npeobrvkosara wnu
ynotpebe pena y CBOM [eny, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of
cTpaHe aytopa wunv Aasaoua nunueHue. OBa nuueHUa He Jo3BorbaBa KomepuujanHy
ynotpeby gena. Y ofHoCy Ha cBe ocTane nuueHLe, OBOM NIULIEHLIOM Ce orpaHvuyasa
Hajsehu 0BumM npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEepuMjanHo — AenuTu nog uctum ycrioBuma. [ossorbasarte
YMHOXaBate, AUCTpudyLimjy 1 jaBHO caonwTasame Aena, u npepage, ako ce Hasene
uMe ayTtopa Ha Ha4duH ofpefieH oA cTpaHe ayTopa wnu fasaoua nvLUeHUe 1 ako ce
npepaga auctpubympa nog wMCTOM uNM cnvyHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
[03BorbaBa koMepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopcTBo — Ge3 npepage. [losBorbaBarte yMHOXaBawe, AUCTPUOYLM)Y W jaBHO
caoniwiTasawe gena, 6es npomeHa, npeobnukoBaka unu ynotpebe gena y ceom aeny,
aKko ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvH ogpefieH off CTpaHe ayTtopa wnu gasaola
nuueHue. OBa nuueHLa 4o3B0IbaBa KoMmepLujanHy ynotpeby fena.

6. AyTOpCTBO - Aenutu rog WCcTUM YycroBuma. [lo3BorbasBaTe YMHOXKaBame,
AvcTpuByumjy 1 jaBHO caonwiTaeake Aena, v npepane, ako ce HaBefle UMe aytopa Ha
HauMH ogpefeH on cCTpaHe ayTtopa WM Jasaoua IfUUEHLe M ako ce npepaja
anctpubympa nog uCToM unvM  crivdHoM  nuueHuom. Osa nuueHua [o3sorbaBa
komepumjanHy ynoTtpeby pena u npepaga. CrivuHa je copTBEepCKMM nuueHLama,
OOHOCHO MULgHLIaMa OTBOPEHOr Kofa.





