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TIP I UCESTALOST HROMOZOMSKIH ABERACIJA
1 ZNACAJ] MOLEKULARNOG MARKERA
JAK2V617F U PRIMARNOJ MIJELOFIBROZI

SAZETAK

Primarna mijelofibroza (PMF) je hroni¢na, maligna hematoloska bolest, koja se
karakteri$e leukoeritroblastnom krvnom slikom, anizopoikilocitozom eritrocita u obliku
suze, razli¢itim stepenom fibroze kostne srzi i hepatosplenomegalijom usled ekstramedu-
larne hematopoeze. Od genetickih specifi¢nosti bolesti, isticu se hromozomske aberacije u
patolodkim, mijeloidnim ¢elijama krvi i tackasta mutacija V617F na genu JAK2.

Osnovni cilj studije bio je ispitati kariotipske i citogeneticke parametre i prisustvo
mutacije JAK2V617F u genomu bolesnika sa de novo PME. Ispitani su i drugi dijagnosticki
parametari, njihove medusobne korelacije i njihov uticaj na kumulativno prezivljavanje
bolesnika.

Analiza kariotipa vrSena je konvencionalnom citogenetickom metodom. Alel-spe-
cificna PCR analiza je kori$¢ena za detekciju mutacije JAK2V617E U studiji su koris¢ene
deskriptivne i analiticke statisticke metode.

Retrospektivnom analizom citogenetickih rezultata 61 bolesnika, registrovan je pa-
toloski kariotip kod 41% bolesnika. Zastupljene su bile aberacije specificne za PMF: 13q-,
20q-, +8, ali i aberacije rede zastupljene u ovoj bolesti.

Prospektivhom studijom bilo je obuhvaceno 144 bolesnika. Ispitana je ucestalost
hromozomskih aberacija u kariotipu bolesnika, ucestalost mutacije JAK2V617F, njihova
medusobna korelacija i korelacija sa klinickim i hematoloskim, laboratorijskim parametri-
ma. Hromozomske aberacije bile su zastupljene kod 29% bolesnika. Od specifi¢nih abera-
cija za PME, najzastupljenija je bila trizomija hromozoma 9, a zatim 13q- i 20q-. Mutacija
JAK2V617F je registrovana kod 55% bolesnika. Ispitivanjem korelacije mutacije i tipa kari-
otipa, odnosno mutacije i hromozomskih aberacija razli¢itog stepena rizika, nije registro-
vana statisticki znacajna razlika (p=0.153).

Ispitivanjem znacaja klinickih i hematologko laboratorijskih parametara registro-
vana je razlika u prezivljavanju bolesnika razli¢itih prognoznih grupa primenom Lilskog,
Servantesovog, IPSS, DIPSS prognoznih sistema (PS-a) (za sve p<0.001), Mayo PS za sve
bolesnike (p=0.001) i Mayo PS za mlade bolesnike (p=0.013).

Ispitivanjem uticaja mutacije JAK2V617F, pokazano je da ne postoji statisticki zna-



¢ajna razlika (p=0,807) u prezivljavanju bolesnika sa i bez mutacije.

Ispitivanjem znacaja patoloskog kariotipa i pojedinih hromozomskih aberacija na
prezivljavanje bolesnika, primenom DIPSS citogenetickog prognoznog sistema (CPS-a) re-
gistrovana je statisticki znacajna razlika (p=0.004), dok primenom Lilskog, Mayo i IPSS
CPS-a nije registovana statisticki znacajna razlika (p=0.155, p=0.214, p=0.152).

Nasi rezultati ukazuju da je opsta ucestalost hromozomskih aberacija kod bolesnika
sa PMF 32%. Najzastupljenije hromozomske aberacije su: +8, +9, 13q-, 20q-. Somatska mu-
tacija JAK2V617F je zastupljena kod 55% bolesnika sa PME. U slucaju ispitanih genetickih
parametra, nije konstatovana korelacija hromozomskih aberacija i mutacije JAK2V617E
Prognozno povoljne aberacije za bolesnike sa PMF su: solo 13q-, t/dup(1q) solo 20q-, solo
+9, druge solo aberacije, dve aberacije isklju¢ujuc¢i nepovoljne i normalan kariotip. Nepo-
voljne hromozomske aberacije su: kompleksno aberantan kariotip, solo +8, solo -7/7q-,

solo -5/5q-, i(17q), inv(3), 12p-, 11923, dve aberacije uklju¢ujuci nepovoljne.

Klju¢ne reci: Hromozomske aberacije, mutacija JAK2V617F, prognozni sistemi

Naucna oblast: Biologija

Uza naucna oblast: Genetika

UDK: 575.224.2:575.116:[616:612.119] (043.3)



TYPE AND FREQUENCY OF CHROMOSOMAL ABERRATIONS
AND IMPORTANCE OF MOLECULAR
JAK2V617F MARKER IN PRIMARY MYELOFIBROSIS

ABSTRACT

Primary Myelofibrosis (PMF) is a chronic, malignant hematological disease, cha-
racterized by leukoerythroblastic blood picture, anisopoikilocytosis teardrop-shaped eryt-
hrocyte, different degree of bone marrow fibrosis and hepatosplenomegaly due to extrame-
dullary hematopoiesis. Among genetic specificities of the disease, those that stand out are
chromosomal aberrations in pathological, myeloid blood cells and point mutation V617F
in the JAK2 gene.

The main goal of study was to examine karyotype and cytogenetic parameters and
presence of JAK2V617F mutation in the genome of patients with de novo PME Additio-
nally, other diagnostic parameters, their mutual correlations and their effect on cumulative
survival rate of patients were examined.

Karyotype analysis was performed by conventional cytogenetic method. Allele-
specific PCR was used to detect the JAK2V617F mutation. The study used descriptive and
analytical statistical methods.

By retrospective analysis of cytogenetic results that included 61 patients, abnormal
karyotype was registered in 41% of them. Specific PMF aberrations that were found are :
13q-, 20q-, +8, but also aberrations that are rarely present in this disease.

Prospective study included 144 patients. The frequency of chromosomal aberrati-
ons was tested, so as the frequency of JAK2V617F mutation, their mutual correlation and
correlation with clinical and hemato-laboratory parameters. Chromosomal aberrations
were present in 29% of patients. Of specific aberrations for PME the most common was tri-
somy of chromosome 9, then 13q-and 20q-. JAK2V617F mutation was registered in 55% of
patients. Examining the correlation between mutation and type of karyotype and mutation
and chromosomal aberrations with various risk level, statistically significant difference was
not registered (p=0.153).

Examining the importance of clinical and hematological parameters, difference was
registered in survival of patients with different prognostic groups applying Lille, Cervantes,
IPSS, DIPSS prognostic systems (PSs) (for all p<0.001), Mayo PS for all patients (p=0.001)



and Mayo PS for younger patients (p=0.013).

Testing the influence of the JAK2V617F mutation, it was noticed that there is no
statistically significant difference (p=0.807) in the survival of patients with and without
mutations.

Examining the importance of pathological karyotype and some chromosomal
aberrations upon survival of patients, statistic significance (p=0.004) was registered using
DIPSS cytogenetic prognostic system (CPS). Applying Lille, Mayo and IPSS CPSs, statistic
significance was not registered (p=0.155 and p=0.214, p=0.152).

Our results indicate that the overall frequency of chromosomal abnormalities in pa-
tients with PMF is 32%. The most common chromosomal aberrations are: +8, +9, 13q- and
20q-. The incidence of JAK2V617F somatic mutation is 55% in our PMF patients cohort.
Correlation between chromosomal aberrations and JAK2V617F mutation was not found.

It was also concluded that prognostically favorable chromosomal aberrations for
patients with PMF are: 13q-, t/dup(1q), 20q-, +9, other solo aberrations, two coexisting
aberrations excluding unfavorable aberrations and normal karyotype. Unfavorable aberra-
tions are: the presence of complex karyotype, +8, -7/7q-, -5/5q-,1(17q), inv (3), 12p-, 11923,

and the coexistance of two unfavourable aberrations.

Keywords: Chromosomal aberrations, JAK2V617F mutation, prognostic systems

Scientific area: Biology

Scientific field: Genetics
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1. UVOD

Prvi podaci o etiologiji malignih oboljenja datiraju s kraja XIX veka. Jo$ je 1890.
godine nemacki patolog David von Hansemann, studirajuci biopsije karcinoma, bio izne-
nadjen ucestalo$¢u jedarnih i mitotskih nepravilnosti. lako nije imao objasnjenje za ove Ce-
lijske pojave, smatrao je da su one u direktnoj vezi sa poreklom i razvojem malignih bolesti.
Kasnije je pomenuta istrazivanja i istrazivanja drugih autora, Teodor Boveri sistematisao
u somatsko-mutacionu teoriju kancera. Teorija polazi od hipoteze da geneticke promene,
odnosno hromozomske abnormalnosti, predstavljaju krucijalni dogadaj za trasformaciju
normalne celije u malignu (1).

Mnoga otkrica iz oblasti genetike i molekularne genetike, omogucila su jasnije sa-
gledavanje biologije maligne celije. Prvi spektakularni uspeh iz oblasti hematoloske cito-
genetike dogodio se ve¢ 1960. godine. Nowell i Hungerford su otkrili prisustvo neobi¢no
malog hromozoma u ¢elijama krvi bolesnika sa hroni¢nom mijeloidnom leukemijom (2).
Novootkriveni marker, nazvan je Filadelfija (engl. Ph-Philadelphia) hromozom. Tehnikom
traka, pokazano je da je Ph hromozom rezultat recipro¢ne, balansirane translokacije izme-
du hromozoma 9 i 22 (3). Ovo je bila prva, konzistentna hromozomska aberacija, citoge-
neticki marker za jednu malignu bolest i direktna potvrda Boverijeve hipoteze.

Filadelfija hromozom, savr§en primer somatske mutacije u mati¢noj Celiji i direk-
tan uzrok neoplasti¢nog procesa, prvo je u nizu otkrica iz oblasti hematoonkologije. Obi-
mna postojeca znanja o programima diferenciranja i sazrevanja, odnosno maturacije celija
krvi u procesu hematopoeze, predstavljaju pravi model interpretacije kompleksnih reakcija
na relaciji genotip-fenotip. Tako se rasvetljavaju postojece i nastaju nove bioloske hipoteze
o nastanku, razvoju i le¢enju premalignih i malignih stanja.

Hematoloske maligne bolesti su do skora standardno dijagnostikovane i klasifiko-
vane na osnovu morfologije celija, ekspresije povrsinskih celijskih markera, imunohistohe-
mijskih i citogenetickih promena, na osnovu rezultata patohistoloskih nalaza, mijelograma
i in vitro Celijskih kultura prethodnika hematopoeze. Poslednjih godina posebno se istice
znacaj gena i genskih mutacija u razvoju malignih bolesti krvi. Mnogi molekularni markeri
postaju dijagnosticki parametri, a molekularno geneticke metode, neophodne dijagnostic-
ke procedure.

Koristeci ovo saznanje, postavljeni su principi savremene dijagnostike i klasifikacije
malignih hematologkih bolesti (4) u kojima je evidentan znac¢aj hromozomskih aberacija i

genskih mutacija, odnosno molekularnih markera.



1.1. Hematopoeza

Hematopoeza je slozen proces geneze zrelih celija krvi. Sve celije periferne krvi
nastaju iz zajedni¢ke multipotentne mati¢ne éelije (MMC) hematopoeze interakcijom sa
mikrosredinom kostane srzi. Mikrosredinu kostane srzi ¢ine elementi strome, pomazuce
Celije i celijski produkti (5). Elementi strome su adventicijalne celije, fibroblasti, makrofagi,
endotelijalne ¢elije i adipociti. Pomazuce celije su limfociti i monociti, a ¢elijski produkti su
citokini, hematopoezni faktori rasta i komponente ekstracelijskog matriksa.

U organizmu odraslih, hematopoeza se odvija u srzi pljosnatih kostiju i poznata
je kao medularna hematopoeza. U toku pojedinih hematoloskih bolesti, hematopoeza se
moze odvijati i u organima u kojima se odvijala u stadijumu fetusa (u slezini, jetri i u delu
kostane srzi dugih kostiju). To je takozvana ekstramedularna hematopoeza. U normalnim,
fizioloskim uslovima, iz mati¢nih ¢éelija hematopoeze nastaju celije svih krvnih loza konti-
nuirano, procesima celijskih deoba ili proliferacijom i procesom diferencijacije, odnosno
sticanjem novih svojstava karakteristicnih za jednu ¢elijsku populaciju. Zrele krvne celije
nastaju nizom maturacionih deoba, procesom koji se naziva opredeljivanje.

Iz MMC hematopoeze, dejstvom ¢inilaca iz mikrosredine i pomenutim procesima,
nastaju multipotentne Celije mijelopoeze (eritropoeze, granulocito-monocitopoeze, mega-
kariocitopoeze) i multipotentne ¢elije limfopoeze (za B i T limfocite) (Slika 1). Iz ove dve
loze poti¢u funkcionalno razliciti tipovi Celija (neutrofili, monociti/makrofage, bazofili, eo-
zinofili, eritrociti, trombociti, mastociti, dendriti¢ne celije, B i T limfociti) (6).

Poznato je da postoje i dve vrste mati¢nih celija hematopoeze: dugotrajno i kratkto-
trajno repopulisuce. Dugotrajno repopulisuce maticne celije hematopoeze su sposobne da
prave sve Celijske tipove tokom Zivota jednog organizma, a ako se transplatiraju, zadrzavaju
ista svojstva (7). Kratkotrajno repopuliSuc¢e mati¢ne celije hematopoeze brzo obnavljaju ce-
lije mijeloidne i/ili limfoidne loze (8, 9). Mala grupa mati¢nih ¢elija hematopoeze proizvodi
prethodnike ili prekursore i zrele Celije krvnih loza tokom Zivota organizma.

Da bi se vrsio kontinuirano proces hematopoeze, neophodno je da mati¢ne celi-
je odrzavaju ravnotezu izmedu stepena samoobnove i stepena diferenciranja (10). Tokom
procesa samoobnove iz jedne mati¢ne Celije nastaju jedna ili dve cerke celije $to obezbeduje
da se sacuva neophodan, stabilan broj mati¢nih celija. To govori da mati¢ne Celije hema-
topoeze poseduju i proliferativni potencijal. Medutim, proliferativna aktivnost mati¢nih
Celija je mala (11). Najvedi broj, preko 90% ovih Celija, se nalazi u neproliferativnoj fazi
Celijskog ciklusa. Iz neproliferativne G, faze, maticne celije ulaze u aktivan celijski ciklus

da bi se nadoknadile ¢elije koje su diferenciranjem izgubljene iz pula mati¢nih celija (11).
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Slika 1. Sematski prikaz hematopoeze

Hematopoezne maticne celije se karakteriSu ekspresijom antigena na celijskim
membranama. Najznacajnije obelezje ili marker mati¢nih ¢elija je ekspresija CD34 anti-
gena, takozvana CD34 pozitivnost (CD34+). Hematopoezne CD34+ Celije su heterogena
grupa Celija koja se sastoji od multipotentnih prethodnika, opredeljenih prethodnika i frak-
cije mati¢nih celija. Svaka od ovih ¢elija, pored CD34 pozitivnosti, ima i svoje specifi¢ne
imunofenotipske osobine. Zahvaljuju¢i ovoj karakteristici, maticne celije se mogu precistiti
centrifugiranjem, prebrojati, obelezZeti monoklonskim antitelima, obojiti, izdvojiti pomocu
imunomagnetnih perli, a time i dalje istrazivati.

Uprkos $irokoj upotrebi, uloga CD34 molekula u hematopoezi je jo§ uvek nedovolj-
no poznata. Opisana je njihova uloga u adheziji celija u procesu transplantacije (12). Hu-
mani i migji CD34 molekuli su homologi i vrlo konzervativni u regionima koji su strikno
odgovorni za kodiranje proteina (13), §to daje mogucnost istrazivanja molekula na modelu
misa. U eksperimentalne svrhe koristi se sposobnost CD34+ celija da stvaraju kolonije u
kratkotrajnim kulturama, kao i da odrzavaju dugotrajne in vitro Celijske kolonije. Takode,
iz njih mogu nastati celije razlicitih krvnih loza hematopoeze u in vivo animalnim mode-

lima. Zbog ovakvih osobina, CD34+ celije imaju veliku primenu u istrazivanjima. Klinicki



i eksperimentalni protokoli izdvajaju maticne CD34+ Celije razlic¢itim metodama izolacije,
preci$cavajudi ih i pripremajuci za transplantaciju, gensku terapiju, kao i za mogucu zame-
nu i regeneraciju organa.

Opredeljene ¢elije ili progenitori koji nastaju iz MMC sastoje se iz ¢elija koje ima-
ju sposobnost diferenciranja duz vise celijskih linija (multipotentno opredeljene) ili jed-
ne Celijske linije (unipotentno opredeljene). One imaju mali kapacitet samoobnove, ali su
mitotski aktivnije od mati¢nih celija. Najranije opredeljena mijeloidna celija koja stvara
kolonije granulocita, eritrocita, monocita i megakariocita je zajednicka i naziva se CFU-
GEMM (engl. Colony Forming Unit-Granulocyte-Erythroid-Monocyte-Macrophage) (11,
14). Medutim, u kostanoj srzi se, pored mati¢nih i opredeljenih celija, nalaze i prethodnici
pojedinih krvnih loza ¢ija je morfologija definisana.

Poznato je da za eritroidnu lozu postoje dve klase morfoloski prepoznatljivih pret-
hodnika. Prva klasa je primitivnija i naziva se ranim prethodnicima, odnosno BFU-E (engl.
Burst Forming Unit-Erythroid) i klasa zrelijih vise diferenciranih, naziva se kasnim pret-
hodnicima eritopoeze, odnosno CFU-E (engl. Colony Forming Unit-Erythroid).

Morfoloske karakteristike prekursora eritropoeze pokazuju nagomilavanja prote-
ina specifi¢nih za Celije ove loze kao $to je hemoglobin, a takode i slabiju aktivnost jedra.
Zivot eritrocita traje oko 120 dana od momenta kada predu u perifernu krv, a nakon toga
bivaju razgradeni od strane makrofaga u slezini. Eritopoetin (EPO), faktor rasta za celije
eritroidne loze, deluje prvenstveno na CFU-E prethodnike da bi podstakao njihovu proli-
feraciju i razvoj eritroblasta (15, 16). Vise od 80% CFU-E prethodnika ima EPO receptor
(EPOR), dok mali broj BFU-E poseduje pomenute receptore. Preko svojih receptora EPO
vr$i uticaj na umnozavanje proeritoblasta i bazofilnih eritroblasta, dok se sazrevanje pome-
nutih celija odigrava u odsustvu EPO faktora rasta.

Trombociti, kao i eritrociti, vode poreklo od zajednickih megakariocitno-eritro-
idnih progenitora, odnosno od zajednickih mijeloidnih progenitora (17). Prva celija pot-
puno opredeljena za megakariocitnu liniju je CFU-Meg (engl. Colony Forming Unit-Me-
gakaryocyte) . Iz nje nastaju megakariociti, najkrupnije ¢elije hematopoeze (dijametra od
50-100pm) koje sadrze veliko, multilobularno, poliploidno jedro (18). Megakariociti pod-
lezu procesu endomitoze, pri ¢emu se umnozava njihova DNK, ali ¢elije ne ulaze u anafazu
i dalju citokinezu. Procesom sukcesivne deobe jedra, bez istovremene deobe citoplazme,
dolazi do stvaranja megakariocita koji sadrze ¢ak do 32 jedarna lobusa ili 64n hromozoma
(18). Daljom deobom svaki megakariocit oslobada priblizno 2000-3000 trombocita (19).
Trombopoetin (TPO) je faktor rasta koji stimuli$e produkciju megakariocita (20, 21). Fa-
kori EPO i TPO pokazuju izvesnu homologiju polazeci sa N-kraja proteina $to objadnjava

izvesnu njihovu povezanost. Medutim, eritroidna i megakariocitna linija ne dele mnogo
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zajednickih proteina, niti faktora rasta specifi¢nih za njihovo diferenciranje.

Iz MMC hematopoeze nastaje pomenuta CFU-GEMM ¢elija opredeljena za ¢elije
mijeloidne loze. U prisustvu faktora rasta: citokina SCF (engl. Stem Cell Factor), interle-
ukina (IL-3, IL-6), faktora rasta CSF-GM (engl. Colony Stimulating Factor-Granulocyte-
Macrophage) iz CFU-GEMM nastaju celije opredeljene za zajednicku granulocitno-mo-
nocitnu lozu ili CFU-GM (engl. Colony Forming Unit-Granulocyte-Macrophage) (14). Iz
ovih ¢elija daljim diferenciranjem nastaju prethodnici monocitnih i granulocitnih ¢elija, da
bi u zavr$noj fazi maturacionih deoba nastali monociti i sve tri vrste granulocita (neutrofil-

ni, eozinofilni i bazofilni).

1.2. Mijeloproliferativne neoplazme

Mijeloproliferativne neoplazme (MPN) su klonalna oboljenja hematopoeznog tki-
va koja nastaju usled bujanja celija jedne ili vide razlic¢itih krvnih loza. Nekontrolisano bu-
janje celija moze se odvijati u kostanoj srzi i/ili ekstramedularnim organima sa skoro nor-
malnim sazrevanjem. Ovoj grupi neoplazmi, po etioloskim i klinickim karakteristikama,
pripadaju slicne bolesti koje se medusobno razlikuju po dominantnom tipu proliferisuc¢ih
¢elija. Zajednicko za sve bolesti je da nastaju usled poremecaja u MMC kostane srzi ili ma-
ti¢noj ¢eliji mijeloidnih loza (CFU-GEMM). Ekstramedularna hematopoeza postoji skoro
u svim MPN, a pojedine bolesti se medusobno razlikuju po intenzitetu bujanja pojedinih
krvnih ¢elija i fibroblasta (22).

Otkric¢a koja su imala istorijski znacaj za rasvetljavanje ¢injenica vezanih za dija-
gnostiku, klasifikaciju i lecenje MPN bila su slede¢a (23):

- Prekretnica u nizu saznanja predstavlja klasifikacija iz 1951. godine (24) koja je po-
drazumevala da grupu mijeloproliferativnih bolesti (MPB), kako su se tada zvale MPN
¢ine: hroni¢na mijeloidna leukemija (HML), policitemija vera (PV), esencijalna trom-
bocitemija (ET), primarna mijelofibroza (PMF) i eritroleukemija (EL).

- 1960. godine otkriven je Ph hromozom, specifi¢an citogeneti¢ki marker za HML (2).

- Pomocu testa X-vezanog polimorfizma za genski lokus glukozo-6-fosfat dehidrogenaze
(G-6-PD), 1967. godine je potvrdeno da je HML klonalna bolest mati¢ne celije hema-
topoeze (25). Usledili su sli¢ni testovi kojima je dokazana klonalna priroda PV (26), a
zatim i PMF (27) i ET (28).

- Detaljnije objasnjenje porekla Ph hromozoma, usledilo je1973. godine (3). Od tada se
klasifikacija MPB bazirala na ¢injenici da je Ph hromozom citogeneticki marker isklju-
¢ivo vezan za razvoj HML. Mijeloproliferativne bolesti su se neformalno klasifikovale u
Ph pozitivnu ili HML i Ph negativne, sve ostale bolesti (PV, ET, PMF i EL). To je podra-



zumevalo obaveznu primenu konvecionalne citogeneticke analize u dijagnostici MPN.
Razvojem molekularne biologije i primenom tehnika molekularne genetike, otkrivena
je onkogena uloga BCR/ABL fuzinog gena u razvoju HML (3). Uvedeni su precizniji
terminoloski pristupi, pa su se MPB delile na BCR/ABL-pozitivhu leukemiju (HML) i
BCR/ABL-negativne bolesti (sve ostale).

- 1996. godine otkriven je imatinib (mezilat-2-fenilaminopirimidin), lek koji funkcionise
po principu inhibitora aktivnog mesta u ABL domenu fuzionog BCR/ABL gena (29) . To
je bila prekretnica u terapijskom pristupu MPN.

- 2005. godine u cetiri nezavisne laboratorije doslo je do spoznaje da vecina bolesnika sa
BCR/ABL-negativnim bolestima u mijeloidnim celijjama ima tackastu mutaciju V617F
u genu JAK2 (30-33). Ovim otkri¢em, otpocela je "era mutacije" JAK2 (22) odnosno,
intenzivirani su naucno istrazivacki radovi u domenu promena na genima iz familije
Janus kinaze kako bi se, analogno HML, pronasao lek slican imatinibu koji bi funk-
cionisao po principu inhibicije patoloskog gena. Razvojem citogenetike, molekularne
citogenetike i drugih molekulrno genetickih analiza, intenzivno je ispitivana uloga hro-
mozomskih aberacija i mnogih gena u leukemogenezi MPN. Utvrdeno je da su neke od
hromozomskih aberacija vise zastupljene u ovim nego u drugim hematoloskim bolesti-

ma, a izmenjeni oblici nekih gena postali su prepoznatljivi za pojedine entitete MPN.

1.2.1. Molekularna regulacija mijelopoeze

Da bi se proces mijelopoeze normalno odvijao potrebna je adekvatana transdukcija
signala od odgovarajucih liganda, preko celijskih receptora do ciljnih molekula, koji ¢e na
signal odgovoriti ekspresijom odredenih gena. Jedan od takvih puteva celijske transdukcije
direktno zavisi od aktivacije intracelijskih kinaza, nazvanih janus kinaze (engl. JAK- Just
Another Kinase).

JAK molekuli pripadaju familiji nereceptorskih tirozin kinaza koje su u sprezi sa
citokinim receptorima na ¢elijskim membranama. Prenose signale nizvodno od membran-
skih receptora do jedra, posredstvom signalnih prenosioca i regulatora transkripcije, STAT
(engl. Signaling Transducer and Activator of Transcription) molekula. Tako nastaje JAK-
STAT signalni put (34, 35) preko koga se signal od citokinih receptora do ciljnih sekvenci
na molekulu DNK, prenosi transdukcijski preko JAK-STAT kaskada (Slika 2).



Slika 2. Sematski prikaz funkcije janus kinaza.

Put prenosenja signala aktivacijom JAK kinaza je relativno jednostavan, ima mali
broj komponenti, dobro je definisan i specifican je za svaki od receptorskih liganda. Me-
dutim, kod ovog, kao i kod drugih puteva direktne signalizacije, postoji mogu¢nost dodat-
ne signalizacije ili amplifikacije signala aktiviranjem drugih, manje specifi¢nih signalnih
komponenti (cAMP aktivacija, paralelna intracelularna aktivacija Ras zavisnog puta tran-
sdukcije, aktivacija fosfatidilinozitol-3 kinaze (PI3K), aktivacija struktura citoskeleta, kao i
aktivacija transporta preko aktina) (36).

Identifikovana su cetiri clana JAK familije: JAK1, JAK2, JAK3 i Tirozin kinaza 2 ili
Tyk2. Naziv Janus (lat. lanus) potic¢e od imena rimskog Boga pocetka i kraja, Bozanstva sa
dva lica (37), $to znaci da se u strukturi enzima razlikuju dva simetri¢na kraja. Svi clanovi
JAK familije poseduju sedam homologih domena (engl. JH-JAK Homology) organizovana
u Cetiri regiona: kinazni domen-JH1, regulatorni pseudokinazni domen-JH2, SH2 i FERM
domen (Slika 3). Na C-kraju JAK molekula nalazi se JH1 domen koji ima tirozin kinaznu
aktivnost. Pseudokinazni domen JH2 je strukturno slican tirozin kinazi, esencijalan je za
normalnu aktivnost enzima iako je sam ne poseduje. Ovaj domen reguliSe aktivnost JH1
domena preko inhibitorne uloge koju ispoljava. U normalnim fizioloskim uslovima, nega-
tivno reguliSe kinaznu funkciju JAK2 kinaze (38, 39). Domeni JH3-JH4 strukturno pred-
stavljaju SH2. Amino terminalni kraj JAK proteina obuhvata homologe od JH5 do JH7,
naziva se FERM domen i odgovoran je za asocijaciju JAK kinaze sa citokinim receptorima

i sa drugim enzimima.
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Slika 3. Sematski prikaz JAK familije tirozin kinaza

Posto su JAK kinaze neposredno u vezi sa intracelijskim domenima membranskih
receptora, nakon vezivanja liganda dolazi do oligomerizacije ili komformacione promene
JAK molekula. Stvara se njegova "kriti¢na gustina", dolazi do autofosforilacije janus kinaze
koja fosforiliSe ostatke receptorskih domena i zatvara krug citokine aktivacije. Molekuli
kao $to su STAT, mitogen-aktivni kinazni protein (MAP) i PI3K aktiviraju se, dimerizuju
i translociraju u jedro. Vezuju se za promotorne sekvence ciljnih gena i iniciraju njihovu
transkripciju (37). Ceo proces je regulisan i kontrolisan na vi$e nivoa od strane proteinskih
tirozin fosfataza, supresora citokine signalizacije (engl. SOCS-Suppressors Of Cytokine Si-
gnaling) i inhibitora STAT molekula (40, 41).

Do sada je poznato $est ¢lanova STAT familije proteina. Kodiraju ih istoimeni geni
i oznaceni su od STAT1-6, pri ¢emu STAT5 ima dva izotopa, aib (34, 35). U citoplazmi su
neaktivni STAT molekuli prisutni kao monomeri koji se odvajaju posle fosforilacije i dalje
u citoplazmi grade homo i heterodimere kao $to su STAT1, STAT2 i STAT3. U hematopo-
etskim putevima regulacije, u kojima glavnu ulogu imaju interleukin 3 (IL-3) i GM-CSE
aktivne su JAK2 kinaze i molekuli STAT5 i STAT6; za delovanje G-CSF potrebni su JAK1 i
JAK2 i STATS3, a za delovanje EPO aktivni su JAK2 i STATS5, STAT3 i STAT1 (42-45). Koja
¢e se od JAK-STAT kaskada generisati i aktivirati zavisi od tipa citokina koji se vezuje za
receptor.

Kod mijeloproliferativnih neoplazmi, usled somatskih mutacija na genima koji
kontroli$u proces mijelopoeze, dolazi do geneze neadekvatnih transdukcijskih JAK-STAT
kaskada. U tom slucaju izostaje povratni, indukcijski signal i ¢elija kontinuirano proliferi-
$e. Kod bolesnika sa PV registrovano je aktiviranje molekula DNK preko kaskada JAK2-
STATS3, dok konstitutivna aktivnost STAT1 i STAT5 nije registrovana (Slika 4). Takode, ovi
bolesnici imaju potpuni nedostatak MPL receptora za trombopoetin i nije mogu¢ prenos
signala TPO (46, 47). Snizen nivo ekspresije konstitutivnog MPL receptora registrovan je i
kod bolesnika sa ET (48).
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Slika 4. Sematski prikaz signala fakora rasta preko JAK-STAT kaskada
u fizioloski normalnim uslovima i u MPN-policitemiji veri

1.2.2. Somatske mutacije u mijeloproliferativnim neoplazmama

Kao sto je ve¢ pomenuto, prva znacajna otkrica iz oblasti molekularne patogeneze
MPN desila su se 2005. godine. Registrovane su promene na genu koji kodira sintezu JAK2
enzima. Otkri¢em tackaste mutacije V617F, otpocela je ekspanzija istrazivackih poduhvata
divljeg tipa JAK2 gena, mutiranih alela i njihovih proteinskih produkata.

James i saradnici, kultivisanjem celija iz periferne krvi bolesnika sa PV, uocili su da
je pomenuta mutacija bila prisutna u ¢elijama mijeloidne loze (granulocitima, eritroblasti-
ma i trombocitima) nastalim iz CD34+ progenitora, dok su T celije bile bez mutacije (31).
To dokazuje da je molekularna promena, mutacija V617F leukemogeni dogadaj, direktno
vezan za genezu MPN. Do sli¢nih otkri¢a doslo se i u drugim laboratorijama (30,32,33).
Takode je pokazano, da je kori$¢enjem JAK2 kinaznih inhibitora i inaktivacijom ekspresije
JAK2 gena pomoc¢u RNK fragmenata, takozvanom siRNK tehnologijom, moguce spreciti
formiranje EPO-nezavisnih eritroidnih kolonija kod PV (31). Ovo je dalje vodilo ka se-

kvenciranju i otkri¢u mutacije na JAK2 genu u JH2 pseudokinaznom domenu. Identifiko-



van je gubitak heterozigotnosti regiona na kratkom kraku hromozoma 9 (9p24.1) i otkriven
region od 6.2 Mbp (32), zajednicki za sve pacijente sa MPN, ukljucenih u analizu (Slika 5).
Gubitak heterozigotnosti (9pLOH) je bio najvisSe izrazen kod bolesnika sa PV (49). Daljim

ispitivanjem regiona, konstatovano je da se na njemu nalazi gen za JAK2 kinazu.
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Slika 5. Genomska lokacija JAK2 gena: hromozom 9p24.1 (50)

Mutacija JAK2V617F je stecena somatska mutacija koju karakteri$e zamena nukle-
otida G nukleotidom T na poziciji 1849 (c.1849G>T) u egzonu 14 JAK2 gena (32, 33, 51,
52). Na proteinskom nivou ova promena dovodi do zamene aminokiselina; valin prelazi u
fenilalanin na poziciji 617 (p.Val617Phe) (53, 54) (Slika 6). Strukturna pozicija valina je na
gornjoj povrsini N-terminalnog lobusa JH2 domena. Zamenom valina dosta ve¢im feni-
lalaninom, destabilizuje se konformacija JH2 domena koji ima autoinhibitornu ulogu (38,
51-53). Ovim se omogucuje konstantna aktivnost proteina, tako da celije postaju osetljivije
na faktore rasta. Na taj nacin prisustvo mutacije donosi proliferativou prednost celijama

nosiocima, izazivaju¢i klonalnu ekspanziju.
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Slika 6. Sematski prikaz JAK2 gena i proteina. Na proteinu su oznacene prouc¢avane mutacije (crvenom bo-
jom su obelezene kontrolne mutacije, a crnom mutacije pronadene kod bolesnika sa MPN)
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Mutacija JAK2V617F je najvise prisutna kod bolesnika sa PV (oko 95%), dok je kod
bolesnika sa ET i PMF njena ucestalost oko 50% (54-56). Registrovane su i druge mutacije
koje nastaju kao posledica rearanzmana na hromozomu 9. Kod bolesnika koji nemaju pro-
menu JAK2V617F, detektovane su mutacije JAK2 najcesce u egzonu 12. Visoku ucestalost
mutacija JAK2 u egzonu 12, predstavljaju mutacije nastale delecijom i insercijom hroma-
tina. Registrovane su i "missense" i tandem tackaste mutacije: del/F537-K539ins/L i del/
N542-E543 i K539L i H538KK539L (54, 57, 58). Dok se mutacija JAK2V617F ispoljava
obi¢no u homozigotnom obliku, mutacije egzona 12 su cesto ispoljene u heterozigotnom
obliku kod bolesnika sa PV (54). Otkrivene su mutacije i u egzonima 13, 14i 15 JAK2 gena,
koje potencijalno mogu biti odgovorne za leukemogeni proces u MPN.

Iako identifikacija aktivnih JAK2 mutacija predstavlja veliki napredak u razumeva-
nju molekularne patologije MPN, namece se i dalje pitanje: kako jedna mutacija moze da
dovede do razvoja heterogene klinicke slike, odnosno do geneze razli¢itih entiteta MPN?
Jos uvek je nejasno koji su molekularni mehanizmi odgovorni za $iroki spektar istih klinic-
kih karakteristika kod JAK2V617F-pozitivnih i JAK2V617F-negativnih podtipova MPN.

Jedan od bitnih gena za mijelopoezu je i MPL gen. Lociran je na kratkom kraku

hromozoma 1 u regionu p34.2 (Slika 7) i kodira sintezu MPL receptora.
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Slika 7. Genomska lokacija MPL gena: hromozom 1p34.2 (59)

Aktivnost ovog receptora, kao i liganda TPO, je veoma izrazena u ranim hemato-
poetskim progenitorima i u ¢elijama megakariocitne loze. Naj¢es¢e somatske mutacije koje
pogadaju MPL gen su W515L (na proteinskom nivou dovodi do supstitucije triptofana
leucinom) i W515K (na proteinskom nivou dovodi do supstitucije triptofana lizinom) (60).
Kao sto je slucaj sa JAK2V617F i ove mutacije se ispoljavljaju u ranim mijeloidnim proge-
nitorima. Registrovane su u JAK2V617F-negativhim podtipovima MPN sa ucestalos¢u od
5% do 11% kod bolesnika sa PMF (60, 61) i vise od 9% kod bolesnika sa ET (62, 63).

Na osnovu eksperimenata vr§enim na miSevima, dokazano je da se kod ¢elija no-
sioca mutacije MPLW515L izaziva citokin-nezavisna hipersenzitivnost na TPO, kao i kon-
stitutivna aktivacija jednog od alternativnih puteva signalne transdukcije JAK-STAT/ERK/
Akt, sto dovodi do razvoja bolesti slicne PMF (64).
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Mutacije gena MPL koje su takode registrovane u MPN su: MPLW515S, MPLW515A
i MPLS505N, MPLA506T, MPLA519T. Uocena je njihova ekspresija u grupi bolesnika sa
oblikom familijarne trombocitoze, pa se smatra da su ove mutacije direktno odgovorne za
klini¢cku manifestaciju ove nasledne bolesti (64).

Interesantno je da su poslednjih godina registrovani slicajevi obolelih od MPN sa ek-
spresijom vi$estrukih mutacija na MPL genu, kao i bolesnici sa koekspresijom JAK2V617F
i nekog od mutiranih MPL genskih alela (63, 65, 66).

Kod MPN koje se karakteri$u hiper produkcijom eozinofila, registrovane su mu-
tacije gena za receptor faktora rasta trombocitnog derivata, PDGFR (Platelet-Derived
Growth Factor Receptor). Postoje dva podtipa PDGFR receptora i dva razli¢ita kodirajuca
gena. Alfa podtip PDGFR receptora kodira gen koji se nalazi na dugom kraku hromozoma
4 u regionu q12 (4q12). Najce$ca i najpreciznije opisana mutacija je gubitak hromatina od
800kb u egzonu 12 PDGFRa gena. Krajnji ishod mikrodelecije je FIPIL1/PDGFR« fuzio-
ni gen (67). Time se gubi autoinhibitorna funkcija signal zavisnog PDGFRa receptora, a
novonastali fuzioni gen kodira sintezu proteina koji ispoljava autonomnu tirozin kinaznu
aktivnost i dovodi do nekontrolisane proliferacije eozinofilnih progenitora (63). Eksperi-
mentalno je i potvrdeno da celije koje su sadrzavale FIPIL1/PDGFR« gen, prethodno in
vitro kultivisane, indukovale su intenzivnu proliferaciju eozinofila kod transplantiranih
miseva (67).

Kod hipereozinofilnih neoplazmi, registrovane su i translokacije hromozoma 4 sa
homologim hromozomom t(4;4)(q12;q12) i hromozomom 1 t(1;4)(q44;q12) koje takode
dovode do izmena u egzonu 12 PDGFR« gena (67).

Beta tip PDGER receptora kodira PDGFRJ} gen, lociran na hromozomu 5 u regionu
q31-32. Uocena je povezanost ekspresije ovog gena sa genima koji pokazuju onkogeni po-
tencijal u eozinofilnim neoplazmama, ali daju pozitivan odgovor na terapiju imatinibom.
Gen PDGFRf moze da fuzionise sa razi¢itim "partner" genima, ali je naces¢a fuzijasa ETV6
(TEL) genom koji se nalazi na hromozomu 12, u regionu p13. Ovaj gen kodira transkrip-
cioni faktor koji je bitan u procesu hematopoeze (68). Translokacijom hromozoma 5 i 12
t(5;12)(q33;q13) nastaje fuzioni PDGFRB/ETV6 gen koji eksprimira onkogeni potencijal.
PDGFR receptor gubi autoinhibitorno svojstvo, postaje signalno nezavisan, aktivira jedan
od konstitutivnih puteva celijske signalne transdukcije i dovodi do nekontrolisane klonalne
proliferacije (69).

Mutacija koja je registrovana u retkom podtipu MPN, sistemskoj mastocitozi (70)
je tackasta mutacija D816V koja pogada kataliticki domen KIT gena. Gen je lociran na

hromozomu 4 u regionu q12 i kodira sintezu tirozin kinaznog receptora (c-KIT), vaznog
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u strukturi mati¢nih Celija hematopoeze. Preko c-KIT receptora, transdukuje se citokini
signal i omogucava diferenciranje mastocitnih ¢elija od primitivnih progenitora (71). Ek-
sperimentalno je dokazano da mutacija D816V dovodi do signal nezavisnog diferenciranja
mastocitnih celija, aktiviraju¢i STAT5/PI3K/Akt signalni put i izazivajuci fenotipsku ek-
spresiju slicnu simptomatologiji humane sistemske mastocitoze (72).

Mutacije TET2 gena i njihov leukemogeni potencijal otkriven je kod bolesnika sa
MPN, mijelodisplasti¢cnim sindromom (MDS) i akutnom mijeloidnom leukemijom (AML)
(73). Do otkri¢a onkogene forme TET2 gena do$lo se indirektno, in vitro kultivisanjem
progenitornih celija bolesnika sa dijagnozom PV i registrovanom mutacijom JAK2V617.
Kod vecine ovih bolesnika (oko 85%) zapazena je ekspanzija progenitornih celija koje su
ispoljavale pozitivnost antigena CD34+ i CD38+ na racun multipotentnih progenitora sa
imunofenotipom CD34+ i CD38-. Kod manjeg broja ovih bolesnika (oko 15%) zapazeno
je suprotno ponasanje progenitornih kultura. Nezrele, multipotentne progenitorne celije
(CD34+, CD38-), bile su u dominaciji u odnosu na zrelije progenitore (CD34+, CD38+)
(73). Hipoteticki se razmatrala mogucénost nove geneticke abnormalnosti koja bi bila uzrok
imunofenotipske razlicitosti dve populacije bolesnika. Ista grupa istrazivaca dokazala je,
kod 3 od 5 JAK2V617F-pozitivnih bolesnika sa PV i ekspanzijom CD34+ i CD38- ¢elija,
gubitak heterozigotnosti na hromozomu 4 u lokusu q24. (Slika 8) (74). Kod jednog bole-
snika uocena je delecija genoma od 325 kB $to je odgovaralo gubitku funkcije TET2 gena
(73). Usledilo je sekvenciranje i identifikacija mutacija TET2 u MPN. Mutacije na genu

TET2 mogu bite "missense", "nonsense" i "frameshift" i eksprimiraju se u slucaju gubitka

heterozigotnosti (75).
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Slika 8. Genomska lokacija TET2 gena: hromozom 4q24 (74)

TET?2 gen pripada familiji TET gena (TET1, TET2, TET3). Ovi geni kodiraju sinte-
zu proteina koji su po strukturi sli¢ni enzimima tripanozome (JBP1 i JBP2) za koje se zna
da katalizuju oksidaciju 5-metil grupe timina.

Funkcija gena TET2 nije dovoljno poznata, ali se zna da predstavlja, epigeneticki
odbrambeni sistem mati¢ne ¢elije hematopoeze. Proteini familije TET gena su po svojoj ka-
talitickoj funkciji zavisne dioksigenaze koje u strukturi sadrze Fe** i a-ketoglutarat. Katalisu

sukcesivne oksidacije od molekula 5-metilcitozina (5mC), preko 5-hidroksimetilcitozina
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(5hmC), 5-formilcitozina (5fC), sve do 5-karboksicitozina (5caC) kojeg prepoznaje i iseca
DNA reper, timin-DNA glikozilaza (TDG) (76).

Dugo se smatralo da je mutacija JAK2V617 klju¢ni momenat u leukemogenezi
MPN. Otkri¢em tumor supresor gena TET2 stavovi su izmenjeni u korist onkogenog po-
tencijala mutiranog TET2 gena. Cinjenice da se TET2 gen eksprimira u CD34+ progenitor-
nim celijama i da se mutirani oblici TET2 gena mogu registrovati u razli¢itim mijeloidnim
neoplazmama, sugerisu pretpostavku da su TET2 mutacije rani dogadaj u patogenezi MPN
(75). Inicijalna istrazivanja klonalnosti i udruzenosti mutacija TET2i JAK2V617 kod bole-
snika sa MPN, pokazala su postojanje klonova sa koegzistencijom mutiranih oblika: TET2-
mutiran/JAK2V617 i TET2-mutiran/JAK2-divlji tip, ali nije registrovan klon TET2-divlji
tip/JAK2V617. Rezultati ovog istrazivanja jasno podrzavaju hipotezu da mutacije TET2

gena predstavljaju znacajan "pre-JAK2" dogadaj u patogenezi mijeloidnih neoplazmi (73).

1.2.3. Klasifikacija mijeloproliferativnih neoplazmi

Klasifikacija MPN se konceptualno menjala. William Dameshek 1951. godine je
prvi prepoznao proliferaciju mijeloidnih ¢elija poreklom iz kostane srzi, kao zajednicku ka-
rakterisiku nekih entiteta i nazvao ih mijeloproliferativnim bolestima (MPB) (24). Od tada,
nizala su se otkrica iz oblasti citogenetike, imunologije, molekularne biologije itd., koja su
omogucila preciznije sagledavanje mehanizama nastanka i razvoja bolesti. Postavljani su
novi dijagnosticki kriterijumi, data je mogu¢nost diferencijalnom pristupu naizgled istim,
ali ipak razlicitim entitetima, a time je postojala neophodnost ka novim klasifikacionim
pristupima MPN.

Otezavajuca okolnost dijagnostike, pa i klasifikacije ovih bolesti, je sto su po simp-
tomatologiji i klinickom toku veoma sli¢ne. Osim toga, postoji moguc¢nost prelaska jednog
oblika u drugi. To se narocito odnosi na ET i PV koje nekada prelaze u PME visi stupanj
hroni¢ne faze.

Prva klasifikacija koja polazi od klini¢kih, laboratorijskih, ali i od citogenetickih i
molekularnih parametara, je klasifikacija SZO iz 2001. godine (77). Po ovoj klasifikaciji
MPN su podgrupa velike grupe razli¢itih bolesti koje predstavljaju mijeloproliferativne ne-
oplazme, hroni¢ne i akutne.

Grupu MPN Ccine:
- hroni¢na mijeloidna leukemija [Ph hromozom, t(9;22)(q34;q11), BCR/ABL-pozi-
tivna]
- esencijalna trombocitemija

- policitemija vera
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- primarna mijelofibroza ili hroni¢na idiopatska mijelofibroza (sa ekstramedular-
nom hematopoezom)

- hroni¢na neutrofilna leukemija

- hroni¢na eozinofilna leukemija i hipereozinofilni sindrom

- hroni¢ne mijeloproliferativne bolesti nespecifi¢ne ili neklasifikovane.

Ove bolesti predstavljaju tipicne MPN. Medutim, po pomenutoj klasifikaciji u grupi
mijelodisplasti¢cnih/mijeloproliferativnih bolesti nalaze se bolesti koje po klini¢ckim i dijag-
nostickim kriterijumima mogu predstavljati atipicne MPN:

- atipi¢na hroni¢na mijeloidna leukemija

- mijelodisplasti¢ne/mijeloproliferativne bolesti, neklasifikovane

Do Kklasifikacije SZO iz 2001. godine znacaj citogeneticke i molekularno genetickih
analiza je bio dijagnosticki. To se pre svega odnosilo na detekciju Ph hromozoma i klasifi-
kaciju HML i Ph-negativnih ili BCR/ABL-negativnih entiteta. Od 2001. godine izdvojili su
se novi citogeneticki, a pre svega molekularni markeri koji imaju i dijagnosticki i prognozni
znacaj za MPN.

Svetska zdravstvena organizacija je 2008. godine izvrsila reviziju klasifikacije hema-
toloskih malignih bolesti (4). Do tada aktuelan naziv hroni¢ne mijeloproliferativne bolesti,
izmenjen je u hroni¢ne mijeloproliferativne neoplazme (HMB->HMN) koje predstavljaju

jednu od pet podgrupa mijeloidnih neoplazmi (Tabela 1).

Tabela 1. Sema klasifikacije mijeloidnih neoplazmi po preporukama SZO iz 2008 (78):

1. Mijeloproliferativne neoplazme
1.1. Hroni¢na mijeloidna leukemija, BCR/ABL-pozitivna HML
1.2. Policitemija vera (PV)
1.3. Esencijalna trombocitemija (ET)
1.4. Primarna mijelofibroza (PMF)
1.5. Hroni¢na neutrofilna leukemija (HNL)

1.6. Hroni¢na eozinofilna leukemija (HEL)

1.7. Mastocitoza

1.8. Mijeloproliferativne neoplazme neklasifikovane (MPNn)
2. Mijeloidne i limfoidne neoplazme sa eozinofilijom i mutacijama PDGFR«, PDGFR ili FGFR1
3. Mijelodisplasti¢ni sindrom/Mijeloproliferativne neoplazme (MDS/MPN)

3.1. Hroni¢na mijelomonocitna leukemija (HMML)

3.2. Juvenilna mijelomonocitna leukemija (JMML)

3.3. Atipi¢na hroni¢na mijeloidna leukemija, BCR-ABL negativna
3.4. MDS/MPN, neklasifikovane

4. Mijelodisplasti¢ni sindrom (MDS)

5. Akutna mijeloidna leukemija (AML)
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Aktuelnom klasifikacijom iz 2008. godine definisani su novi dijagnosticki kriteri-
jumi, molekularni markeri, karakteristi¢ni za pojedine entitete MPN (79,80). Pored kon-
vencionalnih analiza, predlozen je skrining mutacija naj¢es¢ih u grupi MPN (Tabela 1)
(37), a u grupi BCR/ABL-negativnih (PV, ET, PMF) bolesti obavezan skrining mutacija na
genima JAK2 i MPL (Slika 9).

JAK2V617F 1

Negativha analiza Pozitivha analiza

Egzoni 12 i 13 | |Bez daljeg testiranja

Negativna analiza Pozitivha analiza

MPL Bez daljeg testiranja

Slika 9. Algoritam testiranja molekularnih markera u BCR/ABL-negativnim MPN

1.3. Primarna mijelofibroza

Primarna mijelofibroza je hroni¢na, maligna hematoloska bolest, koja se karakteri-
$e leukoeritroblastnom krvnom slikom, anizopoikilocitozom eritrocita u obliku suze, tzv.
dakrocitozom, razli¢itim stepenom fibroze kostane srzi i hepatosplenomegalijom usled ek-
stramedularne hematopoeze (81-83). Bolest se karakterie i pove¢anom gustinom krvnih
sudova u kos$tanoj srzi i mobilizacijom hematopoetskih progenitornih i mati¢nih celija u
perifernu krv (82, 83). Prvi put bolest je prepoznata kod dva bolesnika koja su ispoljavala
simptome mijelofibroze i ekstramedularne hematopoeze u jetri i slezini, a kasnije je bolest
opisana kao poseban entitet (23). Preko cetrdeset razlicitih naziva je koris¢eno ili preporu-
¢eno za ovu bolest, kao $to su: agnogena mijeloidna metaplazija, idiopatska mijelofibroza,
mijelofibroza sa mijeloidnom metalazijom, spleni¢na mijeloza, megakariocitna splenome-

galija, osteomijeloretikuloza i mnogi drugi. Medunarodna radna grupa za istrazivanje i
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lecenje ove bolesti, postigla je 2006. godine dogovor da se iskljucivo koristi naziv primarna
mijelofibroza (84).

1.3.1. Epidemiologija primarne mijelofibroze

Incidenca nastanka PMF je od 0.3 do 1.5 obolelih na 100 000 stanovnika (85). Pro-
se¢na starost bolesnika je 60 godina, a kod oko 10% obolelih PMF je dijagnostikovana pre
Cetrdeset pete godine zivota (86). Prose¢no vreme prezivljavanja obolelih je oko 5 godina.
Cesce oboljevaju muskarci (82), a po nekim podacima bolest se javlja sa istom uéestaloséu
kod oba pola (87). Registrovani su sluc¢ajevi PMF i kod dece, ali sa razli¢itim klinickim to-

kom i znacajno duzim vremenom prezivljavanja nego kod odraslih (88).
1.3.2. Etiologija i patogeneza primarne mijelofibroze

Etiologija bolesti je nepoznata. Kao i druge mijeloproliferativne neoplazme, PMF je
klonalno oboljenje $to je potvrdeno prisustvom istog oblika izoenzima G-6-PD u ¢elijama
eritrocitne, granulocitne i megakariocitne loze. Utvrdeno je da postoji povecana ucestalost
PMF kod osoba koje su izloZene dejstvu jonizujuceg zracenja i benzena (11). Virusi i estro-
geni se takode navode kao moguci etioloski ¢inioci (89). Takode, veca je ucestalost PMF

kod obolelih od sistemskih, autoimunih bolesti kao $to je sistemski lupus eritematodes (81).
Patohistologija

Jedna od karakteristika ove bolesti je i poliklonalnost fibroblasta. Fibroza kosta-
ne srzi je reaktivan proces koji nastaje stimulacijom fibroblasta faktorima rasta koje luce
megakariociti (89, 90). Progresivna priroda bolesti nastaje usled veceg stvaranja kolagena.
Zbog neefektivne megakariocitopoeze, trombociti kao i megakariociti, oslobadaju velike
koli¢ine faktora rasta zbog ¢ega istovremeno dolazi do bujanja fibroblasta i stvaranje ko-
lagena, a takode i do proliferacije mnogih celija (91, 92). Zbog toga je za dijagnozu PMF
neophodno uraditi histoloski nalaz bioptata kostane srzi, a parametri koji se tom prilikom
prate su celularnost i prisustvo fibroze. Na osnovu ovih osobina moze se pratiti dinamika
bolesti §to je od znacaja za prognozu i lecenje.

Na predlog grupe evropskih patologa 2005. godine standardizovan je stepen mije-
lofibroze u bioptatu obolelih, a gradus fibroze procenjuje se od 0 do 3 (93) (Tabela 2).
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Tabela 2. Stepen fibroze kostane srzi

Stepen Opis

MF-0 Retka retikulinska viakna bez uticaja na normalnu kostanu srz

MF-1 Rastresita mreza retikulinskih viakana posebno u perivaskularnim prostorima

ME2 Difuzno povelanje retikulinskih vlakana, mestimi¢no nakupljanje kolagenih viakana sa/ili
fokalnom osteosklerozom

ME3 Difuzno povelanje retikulinskih viakana, sa grubim nakuplianjem kolagenih vlakana, Cesto

povezani sa znacajnom osteosklerozom

Patohistoloski nalaz bioptata kostane srzi u odnosu na stepen fibroze moze biti pre-
fibroticni i fibroti¢ni (93, 94). Prefibroti¢ni stadijum (MF-0 i MF-1) je prisutan u oko 25%
bolesnika (Slika 10). U ko$tanoj srzi postoji hipercelularnost sa predominantnom granu-
locitnom i megakariocitnom lozom sa ili bez grani¢nog povecanja retikulina. Najvece pro-
mene nalaze se u megakariocitnoj lozi gde se uocava ne samo poremecaj histotopografije
(nakupljanje i premestanje megakariocita uz endotelnu granicu), ve¢ i poremecaj matura-
cije ovih Celija (93, 95).
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Slika 10. Prefibroti¢ni stadijum kostane srzi

Vreme prelaska iz prefibroti¢nog u fibroti¢ani (fibro-skleroti¢ni; MF-2, ME-3) tzv.
manifestni oblik bolesti je nepredvidivo, ali se doslo do zakljucka da povecanje broja mor-
foloski izmenjenih megakariocita, predstavlja rani znak napredovanja bolesti. Terminalna
fibroti¢na faza kostane srzi se poklapa sa osteo-mijeloskleroti¢nim oblikom bolesti koji se
karakteriSe povecanjem gustine retikulinskih i kolagenih vlakana i stvaranjem polja he-
matopoeze koja su medusobno odvojena masnim celijama. Uocavaju se prosireni sinusi

kostane srzi sa zna¢ajnom hematopoezom (Slika 11).
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Slika 11. Fribroti¢ni stadijum kostane sr7i
U sklopu diferencijalne dijagnostike vazno je razdvojiti prefibroti¢nu i fibroti¢nu
fazu PMF od ET ili PV (81, 93).

Citogenetika

Prisustvo hromozomskih aberacija u patoloskim celijama obolelih, jo$ jedan je do-
kaz klonalnosti PME. Medutim, zbog same prirode bolesti ¢esto su citogeneticke informa-
cije o kariotipu bolesnika ogranicene. Fibro-skleroti¢ne promene u kostanoj srzi otezavaju
aspiraciju optimalnog broja celija za preparaciju, $to se odrazava na kvantitet i kvalitet mi-
toza za validnu citogeneticku analizu (96).

Po literaturnim podacima, prisustvo patoloskog kariotipa u celijama kostane srzi
obolelih se registruje kod 30% do ¢ak 75% (97-99). Medutim, precizniji podaci pokazuju
da je ucestalost hromozomskih aberacija u prefibroticnom i fibroti¢cnom stadijumu bolesti
oko 35%, dok je veca ucestalost hromozomskih aberacija (od oko 65%), kod bolesnika sa
mijelofibrozom nastalom transformacijom ET i PV (100, 101).

Tipicnih hromozomskih aberacija, iskljucivo vezanih za ovaj entitet bolesti nema.
Postoje specificne aberacije odredenih hromozoma koje se ¢es¢e ispoljavaju u PMF, kao i
drugim BCR/ABL-negativhim MPN. Izmene u kariotipu mogu biti razlicite. Najc¢esce su
aberacije jednog hromozoma (solo aberacije), ali mogu koegzistirati dve ili viSe aberacija.
Takode, izmene u kariotipu mogu biti primarnog i sekundarnog tipa, narocito u uznapredo-
valoj fazi bolesti. Smatra se da su pojedine hromozomske aberacije kao balansirane i neba-
lansirane translokacije i kompleksno aberantan kariotip retka pojava u PMF (98, 102, 103).

NajceS¢e hromozomske aberacije u kariotipu obolelih su: delecija dugog kraka hro-
mozoma 13 (13q-), delecija dugog kraka hromozoma 20 (20q-), parcijalna trizomija dugog
kraka hromozoma 1 (+1q) i trizomija hromozoma 9 (+9). Procenjuje se da je zastupljenost

ovih aberacija ¢ak 35% od svih citiranih hromozomopatija u PMF (87, 97, 104).
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Delecija dugog kraka hromozoma 13 je intersticijalna, sa tackama prekida 13q12 i
q22 (Slika 12 A). Ova aberacija se moze javiti i u drugim mijeloidnim neoplazmama (105,
106).

Delecija dugog hromozoma 20 je aberacija koja se takode javlja i u drugim mijelo-
idnim neoplazmama, naj¢es¢e u MDS i PV (107, 108). Iako morfoloski izgleda kao termi-
nalna, radi se o intersticijalnoj deleciji sa tackama prekida q11 i q13 (Slika 12 B).

Parcijalna trizomija dugog kraka hromozoma 1 (+1q) je aberacija koja je registro-
vana gotovo u svim hematoloskim malignitetima, ali se ¢esce javlja u BCR/ABL-negativnim
MPN i MDS. Smatra se da je trizomija 1q najcesca parcijalna trizomija uopste, a razlog
nastanka ove aberacije je nestabilnost heterohromatina u sekundarnoj konstrikciji (Slika
12 C). Pretpostavlja se da u genezi trizomije 1q stoji proces koji se odvija u tri sukcesivna
dogadaja. Prvi je dekondezacija sekundarne konstrikcije (1gh), sledi hipermetilacija para-
centromernog heterohromatina, zatim i duplikacija dugog kraka hromozoma. Krajnji is-
hod kompleksnog mehanizma je trizomija 1q ili parcijalna duplikacija regiona 1q21-1q32

ili nebalansirana translokacija (109-111).
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Slika 12. Prikaz naj¢es¢ih hromozomskih aberacija u PME
A-delecija hromozoma 13; B-delecija hromozoma 20; C-parcijalna trizomija hromozoma 1
Napomena: Aberantni hromozomi i njihovi homologi, izdvojeni su iz kariotipova patologkih ¢elija kostane
srzi bolesnika i prikazani parcijalno.

Po rezultatima nekih studija trizomije hromozoma 8 (+8) (Slika 13 A) i hromozo-
ma 9 (+9) (Slika 13 B) su u grupi najces¢ih (87, 100). Ove aberacije se mogu javiti gotovo u
svim hematoloskim malignim bolestima, kao jedine ili kao dodatne i kao takve predstav-

ljaju odraz evolucije patoloskog klona.

[

Slika 13. A-trizomija hromozoma 8; B-trizomija hromozoma 9
Napomena: Trizomi¢ni hromozomi izdvojeni su iz kariotipova patoloskih éelija kostane srzi bolesnika i pri-
kazani parcijalno.
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Tako studije citogenetickih rezultata iznose razli¢ite podatke o zastupljenosti poje-
dinih hromozomskih aberacija, na osnovu svih tih rezultata se zakljucuje da su najcesce i
rekurentne hromozomske aberacije za PMF: 13q-, 20q-, +8, +9 i rearanzmani hromozoma
1. Aberacije koje se rede ispoljavaju u PMF su: kompletna ili parcijalna monozomija hro-
mozoma 5 (-5/5q-) i 7 (-7/7q-), delecija kratkog kraka hromozoma 12 (12p-) i trizomija
hromozma 21 (+21) (102, 112).

Najnovija istrazivanja ukazuju da bi, nebalansirana translokacija hromozoma 1 i 6
[der(6)t(1;6)(q21-23;p21,3)] (Slika 14) mogla biti specificna hromozomska aberacija, is-

kljucivo vezana za patogenezu PMF (113).

We go X'}

Slika 14. Translokacija hromozoma 1 i 6, kao der(6)t(1;6)(q21-23;p21,3) (114)

Citogeneticka analiza u PMF ima i dijagnosticki i prognozni znacaj. Neki autori
smatraju da je normalan kariotip superioran, a aberantan kariotip inferioran prognozni
parametar (87). Medutim, izdvajaju se i pojedini hromozomski rearanzmani koji nose bo-
lju prognozu bolesti. Tefferi i saradnici u grupu dobrih prognoznih parametara svrstavaju
solo aberacije 13q- i 20q- (115), dok Hussein i saradnici smatraju pomenute delecije, ali
i trizomiju hromozoma 9 aberacijama sa dobrom prognozom (116). Sve ostale hromo-
zomske aberacije predstavljaju losu predispoziciju, a najlosiju prognozu nosi kompleksno
aberantan kariotip.

Na osnovu kariotipa moze se odrediti i stadijum bolesti. Ukoliko u kariotipu egzi-
stiraju solo aberacije najcesce se radi o pocetnoj fazi, dok sekundarne aberacije govore o
evoluciji bolesti. Trizomije hromozoma 8 i 9 mogu biti primarne u patoloskom ¢elijskom
klonu, ali se ¢esto ispoljavaju i kao sekundarne i kao takve predstavljaju lo$ prognozni pa-
rametar i ukazuju na uznapredovalu fazu bolesti (97, 102, 108).

Klasi¢na citogeneticka analiza je dovoljno informativna i za inicijalnu dijagnostiku
i pracenje toka bolesti PME. Medutim, desava se da citogeneticka analiza ili nije moguca
ili nije validna ili nije dovoljno informativna za pretragu molekularnih markera i u takvim

slucajevima preporuka je konvencionalnu analizu dopuniti nekom od molekularno gene-
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tickih, kao $to je fluorescentna in situ hibridizacija (engl. FISH-Fluorescence In Situ Hybri-

dization) ili lan¢ana reakcija polimeraze (engl. PCR-Polymerase Chain Reaction) (96).

Molekularni markeri

Najvazniji molekularni markeri u PMF su mutacija JAK2V617F i mutacije MPL
gena u kodonu 515: W515L 1 W515K (MPLW515L/K). Po klasifikaciji SZO iz 2008. godine,
ove mutacije pripadaju grupi glavnih dijagnostickih kriterijuma.

Ucestalost mutacije JAK2V617F je oko 50% kod bolesnika sa PMF (117, 118). Kao
$to je pomenuto, protein ovog genskog alela je konstitutivna tirozin kinaza koja aktivira ni-
zvodni deo transdukcije citokinog signalnog puta i dovodi do citokin-nezavisne aktivacije,
transformacije i proliferacije hematopoetske maticne Celije.

U odnosu na prisustvo ili odsustvo pomenute mutacije u ispitivanim celijama,
bolesnici sa PMF mogu se podeliti u dve dijagnosticke grupe: JAK2V617F-pozitivne i
JAK2V617F-negativne. Ukoliko se molekularno genetickim metodama ne registruje po-
menuta mutacija, pristupa se pretrazivanju drugih molekularnih markera.

Kod JAK2V617F-negativnih bolesnika potrebno je pristupiti hronoloskom ispiti-
vanju mogucih mutacija, najpre JAK2 gena u egzonima 12 i 13, a zatim MPL gena u kodonu
515 (119).

Zastupljenost MPLW515L/K mutacija kod bolesnika sa PMF je od 5-10% (65, 120).
S obzirom na to da je divlji tip MPL gena odgovoran za MPL receptor i stimulaciju ce-
lije trombopoetinom, logi¢no je i prisustvo alela MPLW515L/K kod bolesnika sa pove-
¢anim brojem trombocita. Takode, u patohistoloskom nalazu bioptata kostane srzi svih
MPLW515L/K-pozitivnih bolesnika, prisutna je hiperplazija celija megakariocitne loze
(61). Mutacije MPL gena u kodonu 515 registrovane su kod pacijenata sa PMFiET (1-3%),
dok kod obolelih od PV nisu registrovane. Zbog toga se rezultati molekularno genetickih
analiza MPL gena koriste kao kriterijumi diferencijalne dijagnostike kod pomenuta tri enti-
teta MPN. Dijagnosticki algoritam molekularnih markera za najées¢e BCR/ABL-negativne
MPN prikazan je na slici 9.

Dugo je bila aktuelna hipoteza da su mutacije MPLW515L/K iskljuc¢ivo karakteri-
stika megakariocitne, a JAK2V617F eritroidne proliferacije. To je i potvrdeno eksperimen-
tom na miSevima, gde je ekspresija JAK2V617F bila evidentna kod jedinki sa PV-slicnim
fenotipom bez trombocitoze, dok je MPLW515L mutacija registrovana kod jedinki sa fe-
notipski eksprimiranom trombocitozom (60). Medutim, publikovani su i slucajevi koek-
spresije oba molekularna markera i u svim slucajevima nivo ekspresije alela MPLW515L

je bio visi od JAK2V617F. Interesantno je istaci da su bolesnici sa dijagnozom ET i PMF
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i eksprimiranim MPLWS5I15L i JAK2V617F alelima, imali megakariocitnu hiperplaziju,
trombocitozu, ali i visok nivo hemoglobina u poredenju sa bolesnicima koji su eksprimirali
samo MPLW515L (60).

Kod negativnih JAK2V617F i MPLW515L/K pacijenata, radi se molekularna pre-
traga moguc¢ih mutacija u JAK-STAT signalnom putu. Najcesce se rade analize gena za
citokine receptore, ostale ¢lanove tirozin kinazne JAK familije (JAK1, JAK3, Tyk2) i analize
gena sredi$njih komponenti celijskog signalnog puta, STAT?2 ili STATS5 (61).

Iako JAK2V617F nema direktog uticaja na homodimernu strukturu citokinih re-
ceptora (EPOR, MPL i GSCFR) posredstvom, preko alternativnog JAK-STAT signalnog
puta, dolazi do dimerizacije transmembranskog dela receptora i remecenja njihove struk-
ture i funkcije (121).

Analiza specificnih genskih mutacija je od velikog znacaja za dijagnozu i prognozu
PME. Detekcija molekularnih markera najveceg znacaja ima za odluku protokola prilikom
lecenja bolesti. Konvencionalni terapijski pristupi kod bolesnika sa PMF deluju na pojedi-
ne simptome bolesti (leukocitozu, trombocitouzu, anemiju, splenomegaliju), suprimiraju
ih i drze pod kontrolom, dok ciljna molekularna terapija podrazumeva primenu tirozin
kinaznih, JAK2 inhibitora, koji deluju na izmenjene proteine i vrSe kontrolu fenotipskih

(hematoloskih i klini¢ckih) parametra bolesti.
Distribucija CD34+ Celija

Jedna od karakteristika PMF je i porast broja CD34+ celija u perifernoj krvi bole-
snika. Pozitivnost CD34 membranskog antigena eksprimiraju hematopoetske mati¢ne celi-
je (HMC) i hematopetske progenitorne ¢elije (HPC) koje prelaze iz kostane srzi u perifernu
krv, zbog bujanja fibroblasta i prekomerne aktivnosti faktora rasta (122, 123).

Mobilizacija CD34+ celija je specificnost po kojoj se PMF razlikuje od ostalih
BCR/ABL-negativnih MPN i prediktor je akceleracije i blastne transformacije bolesti (124).
Zastupljenost CD34+ Celija u kostanoj srzi zdrave osobe je od 1- 3%, a u cirkulisucoj krvi
oko 0.05%. Neki autori su ustanovili da vrednost CD34+ Celija u perifernoj krvi bolesnika
sa PMF moze biti i 360 puta veca nego kod zdravih osoba i 18 do 30 puta veca u odnosu
na bolesnike sa dijagnozom drugih BCR/ABL-negativnih MPN (124). Vrsene su i prospek-
tivne studije kod bolesnika sa razli¢itim dijagnozama mijeloidnih neoplazmi u kojima se
poredio odnos nivoa CD34+ Celija sa indeksom mijeloproliferacije (leukocitozom, trom-
bocitozom i splenomegalijom) i indeksom mijelodeplecije (anemijom, trombocitopenijom
ili leukopenijom). Ustanovljena je direktna korelacija CD34+ celija sa parametrima mije-

loproliferacije (124). U slucaju porasta broja leukocita i/ili trombocita u perifernoj krvi
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ili usled porasta volumena slezine, broj cirkulisu¢ih CD34+ celija se takode povecavao u
odnosu na kontrolne vrednosti. Pokazano je da je vrednost cirkuliSu¢ih CD34+ celija bolji
dijagnosticki parametar i pokazatelj proliferativnog potencijala PMF, od patohistoloskih
(125), klinic¢kih (126) i eritrokinetic¢kih (127) karakteristika ove bolesti.

Na osnovu rezultata istrazivanja o specificnostima mobilizacije CD34+ celija, nji-
hovoj dinamici ponasanja u perifernoj cirkulaciji i in vitro ¢eliskim kulturama, o njihovoj
dinamickoj povezanosti sa drugim mijeloproliferativnim parametrima, moze se zakljuciti
da je prospektivni monitoring CD34+ celija kod bolesnika sa PME, jedan od bitnih meto-

doloskih pristupa u dijagnozi, prognozi i evaluaciji ove bolesti.
1.3.3. Klinicke karakteristike

Oko polovine obolelih od PMF je bez simptoma u vreme postavljanja dijagnoze i
vecina njih ostaje bez simptoma tokom 3 do 5 godina, a bolest se sluc¢ajno otkriva redovnim
medicinskim pregledima (81).

U razvijenim zemljama Evrope, zbog ¢esc¢e medicinske kontrole, veci je broj obole-
lih kod kojih se dijagnoza PMF postavlja u ranom prefibroti¢cnom stadijumu bolesti.

Rani stadijum PMF povezan je sa trombocitozom, cija je vrednost obi¢no
<1000x10%/L, grani¢nim stepenom anemije, normalnim ili grani¢no pove¢anim vredno-
stima laktat dehidrogenaze (LDH) u serumu, blago povisenim leukocitima, ali odsustvom
leukoeritroblasta, mijelocita i dakriocita u krvnoj slici (81, 82, 128).

Obic¢no se uocava granicno uvecanje slezine. U kostanoj srzi nema retikulinske fi-
broze, ali postoje promene u veli¢ini i morfologiji megakariocita u vidu hipo i hiperlobula-
cije jedra (129). Prefibroti¢ni stadijum se obi¢no razvija u manifestni oblik bolesti godinu
dana nakon postavljanja dijagnoze.

U stadijumu manifestacije bolesti, naj¢e$ce su izrazeni simptomi anemije: umor, ma-
laksalost, palpitacije, kao i simptomi hiperkatabolizma: no¢no znojenje, gubitak u telesnoj
tezini, subfebrilnost (81, 82, 128). Cesta pojava su i bolovi ispod levog rebarnog luka i ose-
¢aj nadutosti uzrokovani splemogalijom kao posledicom mijeloidne metaplazije (81, 83,
130). Splenomegalija je prisutna u 85-100% obolelih, a masivna splenomegalija, kada sle-
zina ulazi u malu karlicu, vida se kod 10% bolesnika (83). U vecini slucajeva, ispoljena
je 1 hepatomegalija, tj. jetra se palpira vise od 1cm ispod desnog rebarnog luka (83, 129).
Limfadenopatija je opisana kod 10-20% obolelih i obi¢no je umerenog stepena (11). Cesti
su bolovi u kostima koji se pojacavaju na pritisak i moguce su razli¢ite promene na kozi.

Jedna od specifi¢nosti bolesti je ekstramedularna hematopoeza. Ova pojava je moguca

gotovo u svim organima, seroznim opnama, zlezdama, zglobovima itd. Klinicke manife-
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stacije ekstramedularne hematopoeze i eventualne komplikacije razlikuju se i zavise od
lokalizacije ove pojave.

Nakon splenektomije moze do¢i do intenziviranja ekstramedularne hematopoeze $to
je povezano sa povecanim brojem cirkulisu¢ih HMC i HPC, kao i gubitkom filtracione

funkcije slezine (129).
1.3.4. Laboratorijski nalazi

Anemija je najce$¢i laboratorijski nalaz PME Uocava se kod 50-70% obolelih, a kod
25% bolesnika je teskog stepena (hemoglobin<80g/L). Srednja vrednost hemoglobina se
krece izmedu 90 i 120g/L (129). Uzrok anemije je multifaktorijalan: neefektivna eritropoeza,
skracen vek eritrocita, povecana destrukcija eritrocita u slezini, autoimuni fenomeni, itd.

Anizopoikilocitoza i dakriocitoza je Cesta pojava kod bolesnika sa PME Verifikuje
se pregledom razmaza periferne krvi (81, 89, 129). Smatra se da ovakva deformacija oblika
eritrocita, nastaje usled otezanog prolaska eritrocita kroz fibroznu kostanu srz ili zbog nee-
fektivne eritropoeze u slezini (89).

Kod bolesnika sa PMF ukupan broj leukocita je povecan na ra¢un granulocita
(129). Srednja vrednost broja leukocita je izmedu 10 i 14x10°/L, a mozZe da varira od 0.4 do
237x10°/L (129). Leukocitoza se registruje kod 50% obolelih (83), a leukopenija kod 13-25%
(83, 129). Procenat mijeloblasta u perifernoj krvi krece se izmedu 0 i 20%. Uocava se pojava
hipo i hipersegmentacije jedra i patoloska granulacija granulocita. Neutrofilna alkalna fosfa-
taza je povecana kod 25% bolesnika, ali i snizena kod takode 25% bolesnika (129).

Pri postavljanju inicijalne dijagnoze 37% bolesnika ispoljava trombocitopeniju, dok
se kod 28% uocava trombocitoza (129). Srednja vrednost broja trombocita krece se izmedu
175 i 580x10°/L. Registrovane su i ekstremne vrednosti od 15x10°/L do 3215x10°/L (129).
Trombocitopenija je posledica redukovane megakariocitopoeze, subklinicke forme disemi-
novane intravaskularne koagulacije (DIK) i hipersplenizma (81, 89). Pored smanjenog bro-
ja, trombociti imaju i poremecenu funkciju $to sve zajedno dovodi do krvarenja.

Oko 10% bolesnika ispoljava tezak stepen pancitopenije (smanjeni broj eritrocita,
leukocita i trombocita), $to je posledica poremecene hematopoeze sve tri celijske loze i izra-
zenog hipersplenizma. Pancitopeni¢an nalaz periferne krvi sugerise na izrazenu fibrozu ko-
$tane srzi (129).

Povecanje broja progenitornih celija hematopoeze, kao i prisustvo CD34+ ¢elija u
perifernoj krvi je specificnost laboratorijskih nalaza bolesnika sa PME Kao $to je pomenu-
to, ova pojava je u korelaciji sa stepenom progresije bolesti (124-127, 129).

Od ostalih laboratorijskih nalaza izdvajaju se: pove¢ana koncentracija mokracne
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kiseline u serumu, hipo i hiperkalcemija, povecanje laktatdehidrogenaze (LDH) i bilirubi-
na (81, 89, 129). Leukocitna alkalna fosfataza i nivo vitamina B12 su poviseni, a nivo folata

je smanjen (131).

1.3.5. Dijagnoza i diferencijalna dijagnoza

Dijagnoza bolesti se obi¢no lako postavlja na osnovu klinicke slike, splenomegalije
i leukoeritroblastoze sa dakriocitozom u perifernoj krvi. Ipak, da bi se precizno dijagno-
stikovala i da bi se otklonila sumnja o eventualnoj mogucnosti druge bolesti, odredeni su
dijagnosticki kriterijumi za PME

U klinickoj praksi se primenjuju kriterijumi definisani od strane SZO iz 2008., a za

odredivanje stadijuma bolesti predlozeni kriterijumi iz 2001. godine (132) (Tabela 3).

Tabela 3. Kriterijumi prefibroti¢nog i fibroti¢nog stadijuma PMF
KLINICKA SLIKA

Slezina i jetra o Odsustvo ili blago uzrazena splenomegalija ili hepatomegalija

« Blaga anemija
« Blaga do umerena leukocitoza
« Blaga do znacajna trombocitoza

MORFOLOSKI NALAZI

Hematoloski
parametri

« Odsustvo ili blago izrazena leukoeritoblastoza
Krv o Odsustvo ili blago izrazena poikilocitoza
« Odsustvo ili nekoliko dakriocita

o Hipercelularnost

« Proliferacija neutrofila

Kostana srz « Proliferacija megakariocita

o Atipi¢ni megakariociti

« Odsustvo ili minimalna retikulinska fibroza

Prefibroti¢ni stadijum PMF

KLINICKA SLIKA
Slezina i jetra « Umerena do znacajna splenomegalija ili hepatomegalija
Hematoloski . Umererlla. do zn:acajne anen.qvija .
tri o Leukociti smanjeni do poviSeni
paramelri « Trombociti smanjeni do poviSeni
MORFOLOSKI NALAZI
« Leukoeritroblastoza
Krv o Izrazena poikilocitoza

o Izrazena dakriocitoza

« Retikulinska i/ili kolagena fibroza

o Hipocelularnost

« Prosireni sinusi kos$tane srzi

o Intraluminarna hematopoeza

« Proliferacija neutrofila

o Izrazena proliferacija megakariocita
o Atipi¢ni megakariociti

o Osteoskleroza

Fibroti¢ni stadijum PMF

Kostana srz
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Dijagnosticki kriterijumi za PMF po klasifikaciji SZO iz 2008. godine svrstani su u
grupu glavnih i sporednih kriterijuma (78) (Tabela 4). Za potvrdu PMF potrebna su sva tri

glavna i bilo koja dva sporedna dijagnosticka kriterijuma.

Tabela 4. Dijagnosticki kriterijumi za PMF

Glavni kriterijumi

1. Proliferacija megakariocita i atipi¢ne forme istih u prisustvu retikulinske i/ili kolagene fibroze
ili u odsustvu retikulinske fibroze proliferacija i atipija megakariocita mora da bude pracena

povecanjem celularnosti srzi, proliferacijom granzlocita i smanjenom eritropoezom

(prefibroti¢na celularna faza bolesti)
2. Ne ispunjava kriterijume SZO za CML, PV, MDS ili druge mijeloidne neoplazme
3. Prisustvo JAK2V617F ili drugih klonalnih markera (npr. MPLW515L/K)
ili u odsustvu klonalnih markera, negiranje reaktivne fibroze usled drugih prikrivenih

zapaljenskih ili neoplasti¢nih bolesti

Sporedni kriterijumi

1. Leukoeritroblastoza

2. Porast serumske LDH

3. Anemija

4. Palpabilna splenomegalija

Poslednjih godina, molekularni klonalni markeri zauzimaju veliku paznju nau¢nih
i klinickih istrazivanja i znac¢ajno mesto klasifikacija mijeloidnih neoplazmi. Objavljeni
su razli¢iti modaliteti klasifikacija kako bi se $to preciznije izvrsila podela sli¢nih, a ipak
sustinski razlicitih bolesti. Jedna od takvih je i pomenuta podela na JAK2V617F-pozitivne
i JAK2V617F-negativne entitete. Klasifikaciji MPN data je i molekularna dimenzija (128).
Primarna mijelofibroza i ostale BCR/ABL-negativne MPN, se dele na JAK2 mutaciono
pozitivnu i JAK2 mutaciono negativnu (128) (Tabela 5). Na osnovu ovog klasifikacionog
modela najvazniji dijagnosticki kriterijumi su prisustvo bilo koje mutacije u JAK2 genu i

odsustvo BCR/ABL fuzionog transkripta.

Tabela 5. Dijagnosticki kriterijumi za JAK2-pozitivnu i JAK2- negativhu PMF

JAK2-pozitivna PMF (dijagnoza zahteva potvrdu Al i A2 kriterijuma i bilo koja dva B kriterijuma)

Al. Retikulin gradusa 3 ili vide (na skali od 0-4)

A2. Mutacija na JAK2 genu

B1. Palpabilna splenomegalija

B2. Anemija nepoznatog porekla (hemoglobin <11,5g/L za muskarce; <10g/L za Zene)

B3. Dakriociti u perifernoj krvi

B4. Leukoeritroblasti u perifernoj krvi (prisustvo najmanje dva nezrela eritrocita ili nezrelih

mijeloidnih éelija u perifernoj krvi)

B5. Sistemski simptomi (no¢no znojenje, gubitak telesne tezine >10% za oko 6 meseci ili difuzan
bol u kostima)

B6. Histoloski dokaz o ekstramedularnoj hematopoezi
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JAK2-negativna PMF (dijagnoza zahteva potvrdu Al, A2, A3 kriterijuma i bilo koja dva B kriterijuma)
Al. Retikulin gradusa 3 ili viSe (na skali od 0-4)
A2. Odsustvo mutacije na JAK2 genu
A3. Odsustvo BCR/ABL fuzionog gena
B1. Palpabilna splenomegalija
B2. Anemija nepoznatog porekla (hemoglobin <11,5g/L za muskarce; <10g/L za Zene)
B3. Dakriociti u perifernoj krvi
B4. Leukoeritroblasti u perifernoj krvi (prisustvo najmanje dva nezrela eritrocita ili nezrelih

mijeloidnih Celija u perifernoj krvi)

B5. Sistemski simptomi (no¢no znojenje, gubitak telesne tezine >10% za oko 6 meseci ili difuzan
bol u kostima)

B6. Histoloski dokaz o ekstramedularnoj hematopoezi

Pomenuti kriterijumi prevashodno sluze da se PMF dijagnosticki razlikuje i odvoji
od drugih bolesti koje mogu izazvati slicne klinicke manifestacije i patoloske reakcije.

Diferencijalno dijagnosticki treba razlikovati PMF od CML koja se takode karakte-
riSe splenomegalijom i leukocitozom. Medutim, prisustvo Ph hromozoma ili BCR/ABLfu-
zionog transkripta i niske vrednosti alkalne fosfataze (APL) ukazuju na CML.

Kako se prilikom dijagnoze PMF registruje znacajnija trombocitoza (>600x10°/L),
ova bolest se moze zameniti sa ET. Medutim, za ET nije karakteristi¢no prisustvo dakri-
ocita i nezrelih éelija granulocitne i eritroidne loze u krvi. Cesto se ET tesko razlikuje od
prefibroti¢nog stadijuma, a PV od fibroti¢nog, manifestnog oblika PME. U ovakvim sluca-
jevima, diferencijalni kriterijum dijagnoze je fibroza kostane srzi koja se ne registruje kod
ET, a slabo je izrazena kod PV (82, 93, 129, 133, 134).

Reaktivna fibroza kostane srzi moze se javiti kod metastaza malignih tumora, in-
fekcija i raznih inflamatornih stanja ukljucujudi i autoimuna oboljenja. Leukemija vlasastih
¢elija, poremecaji mastocitnih celija i maligni limfomi mogu imati sli¢cnu klini¢ku sliku
(81). Meditim, brz tok bolesti i specifican patohistoloski nalaz, ukazuju na postojanje dru-
gog oboljenja (81).

Kod oko tre¢ine bolesnika sa PMF mogu se registrovati kariotipske promene u vre-
me postavljanja inicijalne dijagnoze. S obzirom na to da je aberantan kariotip ¢es¢i kod
bolesnika sa PMF u odnosu na bolesnike sa PV i ET, ucestalost hromozomskih aberacija
moze biti jedan od diferencijalnih kriterijjuma ovih bolesti. Takode, pojedine hromozom-
ske aberacije mogu imati dijagnosticki znacaj kod razlikovanja PMF od drugih entiteta mi-
jeloidnih neoplazmi narocito od neklasifikovanih oblika MDS/MPN. Pri dijagnozi PMF
najcesce aberacije su delecije 13q i 20q, trizomije hromozoma 8 i 9, kao i aberacije hromo-
zoma 1,517 (97, 100, 135, 136). Neke od ovih aberacija su specifi¢ne (1q+, 13q-, 20q-),
dok su druge, poput 5q- i 7q- retke u PMF i mogu biti od koristi u dijagnostickoj proceduri
(85, 136).
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1.3.6. Prognoza bolesti

Prognoza PMF je najlosija od svih hroni¢nih mijeloproliferativnih oboljenja (137).
Duzina zivota bolesnika sa PMF je za 31% kraca u odnosu na zdrave osobe istih godina
i pola (37). Prezivljavanje obolelih je od 4 do 7 (138-141), prosecno 5 godina (37). Kod
mladih osoba, bolest moze trajati duze (86, 140, 142). Medutim, postoje i druge varijacije u
vremenu prezivljavanja bolesnika u zavisnosti od prisustva ili odsustva osnovnih dijagno-
stickih (klinickih i laboratorijskih) parameta koji su definisani kao prognozni (143). Pro-
gnozni parametri su naj¢e$¢e nezavisne varijable u analizi pra¢enja duzine zivota bolesnika.
Osnovni prognozni parametri za PMF su:

godine Zivota

pol

konstitutivni simptomi ili simptomi katabolizma (gubitak telesne tezine za
vi$e od 10% u periodu od 6 meseci, no¢no znojenje i subfebrilnost)
palpabilna splenomegalija

palpabilna hepatomegalija

koncentracija hemoglobina

broj leukocita

broj trombocita

prisustvo blasta u perifernoj krvi

Gotovo sve studije koje su ispitivale uticaj prognoznih parametara na duzinu zivota
bolesnika sa PMF, registrovale su direktnu korelaciju starijeg zivotnog doba (>65godina) i
anemiju sa kra¢im prezivljavanjem obolelih (82). Neke od studija konstatovale su indika-
tore lose prognoze: konstitutivne simptome (87, 139, 144, 145), leukocitozu (10-30x10°/L)
(87, 95, 97, 144, 146), leukopeniju (87, 144), cirkulisuce blaste (87, 95), povecanje broja
granulocitnih prekursora u cirkulaciji (95, 146), trombocitopeniju (<100x10°/L) (97, 145).
Razli¢itim kombinacijama varijabli prognoznih parametara konstatovane su i odredene
pravilnosti u analizi prezivljavanja bolesnika. Medijana prezivljavanja kod pacijenata mla-
dih od 56 godina moze biti duza za 10 godina, a pacijentima iste starosne grupe, koji ne-
maju anemiju ni hiperkataboli¢ne simptome, vreme prezivljavanja moze biti 15 i vise go-
dina (86). Takode, medu pacijentima starijeg zivotnog doba, registrovano je duze prosecno
prezivljavanje (10 i viSe godina) ukoliko nemaju ispoljenu anemiju, leukopeniju, izrazitu
leukocitozu, cirkuliSuce blaste ili hiperkataboli¢ne simptome. Medutim, ukoliko su ispo-
ljena bilo koja dva od navedenih parametra, medijana prezivljavanja moze biti manja od 3
godine (82).
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Na osnovu svih studija jasno su izdvojeni nepovoljni prognozni parametri koji se

nazivaju i faktorima rizika:
godine (>65 godina),
konstitutivni simptomi ili simptomi katabolizma (gubitak telesne tezine za
vise od 10% u periodu od 6 meseci, no¢no znojenje i subfebrilnost),
anemija (koncentracija hemoglobina <100g/L),
broj leukocita (<4x10°/L ili >30x10°/L),
prisustvo blasta u cirkulaciji (>1%).

Poslednjih godina opste je prihvacena podela bolesnika na grupe sa niskim, sred-
njim i visokim rizikom. Stratifikacija bolesnika prema stepenu rizika moze biti izuzetno
korisna kod izbora terapije. Posebno je vazno odrediti faktore rizika u slucaju agresivne
terapije kada se ocekuje intenzivna eradikacija krvnih elemenata ili kod mladih pacijenata
kada je potencijalno moguca alogena transplantacija mati¢nih éelija hematopoeze (82).

Splenomegalija i hepatomegalija takode imaju prognozni znacaj za bolesnike sa
PMEF i predstavljaju nepovoljnu predispoziciju za duze prezivljavanje (87, 95, 97, 144, 145,
148). Histoloske karakteristike kostane srzi prognozno su znacajne. Visi stepen fibroze ili
osteoskleroza predstavljaju negativan (87, 95, 144, 145), dok je visi stepen celularnosti po-
zitivan parametar i preduslov duzeg prezivljavanja bolesnika (95).

Neki od vaznih dijagnostickih parametara, kao $to su kariotip i mutacija JAK2V617F,
nivo CD34+ ¢elija u perifernoj krvi, izdvojeni su i ispitivani kao nezavisne varijable u ana-
lizama prezivljavanja bolesnika.

Studije koje su pratile uticaj kariotipa kao nezavisnog prognoznog parametra, po-
kazale su da je aberantan kariotip faktor inferioriornog prezivljavanja (82, 87, 97, 138, 139,
147). Medutim, uocena je rezlika i u duzini prezivljavanja bolesnika sa patoloskim karioti-
pom. Neke od studija navode da su aberacije: +8, -7/7q-, -5/5q-, inv(3), i(17q), 12p- i rea-
ranzmani 11q23 u korelaciji sa kra¢im prezivljavanjem, dok su delecije 13qi20q i trizomija
hromozoma 9 u vezi sa duzim prezivljavanjem bolesnika (87, 99, 104, 115, 138, 149, 150).

Prognozni znacaj mutacije JAK2V617F i znacaj genetickog opterecenja ovog alela
na prezivljavanje bolesnika sa PMF je aktuelno pitanje mnogih studija. U jednom retros-
pektivnom istrazivanju na 152 bolesnika (117), uocena je direktna povezanost kratkog pre-
zivljavanja ialela JAK2V617F, dok je u drugim prospektivnim studijama na razli¢itom broju
bolesnika registrovana direktna korelacija pomenute mutacije sa ve¢im stepenom spleno-
megalije i leukemijskom transformacijom (145, 174), ali ne i sa prezivljavanjem (138, 151,
152). Razliciti su i rezultati istrazivanja znacaja genetickog opterecenja alela JAK2V617F

na duzinu kumulativnog prezivljavanja bolesnika, $to se moze opravdati razlikom meto-
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doloskog pristupa i razlikom tipa celija od kojih se polazi prilikom ispitivanje genetickog
opterecenja (138).

Prisustvo mutacije V617F na oba JAK2 alela (nulizigotnost) je u direktnoj vezi sa
kra¢im prezivljavanjem bolesnika (149, 151-153). Nizak nivo ili heterozigotni oblik pome-
nute mutacije je povezan sa pojavom trombocitoze, dok je visok nivo, homozigotno stanje
mutacije u vezi sa leukocitozom i splenomegalijom (151). Takode, ustanovljeno je da se
anemija, trombocitopenija ili leukopenija tokom evolucije bolesti razvijaju kod bolesnika
kod kojih nije registrovana mutacija JAK2V617F pri dijagnozi, dok je razvoj izrazite sple-
nomegalije i leukemijska transformacija bolesti karakteristicna za bolesnike kod kojih je
evidentirana pomenuta mutacija pri inicijalnom dijagnostickom pregledu (151). Mutacija
JAK2V617F je u direktnoj vezi sa hiperproliferativnim karakterisikama bolesti. Odraz je
fenotipske progresije, tj. leukemijske transformacije bolesti, ali nema direktnog uticaja na
duzinu prezivljavanja obolelih (120, 138, 151-153).

Jedan od biomarkera PMF je porast CD34+ celija u perifernoj krvi. Smatra se da
stepen mijeloidnih progenitora u cirkulaciji predstavlja odraz proliferativne aktivnosti ma-
lignog celijskog klona (154). U razli¢itim studijama pokazana je znacajna razlika u distri-
buciji CD34+ ¢elija u perifernoj krvi tokom celularne i fibroti¢ne faze bolesti (154-156). U
ranoj, hipercelularnoj fazi, evidentan je porast mijeloidnih progenitornih celija u kostanoj
srzi, dok je u perifenoj krvi njihov broj manji. Suprotna raspodela pomenutih ¢elija je u
fibroticnom stadijumu bolesti (156). Porast CD34+ ¢elija u perifernoj krvi rezultat je pro-
liferativnog potencijala neoplasti¢nog klona, ali je i indikator stepena narusenosti mikro-
sredine hematopoeznog tkiva kolagenom fibrozom, angiogenezom, izmenjenom sinusoid-
nom arhitekturom itd. (157).

U brojnim studijama je pokazano da je nivo CD34+ ¢elija u perifernoj krvi u di-
rektnoj korelaciji sa brojem leukocita i nezrelih mijeloidnih ¢elija u perifernoj krvi, kao i sa
veli¢cinom palpabilne slezine (124, 154-156). Pomenuti prognozni parametri predstavljaju
biomarkere ekstramedularne hematopoeze i kao takvi indikatori su progresije bolesti.

Primarna mijelofibroza je neizleciva bolest. Kvalitet Zivota bolesnika je ugrozen
zbog ogromne splenomegalije, citopenije, hiperkatabolizma i brojnih drugih klini¢kih i
hematologkih poteskoca. Najcesci uzroci smrti su posledice portne hipertenzije ili hepato-
splenoportne tromboze, tromboze na razli¢itim anatomskim mestima u organizmu, sr¢ane
insuficijencije, infekcije, plu¢ne hipertenzije, krvarenja zbog trombocitopenije ili hemo-
statskih poremecaja, kao i transformacija ove bolesti u akutnu neoplazmu (37). Prelaz PMF
u akutnu leukemiju desava se kod oko 10% bolesnika. Smatra se da je pojava akutne leuke-
mije najc¢esce posledica prethodnog mijelosupresivnog lecenja (81), ali kod manjeg broja

bolesnika, leukemija iz PMF nastaje i bez prethodnog terapijskog tretmana (87, 143).
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Prognozni sistemi stepena rizika

Zbog razli¢itog ispoljavanja osnovnih dijagnostickih parametara pri inicijalnom
pregledu i njihovog razli¢itiog uticaja na duzinu bolesti, definisani su bodovni ili prognozni
sistemi (PS-i) pomocu kojih se bolesnici sa PMF svrstavaju u grupe sa razli¢itim stepenom
rizika. Nakon pionirskih (158, 159), nastajali su novi i danas se koriste razliciti PS-i ¢iji
je osnovi cilj, optimalna kategorizacija bolesnika radi adekvatnog i blagovremenog tera-
pijskog tretmana. Klasifikacija bolesnika se vrsi na osnovu ispoljavanja ili neispoljavanja
nekih od osnovnih prognoznih parametara, tzv. faktora rizika.

Najpoznatiji je Lilski PS koji polazi od dva prognozna parametra, koncentracije he-
moglobina i broja leukocita u perifernoj krvi (87). Oba parametra su sa jasno definisanim
vrednostima i na osnovu njih bolesnici se svrstavaju u tri prognozne grupe sa razlicitim
stepenom rizika: niskim, srednjim i visokim.

Grupa $panskih istrazivaca je 1997. godine objavila rezultate analiza prezivljava-
nja 106 inicijalno dijagnostikovanih bolesnika sa PMF (139). Ispitivano je deset klinickih
i laboratorijskih parametara, a multivarijantnom statistickom analizom izdvojeno je cetiri,
koji su uticali na morbiditet i mortalitet bolesnika: godine Zivota, konstitutivni simptomi,
koncentracija hemoglobina (<100g/L) i cirkuliuci blasti. Statistickim analizama jasno su
se izdvojile dve grupe bolesnika definisane kao "kratko-zive¢i" i "dugo-zive¢i". Parametar u
kojem su se ove dve prognozne grupe bitno razlikovale je Zivotno doba bolesnika prilikom
postavljanja dijagnoze. Svi bolesnici stariji od 64 godine imali su krace prezivljavanje (pro-
se¢no 24 meseca), dok su bolesnici mladi od 55 godina duze Ziveli (prose¢no 99 meseci)
(139). Na osnovu toga, PS iz 1997. godine se odnosi na sve bolesnike sa PMF i slede¢im
prognoznim parametrima: godine Zivota (>64), konstitutivni simptomi, koncentracija he-
moglobina (<100g/L) i prisustvo nezrelih mijeloidnih celija u cirkulaciji (139).

Drugi PS iz 1998. godine, odnosi se na mlade bolesnike, starosne strukture od 46 do
55 godina (86). Oba bodovna sistema prepoznaju Cetiri prognozne grupe koje su definisane
brojem parametara koje bolesnik ispoljava u momentu postavljanja dijagnoze.

Slican prethodnim je PS iz 2009. godine koji se bazira na rezultatima Medunarod-
ne radne grupe za istrazivanje i le¢enje mijelofibroze IWG-MRT- International Working
Group for Myelofibrosis Research and Treatment). Ovaj PS se naziva IPSS (International
Prognostic Scoring System) (138) i polazi od pet kriterijuma koji su prediktori kratkog
prezivljavanja bolesnika: godine Zivota (>65), ispoljavanje konstitutivnih simptoma, kon-
centracija hemoglobina (<100g/L), broj leukocita (>25x10°/L) i broj nezrelih mijeloidnih
¢elija u cirkulaciji (=1%). Po ovom PS-u razlikuju se Cetiri prognozne grupe sa razli¢itim

stepenom rizika: niskim, srednjim-1, srednjim-2 i visokim (138).
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Caramazza i saradnici su 2011. godine objavili dinamicki model DIPSS (Dynamic
International Prognostic Scoring System) koji je u osnovi modifikovani IPSS PS (150).
DIPSS model ima prednost u odnosu na prethodni jer je njegova primena moguca u bilo
kom momentu tokom bolesti, a modifikovan je tako $to rizicnom faktoru, koncentraciji
hemoglobina manjoj od 100g/L, dodeljuje dva, a ne jedan bod. Kao i prethodni i DIPSS
PS ima cetiri prognozne grupe, ali je broj ispoljenih parametara koje definisu stepen rizika
promenjen u odnosu na IPSS PS.

Grupa istrazivaca sa Mayo klinike u Americi, statistickim analizama prezivljavanja
bolesnika sa PMF ustanovila je ve¢u znacajnost novih, ali i manju znacajnost nekih od
dijagnostickih parametara. Elliott i saradnici su 2007. godine objavili PS koji izostavlja kon-
stitutivne simptome kao faktor rizika, podrazumeva dve rizicne vrednosti broja leukocita
(manju od 4x10°/L i ve¢u od 30x10°/L) i uklju¢uje broj trombocita i apsolutni broj monoci-
ta kao faktore rizika. Ovaj PS sadrzi Cetiri prognozna parametra: koncentraciju hemoglobi-
na (<100g/L), broj leukocita (<4x10°/L ili >30x10°/L), broj trombocita (<100x10°/L) i broj
monocita (>1x10°/L) i tri prognozne grupe sa razli¢itim stepenom rizika: niskim, srednjim
i visokim (160). Pomenuti Mayo PS se odnosi na mlade bolesnike sa PME, starosne dobi
do 60 godina.

Iste godine, objavljen je PS koji se odnosi na sve bolesnike sa PMF (140). Ovaj si-
stem prognoze je dopunjeno izdanje prethodnog. Sadrzi pet prognoznih parametara, pri
¢emu je prisustvo nezrelih ¢elija u cirkulaciji (=1%) dodatni faktor rizika u odnosu na pret-
hodni model. Takode, sadrzi prognozne grupe sa: niskim, srednjim i visokim stepenom
rizika (140).

Prednost oba Mayo PS-a u odnosu na prethodne, je §to se mogu primeniti pri ini-
cijalnom pregledu bolesnika kada je cesto raspoloziva samo krvna slika, dok su podaci o
konstitutivnim simptomima bolesnika ¢esto izostavljeni.

Kariotip bolesnika sa PMF predstavlja se kao nezavisan prognozni parametar, kako
bi se preciznije zakljucilo koje su hromozomske aberacije nosioci lo$e, a koje nosioci do-
bre prognoze bolesti, posmatrano kroz kumulativno prezivljavanje bolesnika. Objavljeno
je vise razlicitih citogenetickih prognoznih sistema (CPS-a) kojima se vrsi stratifikacija ka-
riotipa u odnosu na tip aberacija koje nose odreden stepen rizika.

Lilski CPS (87) je jedan od najstarijih i naj¢e$¢e primenjivanih. Po ovom sistemu,
normalan kariotip je povoljan, a aberantan nepovoljan faktor rizika, pa se i stratifikacija
bolesnika u analizama morbiditeta i mortaliteta vr$i prema tipu kariotipa na pomenute dve
prognozne grupe.

Tefferi i saradnici su 2005. godine objavili CPS koji podrazumeva podelu bolesnika

prema kariotipu u tri prognozne grupe (115). Povoljan parametar je normalan kariotip,
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srednje povoljan su 13q- i 20q-, dok su sve ostale aberacije nepovoljan prognozni parame-
tar. Ova grupa istrazivaca ustanovila je malu razliku, statisticki bez znacaja, u prezivljava-
nju bolesnika iz grupe sa povoljnim i srednje povoljnim aberacijama.

IPSS CPS koristi ¢injenicu da neke hromozomske aberacije predstavljaju parame-
tar prognoze bolji i od normalnog kariotipa (116). Po ovom sistemu, definisane su cetiri
prognozne grupe. Povoljan parametar su: +9, 13q- i 20q- kao jedine aberacije, normalan
kariotip je srednje povoljan-1, srednje povoljan-2 je trizomija hromozoma 8 ili kompleksno
aberantan kariotip i nepovoljan parametar je kariotip sa drugim hromozomskim rearan-
Zmanima.

Iako najnoviji, DIPSS CPS sadrzi dve prognozne grupe, sa ve¢im brojem hromo-
zomskih i kariotipskih rearanzmana potvrdenih kao povoljan ili nepovoljan parametar
prognoze (150).

Iako je poznat uticaj molekularnih markera JAK2V617F i MPLW515L/K za ra-
zvoj PME, jo$ uvek nije dovoljno ispitana korelacija ovih i ostalih prognoznih parametara.
Istrazivanja su vise bazirana na utvrdivanje nivoa genetickog opterecenja oba, a pre svega
JAK2V617F gena (60, 65, 120, 161). Rezultati analiza prezivljavanja JAK2V617F-pozitivnih
i JAK2V617F-negativnih bolesnika, govore o duzem prezivljavanju bolesnika sa divljim ti-
pom alela (120). Moguca su i preporucena nova ispitivanja korelacije mutiranog JAK2 gena
sa faktorima rizika razli¢itih PS-a (120), kao i ispitivanje korelacija divljeg i mutiranog tipa
alela sa kariotipom i hromozomskim aberacijama koje su razli¢itog stepena rizika (23, 162,
163).

1.3.7. Lecenje bolesti

Lecenje PMF je simptomatsko. Ukoliko su bolesnici bez simptoma ili faktora rizika
za nastanak komplikacija, racionalan pristup je klinicko pracenje bolesnika, a terapija se
odlaze do ispoljavanja promena (81, 83, 89, 129, 164). Jedini terapijski pristup koji je doveo
do produzetka prezivljavanja sa mogucnos$cu izlecenja bolesnika je alogena transplataci-
ja mati¢nih Celija hematopoeze (ATMCH) (165). Medutim, u slu¢aju ATMCH, ukoliko
se primeni mijeloablativni kondicioni protokol radi supresije imunog odgovora, rizik od
smrtnosti je 25-48% (166, 167).

Terapijski tretman PMF se uslovno moze podeliti na konvecionalni i eksperimen-
talni. Konvencionalni pristup podrazumeva terapijske modalitete koji se koriste za kontro-
lisanje i le¢enje anemije, splenomegalije, proliferaciju ¢elija mijeloidne loze i konstitutivne

simptome.
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Najve¢im delom konvencionalni pristup lec¢enja je palijativan. Izrazena mijeloproli-
feracija sa ispoljenom ekstramedularnom hematopoezom, moze se suzbiti lekovima poput
hidroksiuree (Litalir) koji je lek izbora za kontrolu leukocitoze, trombocitoze ili organome-
galije (82, 128, 136, 168). Sli¢no hidroksiurei, interferon alfa ili gama (INFa, INFy) imaju
citoreduktivan efekat (169), a u nekim slucajevima za alternativni tretman moze se prime-
niti i kladribin (170).

Ukoliko se iskljuce uzroci koji se mogu leciti (deficit hematinika, autoimuna he-
molizna anemija) anemija u PMF se moze kontrolisati androgenima. Mnogi od preparata
androgenih hormona uspesno suzbijaju anemiju (kod 30-60% obolelih) medutim, brojni
sporedni efekti ograni¢avaju $iru primenu ovih preparata. Zbog manje izrazenih nezeljenih
reakcija, najcesce se koristi sintetski, atenuirani androgen, danazol (171, 172). Alternativni
pristup lec¢enja anemije je eritropoetinom (EPO). Povoljan efekat EPO je registrovan kod
oko 30-50% bolesnika (173, 174). Bolji odgovor na terapiju se postize kod pacijenata kod
kojih je bazalni nivo EPO nizak (83, 129). Moguc¢i su i tretmani koji ukljucuju kombinaciju
androgena i EPO (85).

Splenektomija je vazan pristup u le¢enju PME ali je Cesto rizik od ovog zahvata
kod bolesnika sa izrazitom splenomegalijom visok. Najces¢e komplikacije splenektomije
su krvarenje, infekcije i tromboze. Indikacije za splenektomiju mogu biti simptomatska
splenomegalija, refraktana na lecenje hidroksiureom, portalna hipertenzija i anemija koja
zahteva Ceste transfuzije (175). Izrazita trombocitopenija takode moze biti indikacija, ali su
takvi bolesnici veoma rizi¢ni i imaju losu prognozu (175).

Kod bolesnika, kod kojih postoji povecan rizik od splenektomije, a posebno kod
onih koji imaju bolove zbog Cestih infarkta slezine, preporucuje se radioterapija. Medutim,
kod oko cetvrtine bolesnika nakon radioterapije slezine, javlja se produzena pancitopenija,
najverovatnije zbog smanjenog broja cirkulisucih progenitornih celija hematopoeze u krvi.
Zbog ovog efekta, rutinska zracna terapija se izbegava, osim kod izuzetnih slucajeva, te
je pozeljan individualni terapijski pristup. Radioterapija se moze ponoviti i primeniti na
drugim mestima ekstramedularne hematopoeze, takode i kod ekstremne hepatomegalije
(176).

Simptomi hiperkatabolizma (no¢no znojenje, gubitak telesne tezine, subfebrilnost i
opsta slabost organizma) nastaju indirektno kao posledica dejstva mnogih citokina koji se
oslobadaju i patogeno deluju u kostanoj srzi. Medu citokinima je i tumor nekrozni faktor
a (TNF-a) koji vrsi direktnu inhibiciju hematopoeze (177), stimuliSe proliferaciju fibrobla-
sta, ali je i klju¢ni medijator poviSene telesne temperature i slabosti organizma (178). Za

kontrolu konstitucionih simptoma u terapijske svrhe se koriste antagonisti TNF-a medu
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kojima je najpoznatiji talidomid, ali i drugi analozi kao lenalidomid, lek druge generacije
sa efikasnijom inhibicijom TNF-a, kao i pomalidomid, lek koji je u drugoj fazi klinickog
ispitivanja (179-182).

Nakon otkri¢a mutacije JAK2V617F i uloge ovog alela u patofiziologiji PMEF, po-
krenuta su mnoga istrazivanja u farmakoindustriji i sintetisani su izvesni medikamenti koji
funkcioni$u po principu kinazne inhibicije. Medutim, postoje i terapeutici koji deluju na
drugim nivoima simptomatologije i fiziologije bolesti. Novi terapijski modaliteti nefor-
malno se mogu podeliti na JAK-STAT ciljanu terapiju i ostale terapijske pristupe izvan
JAK-STAT signalnog domena. JAK-STAT ciljana terapija podrazumeva direktne inhibitore
JAK1 i JAK2, kao $to je ruxolitinib (183) i indirektne m-TOR inhibitore, kao $to je everoli-
mus (RADO001) (184).

Medu terapijskim modalitetima koji ne obuhvataju JAK-STAT signalni put, najveca
paznja je usredsredena na lekove koji inhibiraju epigeneticke fenomene, metilaciju DNK ili
deacetilaciju histonskih proteina.

Pomenuti terapijski modaliteti su jo§ uvek u fazi ispitivanja i za sada se primenjuju

u okviru klinickih studija.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni ciljevi istrazivanja su bili ispitivanje citogenetickih parametara i moleku-
larnog markera, mutacije JAK2V617F kod bolesnika sa de novo PME. Iz osnovnih, proiste-
kli su i dodatni ciljevi koji su podrazumevali ispitivanje i drugih dijagnostickih parametara
PME, njihove medusobne korelacije i njihov uticaj na simptomatologiju bolesti i duzinu

zivota bolesnika. Zbog toga su svi ciljevi svrstani u Cetiri grupe:

1. Ispitivanje citogeneticke i molekularno geneticke osnove PMF
Ispitivanje ucestalosti patoloskog kariotipa
Utvrdivanje tipa i ucestalosti hromozomskih aberacija u patoloskom kariotipu
Ispitivanje ucestalosti mutacije JAK2V617F
Ispitivanje korelacije mutacije JAK2V617F sa tipom kariotipa (normalan i aberan-
tan) i sa tipom hromozomskih aberacija

2. Ispitivanje povezanosti dijagnostickih parametara na relaciji genotip-fenotip
Ispitivanje korelacije kariotipa i hromozomskih aberacija sa stepenom fibroze ko-
$tane srzi bolesnika

3. Ispitivanje proliferativnog potencijala PMF
Ispitivanje stepena splenomegalije
Ispitivanje distribucije apsolutnog broja cirkuliSu¢ih CD34+ ¢elija u perifernoj krvi
Ispitivanje korelacije stepena fibroze kostane srzi i apsolutnog broja cirkulisuc¢ih
CD34+ celija
Ispitivanje korelacije splenomegalije i apsolutnog broja cirkulisu¢ih CD34+ ¢elija
Ispitivanje korelacije broja leukocita i blasta sa apsolutnim brojem cirkulisuc¢ih
CD34+ celija

4. Ispitivanje uticaja dijagnostickih parametara na duZinu Zivota bolesnika sa PMF
Ispitivanje kumulativnog prezivljavanja bolesnika u odnosu na njihove klinicke i
hemato-laboratorijske parametre, koristeci razlicite klinicke prognozne sisteme
Ispitivanje kumulativnog prezivljavanja bolesnika na osnovu molekularnog marke-
ra, mutacije JAK2V617F
Ispitivanje kumulativnog prezivljavanja bolesnika koriste¢i citogeneticke progno-

zne sisteme
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Kriterijumi izbora ispitanika

Istrazivanjem je obuhvaceno 205 novootkrivenih bolesnika sa dijagnozom PME
Bolesnici su dijagnostikovani i leceni na Klinici za hematologiju Klinickog centra Srbije
(KCS). Studija je izvedena delom kao retrospektivna, a delom kao prospektivna. Retrospek-
tivni deo odnosi se na citogeneticke rezultate 61 bolesnika le¢enih u periodu od 1993. do
2003. godine (98). Prospektivnim ispitivanjem obuhvaceno je 144 bolesnika, lecenih u pe-
riodu od 2004. do 2010. godine. Ispitivanje se odnosilo na analizu citogenetickih rezultata
i osnovnih klini¢kih i hematolosko laboratorijskih parametara bolesti. Kod 51 bolesnika
je sprovedena i molekularno geneticka analiza mutacije JAK2V617F i distribucija CD34+
¢elija u perifernoj krvi obolelih.

Prospektivno ispitivanje je prethodno odobreno od strane Etickog odbora Klinic-
kog centra Srbije. Bolesnici su dali pristanak za sva osnovna ispitivanja sprovedena radi
postavljanja dijagnoze bolesti, kao i pismenu saglasnost za dodatna, planirana ispitivanja

prikupljenog bioloskog materijala.
3.2. Klinicka i hematoloska ispitivanja

Iz osnovne medicinske dokumentacije prikupljeni su podaci o demografskim i kli-
nickim karakteristikama bolesnika: godine starosti, pol, prisustvo konstitutivnih simpto-
ma, organomegalija, limfadenopatija, podaci o eventualnim prethodnim bolestima i tre-

tmanima. Pored osnovnih klinickih, utvrdeni su i standardni hematoloski parametri:

Krvna slika: Standardna laboratorijska analiza gde se iz uzorka krvi bolesnika

odreduje broj eritrocita, trombocita, broj i tip leukocita, koncentracija hemoglobina.

Mijelogram: Analiza razmaza aspirata kostane srzi dobijenih punkcijom grudne

punktata je procenjivana na osnovu kriterijuma Bernarda, odredivanjem broja celija sa

jedrom na mikroskopu na uveli¢anju 400 puta (185).
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Patohistoloski nalaz ili biopsija kostane srzi: Biopsija kos$tane srzi je uradena iz
zadnje ilija¢ne kriste bolesnika, sa patohistoloskom analizom biopsije.

Biopsijski uzorci su fiksirani u neutralnom puferisanom formalinu, dekalcifikovani
u mravljoj kiselini, rutinski procesuirani i kalupljeni u parafinu, a zatim su seceni i pripre-
mani preparati debljine 4um.

Morfoloska analiza biopsije je radena na preparatima bojenim standardnim me-
todama hematoksilin-eosin, Giemsa i reticulin (Gordon-Sweet). Procenjivani su stepen

fibroze i celularnost u skladu sa preporukama SZO iz 2008. godine (94).

In vitro Celijska kultura: Mononukleari iz kostane srzi ili periferne krvi su nakon
izolacije na gustinskom gradijentu u definisanom broju, kultivisani na polu¢vrstoj podlozi
od metilceluloze ili kolagena, u prisustvu optimalnih koncentracija faktora rasta ili bez
faktora stimulacije. Tokom 7-14 dana inkubacije, na temperaturi od 37°C, u uslovima ap-
solutne vlaznosti i 5% CO,, formiraju se kolonije sastavljene od granulocita (CFU-GM),
eritroblasta (BFU-E, CFU-E) i megakariocita (CFU-MKk), koje su brojane pod invertnim

mikroskopom.

Odredivanje velicine slezine: Na osnovu podataka iz medicinske dokumentacije,
utvrdeno je da je veli¢ina slezine odredivana fizickim pregledom i izrazavana u centimetri-

ma pod rebarnim lukom ili ultrazvu¢nom dijagnostikom, sto je svakako precizniji metod.

Odredivanje apsolutnog broja cirkulisu¢ih CD34+ celija: Odredivanje apsolut-
nog broja cirkuliu¢ih CD34+ celija, primenom metoda imunofenotipizacije i protocne
citometrije (IPCM), sprovedeno je prema internacionalnim preporukama i standardima
(186-189). Za ispitivanje su koriS¢eni nativni uzorci periferne krvi bolesnika, uzimani ve-
nepunkcijom u standardnim epruvetama sa antikoagulansom (K,EDTA). Uzorci periferne
krvi 14 odraslih, zdravih osoba, posluzili su kao kontrola. Analiza je sprovedena istovreme-
no u duplikatu i u slu¢aju ispitivanih bolesnika i kontrolnih uzoraka.

U radu je kori$¢ena metoda dvokolorne direktne imunofluorescencije, a merenje i
analiza uzoraka vr$ena je metodom multiparametarske proto¢ne citometrije. Rezulatati su
izrazavani kao procenat CD34+ celija u populaciji nukleiranih celija periferne krvi i to kao
aritmeticka sredina dve vrednosti. Apsolutni broj CD34+ celija u perifernoj krvi (celije/pl)
je izracunavan primenom metoda dvostruke-platforme (186-189) i to na osnovu procenta
CD34+ celija (vrednost sa proto¢nog citometra) i koncentracije leukocita u ispitivanom
uzorku periferne krvi (vrednost sa hematoloskog brojaca) (HORIBA Medical, ABX Pentra
DX 120, Francuska).
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3.3. Citogeneticka i molekularno geneticka ispitivanja

Ispitivanje kariotipa bolesnika vr§eno je konvencionalnom procedurom, a pretraga
molekularnog markera, mutacije V617F u egzonu 14 JAK2 gena, molekularno genetickim
metodama.

Citogeneticka analiza: Citogeneticka analiza je radena pri inicijalnom pregledu
bolesnika pre bilo kakve terapije. Koris¢ene su nestimulisane ¢elije iz aspirata kostane srzi,
a preparacija je obavljana odmah nakon dobijanja adekvatnog uzorka ili nakon 24-¢asov-
nog kultivisanja celija. Provera natalnog kariotipa vrsena je stimulacijom limfocita perifer-
ne krvi na blastnu trasformaciju, mitogenom fitohemaglutininom. Preparacija je radena
nakon 72-¢asovnog kultivisanja ¢elija u optimalnim uslovima.

Tehnikom HG-traka (190) obradeni su uzorci i pripremani hromozomi za analizu.
HG-tehnika je modifikovana konvencionalna GTG-tehnika, prilagodena uslovima rada la-
boratorije za citogenetiku i molekularnu genetiku, Klinike za hematologiju, KCS. Osnovna
razlika i specifinost ove u odnosu na ostale standardne citogeneticke analize je kombina-
cija delovanja tripsina i kolcemida u hipotoni¢noj fazi Celijske preparacije.

Pripremljeni preparati su bojeni sa 2% rastvorom gimze u fosfatnom puferu (0,9%
KH2PO4 i 1,2% Na2HPO4, pH6,8), a zatim analizirani na svetlosnom mikroskopu (Op-
ton-Axiophot). Citogeneticka analiza je obavljena na deset pregledanih celija u metafazi
kod normalnog ili na dvadeset mitoza u sluc¢aju aberantnog kariotipa. Neke od mitoza su
fotografisane, a kod bolesnika sa hromozomskim aberacijama pripreman je i fotodoku-
mentovan kariogram.

Opisivanje kariotipa i definisanje hromozomskih aberacija vrseno je po preporu-
kama Medunarodnog sistema nomenklature za humanu citogenetku iz 2009. godine (engl.
ISCN-An International System for Human Cytogenetic Nomenclature) (191). Po ISCN
preporukama, patoloski klon je definisan nalazom najmanje dve celije sa istom struktur-
nom aberacijom, odnosno trizomijom istog hromozoma ili nalazom bar tri metafaze sa
monozomijom istog hromozoma. Marker (mar) hromozom je strukturno izmenjen hro-
mozom ¢iji se raspored traka ne moze prepoznati, dok je derivat (der), hromatinski prepo-

znatljiv hromozom sa nepoznatim strukturnim rearanzmanom.

Molekularno geneticke analize za proveru mutacije JAK2V617F: Provera prisu-
stva mutacije V617F u egzonu 14 gena JAK2 izvrSena je kod 51 pacijenata. Detekcija mu-
tacije vréena je metodom alel-specificnog PCR-a kod 35, a metodom DNK sekvenciranja
kod 16 bolesnika.
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Alel-specificni PCR i detekcija JAK2V617F mutacije

Ispitivanje statusa JAK2 gena analizom alel-specificnog PCR-a, vreno je na uzorku
DNK koji je prethodno izolovan iz granulocitnih i mononuklearnih ¢elija periferne krvi.
Odvajanje granulocita i mononuklearnih celija od ostalih elemenata krvi, izvedeno je me-
todom razdvajanja na dvostrukom gradijentu Ficoll-a (engl. Ficoll-Histopaque 1119, flota-
cione gustine 1.119g/ml i Ficoll-Histopaque 1077, flotacione gustine 1.077g/ml) (SIGMA,
Aldrich, USA), prema uputstvu proizvodaca. Time je omoguceno kompletno izolovanje i
sakupljanje mijeloidnih celija krvi koje nose divlji ili mutirani JAK2 gen.

Za ekstrakciju genomske DNK koris¢en je QIAampDNA BloodMiniKit (QIAGENE,
Germany). U lancanoj reakciji polimeraze ili analizi PCR-a, selektivno se umnozava oda-
brani region DNK u kojem se moze nalaziti odredena mutacija ili polimorfizam. Prajmeri
koji se u reakciji koriste su specifi¢ni i svojim vezivanjem za odredene nukleotidne sekvence
ogranicavaju region DNK koji se ispituje. Za razliku od standardne analize, alel-specifi¢ni
PCR koristi bar jedan prajmer koji je na svom 3’ kraju komplementaran datoj mutaciji ili
polimorfizmu. To znaci da ¢e se u prisustvu odredenog alela prajmer vezati i zapoceti repli-
kaciju samo ukoliko je sekvenca tog prajmera u potpunosti komplementarna sekvenci na
DNK. Genotip, tj. prisustvo odredenog alela, indikovace pojavu amplifikovanog produkta.
Dva ciklusa umnozavanja, tzv. nested PCR-a, se koristi da bi se povecala specificnost DNK
amplifikacije.

U radu je koriS¢en modifikovani protokol Baxter-a i saradnika (33). Modifikacija
se odnosi na uvodenje "nested” PCR amplifikacije. U prvom ciklusu koriste se nizvodni,
kontrolni prajmer (Fcont) i uzvodni prajmer (Rev), ¢ime se umnozava region od 364bp u
kome se potencijalno nalazi mutacija. Ovaj produkt umnozavanja se dobija i sa normalnog
i sa mutiranog alela i sluzi kao interna kontrola PCR reakcije. U slede¢em ciklusu PCR-a
umnozeni produkt sluzi kao matrica. Za umnozavanje se koristi nizvodni, specifi¢ni praj-
mer (Fspec) koji se vezuje za mutirani alel i uzvodni prajmer (Rev). Ukoliko postoji mutacija
u analiziranom regionu, nakon ovog cikusa dobija se PCR produkt veli¢ine 203bp.

Za PCR amplifikaciju korid¢eno je 80ng DNK za svaki uzorak i QIAGEN Hot start
polimeraza u svim reakcijama. U prvom ciklusu primenjen je 1umol/l Fcont i Rev prajmera,

a u drugom lumol/l Fspec i Rev prajmera (Tabela 6).

Tabela 6. Sekvence prajmera u detekciji mutacije JAK2V617F metodom Alel-specifi¢ni PCR

Fkontrolni (Fcont) 5ATCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG3’
Fspecifi¢ni (Fspec) 5AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATT?3’
Reverzni (Rev) 5CTGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTTCA3
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Uslovi za prvi ciklus umnozavanja su 15 minuta na 95°C, a zatim 35 ciklusa (94°C,
58°Ci72°C, svaki u trajanju od 30 sekundi) i 10 minuta na 72°C finalne elongacije. Uslovi
za drugi ciklus su isti, osim temperature hibridizacije prajmera, koja je bila 62°C (192).

Proizvodi dobijeni primenom PCR su analizirani na 2% agaroznom gelu.
Identifikacija DNK sekvence

Elektroforeza PCR produkta je radena na horizontalnom 2% agaroznom gelu. Aga-
roza je polisaharid koji nakon rastvaranja, kuvanja i laganog hladenja, formira gustu mrezu
koja sluzi kao matriks za detekciju i identifikaciju amplifikovanih PCR produkata. U elek-
tricnom polju, u blago alkalnom puferu, molekuli DNK se krec¢u kroz agarozni matriks od
katode ka anodi. Brzina kretanja molekula DNK zavisi od njihove veli¢ine, gustine gela,
elektri¢ne struje i drugih parametara kao $to su temperatura, puferski sistem itd.

Pufer, 1 puta koncentrovan TAE (0,04 M Tris-acetat; 0,002 M EDTA pH 8,0) koristi
se za pripremanje gela i elektroforezu. Prilikom pripreme gela, dodaje se etidijum bromid u
finalnoj koncentraciji 0,5pg/ul. Etidijum bromid je molekul koji se interkalira u DNK, ima
sposobnost fluoroscencije pod UV svetlom i predstavlja najpogodnije sredstvo za identifi-

kaciju DNK u agaroznom gelu.

DNK sekvenciranje i detekcija JAK2V617F mutacije

Molekuli DNK koji se ispituju izolovani su iz granulocita fenol-hloroformskom ek-
strakcijom, a zatim su precipitirani etanolom.

Prilikom ispitivanja JAK2V617F mutacije, PCR-om umnozeni produkti su sekven-
cirani, a potom i analizirani (BigDye Terminator v3.1. Cycle Sequencing Kit; ABI Prism
3130 Automated DNK Sequencer).

Kvantitativna, u stvarnom vremenu izvodena, reakcija lan¢anog umnozavanja za-
snovana na alelnom diskriminacionom eseju [(Quantitative Real-time Polymerase Chain
Reaction-based allelic discrimination assay (AS-qPCRs)] je kori$¢ena za detekciju broja
kopija mutacije V617F u egzonu 14 JAK2 gena. Prajmeri koriS¢eni u pomenutoj analizi dati

su u tabeli 7.

Tabela 7. Sekvence prajmera u detekciji mutacije JAK2V617F metodom AS- qPCRs

"sons" normalan JAK2 5-GCGCGGTTTTAAATTATGGAGTATGTG-3’
granicnici mutiran JAK2V617F |5-GCGCGGTTTTAAATTATGGAGTATGTT-3’
"antisens" cDNK 5-CCGCTTTTTCAGATATGTATCTAGTGATCC-3’
granicnici DNK 5-GCGGTGATCCTGAAACTGAATTTTC-3’
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c¢DNK 5-TGGAGACGAGAATATTCTGGTTCAGGAGTTTG-3
6-FAM probe

DNK 5-TGGAGACGAGAGTAAGTAAAACTACAGGCT-3

Broj kopija je odreden poredenjem serije rastvora plazmida dobijenih kloniranjem
JAK2 i ABL gena preko cDNK ili DNK umnozaka iz ¢elijske linije U937, koja sadrzi nemu-
tirani tip (JAK2-WT) i HEL (engl. Human Erythroleukemia cell Line) celijske linije, koja
sadrzi mutirani tip gena (JAK2V617F) u TOPO-TA vektorima (Invitrogene).

3.4. Prognozni sistemi i distribucija bolesnika na osnovu stepena rizika

Uticaj dijagnostickih parametara na kumulativno prezivljavanje bolesnika vrseno je
primenom prognoznih sistema. Znacajnost klinickih i hematolosko laboratorijskih para-
metara ispitana je pomocu nekoliko PS-a: Lilskog, Servantesovog, IPSS, DIPSS, Mayo PS-a
za sve bolesnike (87, 139, 138, 150, 140). Za mlade bolesnike primenjen je Mayo PS (160)
koji podrazumeva uzrasnu strukturu bolesnika do 60 godina. Servantesov PS (86) za mlade
bolesnike (starosti od 46 do 55 godina) nije mogao da bude primenjen, jer je broj bolesnika
bio mali i nije zadovoljavao kriterijume statisticke analize.

Dijagnosticki kriterijjumi primenjenih PS-a, definisani su kao faktori rizika i o nji-

ma je bilo reci u prethodnom poglavlju, a prikazani su tabelarno (Tabele 8-13).

Tabela 8. Lilski PS (87)

Prognozni parametri Bodovanje
. | hemoglobin <100g/L 1
2. |leukociti(<4x10°/L ili >30x10°/L) 1
Prognozne grupe (stepen rizika) Broj faktora rizika
1. | nizak 0
2. |srednji 1
3. |visok 2

Tabela 9. Servatesov PS (139)

Prognozni parametri Bodovanje
1. | godine Zivota (>64) 1
2. | konstitutivni simptomi 1
3. |hemoglobin (<100g/L) 1
4. |blasti u cirkulaciji 1
Prognozne grupe (stepen rizika) Broj faktora rizika
1. |nizak 0
2. |srednji-1 1
3. |srednji-2 2
4. |visok 3
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Tabela 10. IPSS PS (138)

Prognozni parametri Bodovanje
1. |godine Zivota (>65) 1
2. |konstitutivni simptomi 1
3. |hemoglobin (<100g/L) 1
4. |leukociti (>25x10°/L) 1
5. | blasti u cirkulaciji (>1%) 1
Prognozne grupe (stepen rizika) Broj faktora rizika
1. | nizak
2. | srednji-1 1
3. | srednji-2 2
4. | visok >3
Tabela 11. DIPSS PS (150)
Prognozni parametri Bodovanje
1. |godine zivota (>65) 1
2. |konstitutivni simptomi 1
3. |hemoglobin (<100g/L) 2
4. |leukociti (>25x10°/L) 1
5. |blasti u cirkulaciji ( >1%) 1
Prognozne grupe (stepen rizika) Broj faktora rizika
1. | nizak 0
2. | srednji-1 1ili2
3. | srednji-2 3ili4
4. | visok >4
Tabela 12. Mayo PS (140)
Prognozni parametri Bodovanje
1. |hemoglobin (<100g/L) 1
2. |leukociti (<4x10°/L ili >30x10°/L) 1
3. |trombociti (<100x10°/L) 1
4. | monociti (>1x10°/L) 1
5. |Dblasti u cirkulaciji 1
Prognozne grupe (stepen rizika) Broj faktora rizika
1. | nizak 0
2. | srednji 1
3. | visok >2
Tabela 13. Mayo PS za mlade bolesnike (< 60 godina) (160)
Prognozni parametri Bodovanje
1. |hemoglobin (<100g/L) 1
2. |leukociti (<4x10°/L ili >30x10°/L) 1
3. | trombociti (<100x10°/L) 1
4. | monociti (>1x10°/L) 1
Prognozne grupe (stepen rizika) Broj faktora rizika
1. | nizak 0
2. | srednji 1
3. | visok >2
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Po uzoru na druge relevantne studije (86, 87, 139) i u naSem radu, rezultat citoge-
neticke analize je posmatran kao nezavisan prognozni parametar. Univarijantno ispitivanje
znacajnosti kariotipa i hromozomskih aberacija je prakti¢no, zbog ¢injenice da citogeneticka
analiza moze da bude neuspesna ili nevalidna pri dijagnozi bolesnika, a i tehnicki ispravno,
jer bolesnici sa razli¢itim stepenom rizika na osnovu klinickih i hematolosko laboratorijskih
parametara mogu imati razli¢ite varijatete hromozomskih aberacija u kariotipu (87).

Za analizu znacajnosti kariotipa, odnosno hromozomskih aberacija u kumulativ-
nom prezivljavanju bolesnika koris¢eni su CPS-i: Lilski, Mayo, IPSS i DIPSS (87, 140, 138,
150). Tipovi kariotipa i hromozomskih aberacija, nosioca razlicitog stepena rizika pome-

nutih CPS-a, prikazani su tabelarno (Tabele 14-17).

Tabela 14. Lilski CPS (87)

Prognozni parametri Prognozne grupe
1. |normalan povoljan
aberantan nepovoljan

Tabela 15. Mayo CPS (140)

Prognozni parametri Prognozne grupe
1. |normalan povoljan
2. |13q- ili20q- srednje povoljan
3. |ostale aberacije nepovoljan

Tabela 16. IPSS CPS (138)

Prognozni parametri Prognozne grupe

1. |+9 ili 13q-ili 20q- povoljan

2. |normalan srednje povoljan-1

3. | +8ili kompleksno aberantan sredjne povoljan-2

4. |ostale aberacije nepovoljan

Tabela 17. DIPSS CPS (150)
Prognozni parametri Prognozne grupe
solo 13q-
t/dup(1q)
solo 20q-
1. |solo+9 povoljan

druge solo aberacije

dve aberacije isklju¢ujuéi nepovoljne
normalan

kompleksno aberantan

solo +8

solo -7/7q-

solo -5/5q-

2. |i(17q) nepovoljan
inv(3)

12p-

11q23

dve aberacije uklju¢ujudi nepovoljne
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3.5. Statisticka analiza

U ovoj studiji koriS¢ene su deskriptivne i analiticke statisticke metode.
Od deskriptivnih statistickih metoda primenjeni su:

Apsolutni i relativni brojevi

Mere centralne tendencije (aritmeticka sredina, medijana)

Mere disperzije (standardna devijacija, interval varijacije)

Od analitickih statistickih metoda kori$¢eni su testovi razlike, parametarski i nepara-
metarski.
Parametarski test primenjen u ovoj studiji je t test.
Neparametarski testovi primenjeni u studiji su:
Hi kvadrat test
Mann-Whitney U test

Pored testova razlike, izvr$ena je i analiza povezanosti i to Spirmanova korelaciona ana-
liza. Za analizu prezivljavanja kori$¢ena je Kaplan-Meierova kriva prezivljavanja, a medu-
grupne razlike su testirane Log-rank testom.

Svi podaci su obradeni u SPSS 15.0 (Cikago, Ilinois, SAD) softverskom paketu.
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4. REZULTATI

4.1. Kriterijumi za ispitivanje bolesnika

Studijom su obuhvaceni rezultati retrospektivnog i prospektivnog ispitivanja bole-
snika sa dijagnozom PMF. Bolesnici su dijagnostikovani i leceni na Klinici za hematologiju
Klini¢kog centra Srbije u periodu od 1993. do 2010. godine. Dijagnoza bolesnika je postav-
ljena na osnovu klinickih i patoloskih kriterijuma za PMF (193, 194) uz reviziju dijagnoza
bolesnika le¢enih u periodu od 1993. do 2008., kada je SZO postavila nove kriterijume za

mijeloidne neoplazme (78, 80).

4.2. Retrospektivno ispitivanje

Retrospektivno ispitivanje obuhvata bolesnike koji su le¢eni u periodu od januara
1993. do decembra 2003. godine. Ispitivanje se odnosilo na utvrdivanje ucestalosti patolos-
kog kariotipa i tipa hromozomskih aberacija pri citogenetickoj analizi bolesnika vr$enoj u
momentu postavljanja dijagnoze.

Istrazivanjem je obuhvaéen 61 bolesnik. Zena je bilo 31, a muskaraca 30 prose¢ne
starosti 63 godine (opseg godina 37-88). Analiza nije bila moguca kod 10 (16%) bolesnika
zbog nedostatka celija u deobi. Trideset (59%) bolesnika je imalo normalan kariotip, a kod
21 (41%) detektovane su hromozomske aberacije. Mozaic¢an kariotip registrovan je kod 11
bolesnika, dok je kod 10 uoceno prisustvo samo patoloskih ¢elija u analiziranom uzorku.
Rezultati patoloskih kariotipova bolesnika prikazani su u tabeli 18, a ucestalosti hromo-

zomskih aberacija u tabeli 19.

47



Tabela 18. Rezultati patoloskih kariotipova bolesnika

Bolesnik | Pol/Godine Kariotip

1 7169 47,XX,+8([6]/46,XX[5]

2 7/57 46,XX,add(18)(q11)[9]/46,XX[2]

3 7167 46,XY,t(2;16)(q31;q24)[16]

4 7/61 90,XXXX,-14,-20[5]/46,XX[10]

5 M/69 46,XY,add(4)(q25),-6,-8,-10,-12,+r,+3mar[cp20]

6 M/57  |46,XY,-12,+mar[3]/46,XY[9]

7 7167 46,XX,t(5;13)(q13;q32)[18]/46,XX 2]

8 M/77 |47, XY,t(12;13)(p12;q13)[12]]

9 7167 46,XX,del(20)(q11q13)[11]

10 M/63  |47,XY,+21[11]/46,XY[3]

11 7/41 48,XX,+X,+8[8]/46,XX[2]

12 7/81 48,XX,+8,+mar(4]/46,XX[6]

13 M/88  |46,XY,-18,+mar[4]/[46,XY[2]

14 M/53 | 46,XY,-20,+mar[14]/47,XY,idem,+8[2]

15 7/74 46,XX,del(20)(q11q13)[3]/46,XX[7]

16 7170 46,XX,add(6)(p23),del(11)(q11)[8]/51-62,XX,idem,+2,+4,+5,+6,+del(6)(q23),

+7,+8,49,+10,+11,+11,+12,+13,+14,+17,+20(2]/46,XX[10]

17 7165 46,XX,del(18)(q21)[20]

18 7152 46,XX,t(12;16)(q24;q24)[13]

19 M/75  |46,X,-Y[20]
20 7/59 46,XX, del(13)(q13q32)[2]/46,XX,idem,del(11)(q21q23)[19]
21 7/50 46,XY,add(18)(p11)[20]
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Tabela 19. Ucestalosti hromozomskih aberacija

Aberacije hromozoma

Jedna lezija*
(n=12)

Dve ili vise lezija®

(n=9)

Ucestalost
aberacije (n=21)

Ucestalost
aberacije (%)

Hromozom 8

6

28.5

+8

-8

Hromozom 12

23.8

-12

+12

t(12;13)

t(12;16)

Hromozom 20

23.8

del(20q)

-20

+20

Hromozom 13

19.0

del(13q)

t(12;13)

t(5;13)

+13

Hromozom 18

19.0

der(18q)

-18

del(18q)

Hromozom 9

4.7

+9

Hromozom 21

4.7

+21

Polni hromozomi

9.5

-Y

+X

Ekstra hromatinski
materijal

23.8

mar

5

* Prisustvo jedne numericke ili strukturne aberacije u kariotipu

° Prisustvo dve ili viSe numerickih ili strukturnih aberacija u kariotipu

n-Broj bolesnika
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Hromozom koji je najceS¢e aberantan je hromozom 8 (28%), a najucestalija abe-
racija je trizomija 8, kao jedina ili kao udruZzena sa dve ili viSe aberacija. Slede rearanzma-
ni hromozoma 12 i 20 (24%), a zatim aberacije hromozoma 13 i 18 sa istom ucestalo§¢u
(19%). Zastupljene su monozomije i trizomije pomenutih hromozoma, specificne delecije
13q-120qg-, ali i neke od aberacija koje su retko opisane, kao del(18q) i derivat hromozoma
18. Trizomija hromozoma 9 bila je zastupljena u kompleksno aberantnom kariotipu jednog
(5%) bolesnika, a tirzomija 21 sa istom ucestalo$¢u registrovana je kao jedina kariotipska
promena. Kod 2 (10%) bolesnika zabelezene su numericke aberacije polnih hromozoma,
a prisustvo dodatnog hromatinskog materijala (marker i ring hromozom) u kariotipu 5
(24%) bolesnika. Registrovane su i translokacije hromozoma 2, 5, 12, 13 i 16, prvi put opi-
sane kod bolesnika sa PMF (Slika 15).

65*& § A KK

12 t(12:13) 13 12 t(12:16) 16

nean jliac

5 t(5:13) 13 t(2;16) 16

Slika 15. Parcijalni kariotipovi sa translokacijama. A-balansirana translokacija hromozoma 12 i 13; B-ba-
lansirana translokacija hromozoma 12 i 16; C-balansirana translokacija hromozoma 5 i 13; D-balansirana
translokacija hromozoma 2 1 16.

4.3. Prospektivno ispitivanje

Prospektivnim istrazivanjem obuhvaceni su bolesnici le¢eni u periodu od januara
2004. do decembra 2010. godine. Ovaj deo studije se odnosi na ispitivanje ucestalosti hro-
mozomskih aberacija i mutacije JAK2V617F, kao i ispitivanje drugih dijagnostickih para-
metara, njihove medosobne korelacije i njihov uticaj na stepen prezivljavanja bolesnika.

Ispitivanjem je obuhvacéeno 144 bolesnika. Zena je bilo 55, muskaraca 89 (Grafikon
1), sa medijanom godine Zivota 65 (opseg godina 28-80). Njihovi osnovni demografski,

hematologki i dijagnosticki parametri za PME, prikazani su u tabeli 20.

50



Grafikon 1. Distribucija bolesnika razli¢itog pola

Pol

Emuski
Wzenski

Tabela 20. Klinic¢ki i hematolosko laboratorijski parametri pri dijagnozi bolesnika

Broj
Parametri N([::sije agl;a fg:;::)t/:;:z Ucestalost (%)
bolesnika (N/n)
Godine zZivota 65.5 (28-80) 144 100
Pol, M/Z 144/89/55 62/38
Hemoglobin (Hb, g/L) 124.0 (45-181)
Hb (<100g/L) 144/21 14.6
Leukociti (Le x10°/L) 11.1 (1.6-83.2)
Le (<4 ili >30x10°/L) 144/19 13.2
Trombociti (Tr x10°/L) 687.5 (28-2684)
Tr (<100x10°/L) 144/9 6.2
Blasti u cirkulaciji (=1%) (0-9) 144/21 14.6
Broj CD34+ (ul per.k), normalan/uve¢an 21.0 (1-1325) 50/11/39 22/78
Konstitutivni simptomi 144/25 174
Palpabilana splenomegalija 137/98 71.5
Stepen fibroze kostane srzi 138
ME-0 138/3 2.2
MEF-1 138/25 18.1
MEF-2 138/66 47.8
ME-3 138/44 31.8
Validna citogeneticka analiza 144/126 87.5
Kariotip, normalan / aberantan 126/90/36 71.4/28.6
JAK2V617FE, poz/neg 51/28/23 54.9/45.1
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4.3.1. Citogeneticko ispitivanje

Citogeneticka analiza je uradena kod 126 (88%) bolesnika. Kod 18 (12%) bolesnika
analiza nije bila moguca zbog suve punkcije kostane srzi ili zbog niskog mitotskog indek-
sa ili nedostatka celija u deobi. Devedeset bolesnika je imalo normalan kariotip, a jedna
bolesnica Robertsonovu translokaciju $to predstavlja polimorfizam normalnog kariotipa
(72%). Kod 36 (28%) bolesnika registrovane su hromozomske aberacije (Grafikon 2). Pri-

sustvo samo patoloskih ¢elija u analiziranom uzorku imalo je 14 bolesnika, a kod 22 regi-

strovana je koegzistencija patoloskih i normalnih ¢elija (Tabela 21).

Grafikon 2. Distribucija bolesnika sa normalnim i aberantnim kariotipom.

Tabela 21. Patoloski kariotipovi bolesnika

M normalan kariotip
W aberantan kariotip

Bolesnik | Pol/Godine Kariotip
1 7/64 47,XX,+8[3]/48XX,+8,+10[5]/46XX[2]
2 M/77 46,XY,del(6)(p23),del(8)(q22)[20]
3 M/60 46,XY,del(13)(q12q22)[19]/46,XY([1]
4 M/68 47,XY,+mar[20]
5 M/57 46,XY,-7,+dmin[15]/46,XY[5]
6 M/62 46,XY,del(20)(q11q13)[20]
7 7/48 46,XX,rob(13;14)(q10;q10)[10]
8 7165 47,XX,+9[1]/46,XX[19]
9 7/50 46,XX,del(13)(q12q22)[19]/46,XX[1]
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Bolesnik | Pol/Godine Kariotip
10 7/64 45,XX,-18(3]/46,XX[17]
11 M/72 46,XY,del(9)(q21)[8]/46,XY[5]
12 2/62 47,XX,1gh+¢,+9[5]/46,XX,1gh+c[5]
13 M/73 47,XY,+9[6]/[46,XY[9]
14 7/80 46,XX,t(17;22)(q11;q13)[20]
15 M/62 47,XY,+9[3]/46,XY[13]
16 7/45 46,XX,del(9)(q22)[3]/47,XX,idem,+del(9)(q22)[17]
17 M/58 46,XY,t(15;17)(q22;q25)[15]/46,XY,add(18)(p11)[3]
18 M/63 46,XY,del(5)(q13q31)[9]/46,XY|[8]
19 7/59 46,XX,del(13)(q12q22)[1]/46,XX,idem,-11,+mar[19]
20 M/70 46,XY,t(9;12)(q22;q24)[2]/46,XY[20]
21 7170 46,XX, add(18)(p11)[18]/=52,XX[2]
22 M/75 46,XY,del(12)(p11p13)[3]
23 7/54 46,XX,ins(16)(q?)[2]/46,XX[8]
24 M/79 48,XY,+2mar[8]/46,XY[12]
25 M/80 47,XY,+mar[10]
26 7170 46,XX,der(15)t(1;15)(cen;cen)[20]
27 M/75 46,XY,del(7)(q31)[12]/46,XY[8]
28 M/70 46,XY,del(7)(q32)[18]/46,XY[2]
29 7/60 46,XX,del(20)(q11q13)[20]
30 M/69 46,XY,del(20)(q11q13)[10]
31 7/66 46,XX,add(16)(q?)[11]/46,XX[3]
32 M768 47,XY,+21[3]/46,XY[10]
33 M/73 46,XY,del(12)(p11p13)[20]
34 7/61 46,XX,inv(3)(p13q27)[3]/46,XX[7]
35 M/50 45,X,-Y[10]
36 2170 46,XX,t(2;4)(q21;p16)[10]
37 M/76 45,X,-Y[10]

Hromozom koji je nacesce aberantan je 9 (16%), a najcesca aberacija je trizomija
9, prisutna kao jedina u kariotipu tri bolesnika. Zastupljene su delecija i translokacija ovog
hromozoma. Slede aberacije hromozoma 13 i to 13q- i translokacija (11%). Delecija 20q i
aberacije hromozoma 7, 12 i 18 registrovane su sa istom ucestalo$¢u (8%). Rede zastupljene
su aberacije hromozoma 1, 8, 15, 16, 17, Y (5%) i aberacije hromozoma 2, 3, 4, 5, 6, 10, 11,
14 i 21 (3%), sa monozomijom, trizomijom, translokacijom i inverzijom pomenutih hro-
mozoma. Ekstrahromatinski materijal u vidu markera i duplo minutnog (dmin) hromo-
zoma, konstatovan je kod 4 (11%) bolesnika. Pomenute hromozomske aberacije i njihove
ucestalosti prikazane su u tabeli 22, a parcijalni kariotipovi nekih bolesnika prikazani su

na slici 16.
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Tabela 22. Ucestalosti hromozomskih aberacija

Nrestelmomei Jedna lezija* | Dve ili vise lezija® Uée_s.talost Uéest?lost
(n=29) (n=8) aberacije (n=37) aberacije (%)
Hromozom 1 2 5.4
1gh+c 1
der(15)t(1;15) 1
Hromozom 2 1 2.7
t(2;4) 1
Hromozom 3 1 2.7
inv(3) 1
Hromozom 4 1 2.7
t(2;4) 1
Hromozom 5 1 2.7
del(5) 1
Hromozom 6 1 2.7
del(6) 1
Hromozom 7 3 8.1
del(7) 2 2
-7 1 1
Hromozom 8 2 5.4
+8 1
del(8q) 1
Hromozom 9 6 16.2
+9 1
del(9q) 2
t(9;12) 1
Hromozom 10 1 2.7
+10 1
Hromozom 11 1 2.7
-11 1
Hromozom 12 3 8.1
del(12p) 2
t(9;12) 1
Hromozom 13 4 10.8
del(13q) 2 1
t(13;14) 1
Hromozom 14 1 2.7
t(13;14) 1
Hromozom 15 2 54
der(15)t(1;15) 1
t(15;17) 1
Hromozom 16 2 54
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Aberacije hromozoma

Jedna lezija*

Drve ili vise lezija°

Ucestalost

Ucestalost

(n=29) (n=8) aberacije (n=37) aberacije (%)
ins(16q) 1
add(16q) 1
Hromozom 17 2 5.4
t(15;17) 1
t(17;22) 1
Hromozom 18 3 8.1
-18 1
add(18p) 1 1
Hromozom 20 3 8.1
del(20q) 3
Hromozom 21 1 2.7
+21 1
Hromozom 22 1 2.7
t(17;22) 1
Polni hromozomi 2 5.4
-Y 2
Ekstrfl1 l;:;)rrirjl:iunskl 4 10.8
mar 1 2
dmin 1

* Prisustvo jedne numericke ili strukturne aberacije u kariotipu

° Prisustvo dve ili viSe numerickih ili strukturnih aberacija u kariotipu

n-Broj bolesnika
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Slika 16. Parcijalni patoloski kariotipovi bolesnika
A i B- Prisustvo dva patoloska celijska klona
Napomena: Brojevi iz tabele se poklapaju sa rednim brojevima patologkih kariotipova bolesnika iz tabele 5.

Sagledavajuci sveobuhvatno rezultate retrospektivnog i prospektivnog ispitivanja,
moze se ustanoviti da je ukupan broj bolesnika obuhvacen ispitivanjem bio 205. Citoge-
neticka analiza je sprovedena kod 177 (86%) bolesnika. Kod 28 (14%) bolesnika analiza
nije bila moguca. Patoloski kariotip je registrovan kod 57 (32%) bolesnika. Od specifi¢nih
hromozomskih aberacija za PMF registrovane su +8, +9, 13q-, 20q-, kod ukupno 19 bo-
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lesnika sa ucestalod¢u 34%. Zabelezene su i druge nespecifi¢ne aberacije za PMF kao §to

su balansirane translokacije, ekstra hromatinski materijal, kompleksno aberantan kariotip.

4.3.2. Molekularno geneticko ispitivanje
Ispitivanje prisustva mutacije V617F na genu JAK2 izvrseno je kod 51 bolesnika.
Mutacija je registrovana kod 28 (55%) bolesnika, a kod 23 (45%) bolesnika nije bilo pome-

nute mutacije (Grafikon 3).

Grafikon 3. Distribucija bolesnika na osnovu registrovane mutacije JAK2V617F

JAK2VE17F

| [ mutacije
Msa mutacijom

Ispitivanjem korelacije mutacije JAK2V617F i kariotipa primenom Lilskog CPS-a,
ustanovljeno je da nema statisticki znacajne razlike (X?=2.046; p=0.153) izmedu prognozno
povoljne (normalan kariotip) i nepovoljne (aberantan kariotip) grupe bolesnika (Grafikon
4). U obe grupe bolesnika sa i bez mutacije, registrovano je vise bolesnika sa normalnim

kariotipom (75% i 54%), u odnosu na one sa aberantnim kariotipom (25% i 46%).

Grafikon 4. Korelacija kariotipa i mutacije JAK2V617F
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Ispitivanjem korelacije mutacije JAK2V617F i kariotipa koriste¢i IPSS CPS, usta-
novljeno je da nema statisticki znacajne razlike (Z=-0.055; p=0.956) izmedu grupa bole-
snika koji su probandi hromozomskih aberacija razli¢itog stepena rizika. Nije registrova-
na povezanost mutacije i hromozomskih aberacija (Grafikon 5). U grupi bolesnika bez
mutacije, najvise je sa normalnim kariotipom (75%), najmanje (10%) sa hromozomskim
aberacijama koje su prognozno povoljne: +9, 13q- i 20q-. U grupi bolesnika sa mutacijom,
takode je najviSe sa normalnim kariotipom (54%), dok su bolesnici sa povoljnim kariotip-
skim promenama (+9, 13q-, 20q-) zastupljeni u istoj distribuciji kao i bolesnici sa ostalim
hromozomskim aberacijama (21%). Bolesnici sa +8 ili kompleksno aberantnim kariotipom
bili su pozitivni na JAK2V617F (4%).

Grafikon 5. Korelacija hromozomskih aberacija i mutacije JAK2V617F
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4.3.3. Ispitivanje stepena fibroze, splenomegalije i distribucije CD34+ celija

Iz arhivskih podataka bolesnika uzeti su podaci o stepenu fibroze kostane srzi i
dimenzije slezine (izrazene u centimetrima). Distribucija apsolutnog broja cirkulisuc¢ih
CD34+ ¢elija bolesnika odredena je u odnosu na kontrolne vrednosti. Ispitana je korelacija
citogenetickih rezultata sa stepenom fibroze kostane srzi i apsolutnim brojem CD34+ celija
u perifernoj krvi bolesnika, $to je dalo jasniju sliku o klinickom statusu i povezanosti geno-
tipa i fenotipa bolesti.

Patohistoloski nalaz bio je dostupan kod 136 bolesnika. Najveci broj bolesnika
(48%) je imao stepen fibroze gradusa MF-2 (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Distribucija bolesnika sa razli¢itim stepenom fibroze ko$tane srzi
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Ispitivanjem korelacije stepena fibroze kostane srzi i kariotipa, koriste¢i Lilski CPS,
ustanovljeno je da nema statisticki znacajne razlike (Z=-0.393; p=0.694) izmedu progno-
zno povoljne (normalan kariotip) i nepovoljne (aberantan kariotip) grupe bolesnika. Nije
registrovana povezanost patoloskog kariotipa sa stepenom fibroze kostane srzi (Grafikon
7). Od bolesnika sa normalnim kariotipom najvise je sa stepenom fibroze MF-2 (51%), za-
tim sa fibrozom MEF-3 (31%), a najmanje sa MF-1 (18%). U grupi bolesnika sa patoloskim
kariotipom najvise je sa MF-3 (42%), manje sa MF-2 (36%), a najmanje sa MF-1 i MF-0
(13% i 10%) gradusom fibroze.

Grafikon 7. Korelacija kariotipa i stepena fibroze ko$tane srzi

Stepen
fibroze
WvF o
EwiF 1
OmF 2
| =]

100.0%

80.0%

B0.0%

40.0%

Procenat bolesnika

20.0%

0.0%—

normalan kariotip aberantan kariotip
Lilski CPS



Ispitivanjem korelacije stepena fibroze kostane srzi i kariotipa, koriste¢i IPSS CPS,
takode nije registrovana statisticki znacajna razlika (p=-0.016; p=0.862). Nije uocena po-
vezanost hromozomskih aberacija razli¢itog stepena rizika sa stepenom fibroze kostane
srzi bolesnika (Grafikon 8). Kod bolesnika sa normalnim kariotipom, najviSe je sa MF-2
(51%), manje sa MF-3 (31%), najmanje sa MF-1 (18%) stepenom fibroze. Kod bolesnika sa
povoljnim citogenetickim markerima (+9, 13qg-, 20g-), najvise je bolesnika sa MF-3 (50%),
zatim sa MF-2 (33%), najmanje sa MF-0 (17%), dok bolesnika sa gradusom fibroze MF-1
nije bilo. Jedan bolesnik sa trizomijom hromozoma 8 je sa stepenom fibroze MF-3. U grupi
bolesnika sa drugim aberacijama, podjednako su zastupljeni oni sa MF-2 i MF-3 (po 38%),

zatim sa MF-1 (17%), a najmanje je bolesnika sa gradusom fibroze MF-0 (8%).

Grafikon 8. Korelacija hromozomskih aberacija i stepena fibroze ko$tane srzi
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Detaljni podaci o veli¢ini slezine bili su dostupni kod 137 bolesnika. Splenomegalija je is-

poljena kod 98 (72%) bolesnika (Grafikon 9).

Grafikon 9. Distribucija bolesnika na osnovu veli¢ine slezine

Wnormalna slezina
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Radi preciznijih analiza i na osnovu literaturnih preporuka (195, 196), uradena je i
distribucija veli¢ine slezine u cetiri kategorije: normalna i splenomegalija niskog, srednjeg i
visokog stepena. Svaki stepen splenomegalije podrazumeva uvecanje slezine u rasponu do-
datna dva centimetara, pri ¢emu splenomegaliju visokog stepena ili izrazitu splenomegaliju
predstavlja slezina ve¢a od 16 cm. Ustanovljeno je da je najveci broj bolesnika (34%) imao

izrazitu splenomegaliju (Grafikon 10).

Grafikon 10. Distribucija bolesnika na osnovu kategorizovane veli¢ine slezine
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Kod 50 bolesnika ispitana je distribucija apsolutnog broja cirkuliSu¢ih CD34+ celi-
ja. Stastisticki znacajna razlika (Z=-4.705; p<0.001) uocena je izmedu kontrolne grupe (14

zdravih osoba) i ispitanih bolesnika u distribuciji CD34+ Celija u perifernoj krvi (Grafikon

11).
Grafikon 11. Distribucija apsolutnog broja CD34+ u kontrolnoj i ispitanoj grupi bolesnika
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Povecani broj ¢elija registrovan je kod 39 (78%) bolesnika, dok je 11 bolesnika ima-

lo distribuciju ¢elija u granicama kontolnih vrednosti (Grafikon 12).

Grafikon 12. Distribucija bolesnika sa normalnim i pove¢anim brojem CD34+ Celija u perifernoj krvi
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Imajuci u vidu ¢injenicu da se broj progenutornih ¢elija povecava u perifernoj krvi
srazmerno stepenu fibroze u kostanoj srzi i velicini slezine, testirana je korelacija ovih pa-
rametara i u nasoj grupi bolesnika.

Testiranje povezanosti stepena fibroze i distribucije CD34+ celija bila je moguca
kod 45 bolesnika. Uocena je statisticki znacajna pozitivna korelacija (p=0.432; p=0.003)
izmedu stepena fibroze i apsolutnog broja CD34+ celija u perifernoj krvi bolesnika (Gra-

fikon 13).

Grafikon 13. Korelacija stepena fibroze kostane srzi i distribucije CD34+ Celija u perifernoj krvi
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Testiranje povezanosti veli¢ine slezine i distribucije CD34+ ¢elija u cirkulaciji ura-
deno je kod 47 bolesnika. Uocena je statisticki znacajna razlika (Z=-2.372; p=0.018), u
distribuciji CD34+ celija u perifernoj krvi, izmedu bolesnika sa normalnom slezinom i
bolesnika sa uve¢anom slezinom (Grafikon 14). Takode je registrovana i statisticki znacaj-
na razlika (p=0.385; p=0.008) u distribuciji CD34+ celija u perifernoj krvi, izmedu grupa
bolesnika podeljenih u odnosu na kategorizovanu veli¢inu slezine (Grafikon 15). Najveci
broj bolesnika sa splenomegalijom visokog stepena (>16cm), imao je i povisen apsolutni

broj CD34+ celija u perifnoj krvi.
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Grafikon 14. Korelacija splenomegalije i distribucije CD34+ ¢elija u perifernoj krvi
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Grafikon 15. Korelacija kategorizovane veli¢ine slezine i distribucije CD34+ Celija u perifernoj krvi
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Od hematoloskih laboratorijskih parametara, znacajno je bilo testirati korelaciju
izmedu broja leukocita i blasta sa distribucijom cirkulisu¢ih CD34+ ¢elija. Korelacija nije
registrovana izmedu CD34+ Celija i leukocita (p=-0.039; p=0.790), ali je nadena znacajna,

pozitivna korelacija izmedu CD34+ ¢elija i blasta (p=0.305; p=0.031) u perifernoj krvi bo-
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lesnika (Grafikoni 161 17).
Grafikon 16. Korelacija distribucije CD34+ Celija i leukocita u perifernoj krvi
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Grafikon 17. Korelacija distribucije CD34+ Celija i blasta u perifernoj krvi
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4.3.4. Uticaj dijagnostickih parametara na prezZivljavanje bolesnika
U ispitanoj grupi bolesnika u posmatranom periodu (od 2004. do 2010. godine)
umrlo je 49, a ostalo je 95 zivih bolesnika. Medijana kumulativnog prezivljavanja iznosi 83

meseca (interval poverenja 67.66-98.34) (Grafikon 18).
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Grafikon 18. Kumulativno prezivljavanje bolesnika
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Statisticka analiza prezivljavanja u odnosu na pol bolesnika pokazala je da nema

razlike u prezivljavanju izmedu polova (X*=0.862; p=0.353) (Grafikon 19).

Grafikon 19. Kriva prezivljavanja bolesnika u odnosu na pol.
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Ispitivanje kumulativnog prezivljavanja bolesnika na osnovu klini¢kih i laboratorij-

skih parametra vrseno je preko PS-a.

66



Analizom pomocu Lilskog PS-a uoceno je da postoji statisticki znacajna razlika

(X?=21.286; p<0.001) izmedu bolesnika sa razli¢itim stepenom rizika (Grafikon 20).

Grafikon 20. Kriva prezivljavanja bolesnika na osnovu Lilskog PS-a
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Servantesovim PS-om takode je registrovana statisticki znacajna razlika (X*=18.987;
p<0.001) u prezivljavanju bolesnika, razvrstanih u etri grupe na osnovu parametara razli-
¢itog stepena rizika. Uocava se jasna preraspodela grupa, pri ¢emu bi razlika u prezivlja-
vanju bila izrazenija posmatranjem dve grupe bolesnika: grupa niskog i srednjeg-1 rizika i

grupa bolesnika visokog i srednjeg-2 rizika (Grafikon 21).

Grafikon 21. Kriva prezivljavanja bolesnika na osnovu Servantesovog PS-a
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Po preporukama IPSS PS-a bolesnici su svrstani u cetiri prognosticke grupe i sta-
tistickom analizom je pokazana znacajna razlika (X*=34.139; p<0.001) u prezivljavanju
bolesnika (Grafikon 22). Jasno se izdvajaju grupa sa niskim stepenom rizika, gde je i visa
kumulativna stopa prezivljavanja i grupa sa visokim rizikom, gde je uocljivo niza stopa pre-
zivljavanja u odnosu na preostale bolesnike. Obe grupe srednjeg stepena rizika imaju slican

nivo prezivljavanja i priblizavaju se krivi prezivljavanja grupe sa niskim stepenom rizika.

Grafikon 22. Kriva prezivljavanja bolesnika na osnovu IPSS PS-a
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Ispitivanjem prezivljavanja na osnovu DIPSS PS-a takode je registrovana statisticki
znacajna razlika (X?=20.839; p<0.001) (Grafikon 23). U analizi ovog modela, ako se zane-
mari grupa visokog rizika u kojoj postoji samo jedan bolesnik, uocava se izdvajanje dve
grupe. Jednu grupu ¢ine bolesnici sa slicnom dinamikom prezivljavanja, tj. bolesnici sa ni-
skim i srednjim-1 stepenom rizika, dok drugu grupu predstavljaju bolesnici sa srednjim-2

stepenom rizika.

Grafikon 23. Kriva prezivljavanja bolesnika na osnovu DIPSS PS-a
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Na osnovu Mayo PS-a koji se odnosi na opstu populaciju bolesnika, registrovana
je statisticki znacajna razlika (X?=17.050; p=0.001) u prezivljavanju. Dominantne grupe
bolesnika su sa srednjim i visokim stepenom rizika sa jasnom razlikom u prezivljavanju

(Grafikon 24).

Grafikon 24. Kriva prezivljavanja bolesnika na osnovu Mayo PS-a
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Za analizu prezivljavanja mlade populacije bolesnika koris¢en je Mayo PS. Nasu grupu

bolesnika mladih od 60 godina, ¢inilo je 50 bolesnika. Analizom je ustanovljeno da postoji

znacajna razlika (X*=8.742; p=0.013) u prezivljavanju. Dominiraju grupe bolesnika sa sred-

njim i visokim stepenom rizika, sa razlikom u prezivljavanju (Grafikon 25).

Grafikon 25. Kriva prezivljavanja bolesnika na osnovu Mayo PS-a za mlade bolesnike
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Testiranje uticaja mutacije JAK2V617F na prezivljavanje uradeno je kod 51 bole-

snika.

Dvadeset osam bolesnika je bilo JAK2V617F-pozitivnih, a 23 JAK2V617F-negativ-

nih. Analiza je pokazala da nema statisticke znacajne razlike (X*=0.060; p=0.807) u preziv-

ljavanju ove dve grupe bolesnika (Grafikon 26).

Grafikon 26. Kriva prezivljavanja bolesnika u odnosu na mutaciju JAK2V617F
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Uticaj normalnog kariotipa i razli¢itih hromozomskih aberacija na prezivljavanje,

ispitan je kod 126 bolesnika na osnovu CPS-a.

Na osnovu Lilskog CPS-a ustanovljeno je da nema statisticki znacajne razlike
(X?=2.027; p=0.155) u prezivljavanju bolesnika sa i bez hromozomskih aberacija (Grafiko-
ni 271 28).

Grafikon 27. Distribucija bolesnika po tipu kariotipa na osnovu Lilskog CPS-a
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Grafikon 28. Kriva prezivljavanja bolesnika na osnovu Lilskog CPS-a
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Ispitujuci nivo prezivljavanja bolesnika sa Mayo CPS-om registrovano je da nema
statisticki znacajne razlike (X?=3.088; p=0.214) medu bolesnicima (Grafikoni 29 i 30).
Moze se uociti da je najmanja grupa bolesnika sa hromozomskim rearanzmanima srednje
povoljnog stepena rizika (13q- i 20q-), dok dominiraju grupe sa normalnim kariotipom i

drugim aberacijama.

Grafikon 29. Distribucija bolesnika prema hromozomskim aberacijama
razli¢itog stepena rizika na osnovu Mayo CPS-a
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Na osnovu IPSS CPS-a registrovano je da nema statisticki znacajne razlike
(X?=5.288; p=0.152) u prezivljavanju bolesnika svrstanih u cetiri kategirije (Grafikoni 31 i
32). Po ovom sistemu, najmanje bolesnika je sa povoljnim (+9, 13q- i 20q-) i srednje losim
(+8 i kompleksne aberacije) stepenom rizika, a dominiraju grupe bolesnika sa srednje po-

voljnim (normalan kariotip) i nepovoljnim izmenama u kariotipu (ostale aberacije).

Grafikon 31. Distribucija bolesnika prema hromozomskim aberacijama
razli¢itog stepena rizika na osnovu IPSS CPS-a
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Grafikon 32. Kriva prezivljavanja bolesnika na osnovu IPSS CPS-a
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Statisticki znacajna razlika registrovana je ispitivanjem prezivljavanja na osnovu
DIPSS CPS-a (X?=8.371; p=0.004). Po preporukama ovog sistema, razlikuju se bolesnici
sa hromozomskim aberacijama povoljnog i bolesnici sa aberacijama nepovoljnog stepena
rizika (Grafikoni 33 i 34). U grupi su domonirali bolesnici (108) sa povoljnim izmenama
u kariotipu (+9, 13q-, 20q-, druge solo aberacije, dve aberacije izuzev nepovoljnih, norma-
lan kariotip), a manji broj bolesnika (18) bio je sa nepovoljnim citogenetickim markerima
(solo+8, solo-7/7q-, solo-5/5q-, inv(3), 12p- 11g23, dve nepovoljne aberacije, kompleksno

aberantan kariotip).

Grafikon 33. Distribucija bolesnika prema hromozomskim
aberacijama razli¢itog stepena rizika na osnovu DIPSS CPS-a
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Kumulativno prezivljavanje

Grafikon 34. Kriva prezivljavanja bolesnika na osnovu DIPSS CPS-a
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5. DISKUSIJA

Primarna mijelofibroza je bolest sa razlicitom manifestacijom klinicke slike i ra-
zli¢itom prognozom. Od ove bolesti oboljevaju osobe starijeg zivotnog doba (169), sto je
bio slucaj i u nasoj grupi bolesnika. Medijana prezivljavanja je razlicita: neki umiru brzo,
dok ima bolesnika koji Zive deceniju i vise nakon postavljanja dijagnoze (130, 138-141).
To zavisi od brojnih razlic¢itih faktora, kao s§to su godine Zivota, fizicko stanje organizma,
komorbiditeti i od drugih parametra o kojima je bilo reci i u ovom radu. Lecenje PMF je
uglavnom palijativno, a izlecenje je moguée jedino ATMCH. Ipak, tokom ATMCH vei je
rizik od smrtnog ishoda, posebno kod starijih bolesnika. Zbog toga je, u trenutku postav-
ljanja dijagnoze bolesti, vrlo vazno identifikovati parametre koji nose ve¢i stepen rizika za
nepovoljno prezivljavanje, korigovati ih adekvatnom terapijom i na taj nacin doprineti kva-
litetnijem i duzem Zivotu bolesnika. Takode je vazno pronaci parametre koji omogucuju
pracenje toka bolesti. Citogeneticki i molekulatni markeri su svako pravi primer parameta-

ra bitnih za dijagnozu, ali i za monitoring i prognozu bolesti.

5.1. Ispitivanje citogeneticke i molekularno geneticke osnove PMF

U vezi sa pomenutim ¢injenicama, nase ispitivanje je koncipirano tako da se pri-
marno utvrdi koje su hromozomske aberacije prisutne i kolika je ucestalost mutacije
JAK2V617F u trenutku postavljanja dijagnoze PME Kod manjeg broja bolesnika citoge-
neticki rezultati su prikupljeni retrospektivno, dok su kod vecine bolesnika citogeneticka i
molekularna ispitivanja sprovedena prospektivno, $to je omogucilo analizu korelacije kari-
otipa i genske mutacije, kao i analizu povezanosti pomenutih markera sa drugim klinickim
i hematoloskim parametrima.

Ispitivanje korelacije kariotipa i razlicitih klinickih i hematoloskih i laboratorijskih
parametara vr$eno je pomocu CPSa koji podrazumevaju citogeneticke markere kao neza-
visne prognozne kriterijume. U tu svrhu su kori$ceni Lilski, kao najstariji i najkoncizniji i
IPSS, moderniji, ali i najinformativniji prognozni model.

Od znacaja je bilo utvrditi i uticaj normalnog, odnosno aberantnog kariotipa i so-
matske mutacije na prezivljavanje bolesnika. Kod bolesnika obuhvacenih prospektivnom

analizom bili su dostupni demografski, klinicki i hematoloski podaci, $to je iskoris¢eno za
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utvrdivanje prezivljavanja na osnovu opstih PS-a.

Prospektivnih studija sa citogeneti¢kim rezultatima bolesnika sa PMF je relativno
malo. Retke su i studije koje obuhvataju veci broj novodijagnostikovanih bolesnika (preko
100). Studije koje su ukljucile ve¢i broj bolesnika, cesto su nastale kombinovanjem de novo
bolesnika i bolesnika sa transformisanim oblikom drugih MPN (najces¢e PV i ET) (101-
103).

Razlozi ograni¢enog broja objavljenih citogenetickih rezultata su svakako i tehnic-
ke prirode i delom se odnose na prirodu bolesti, a delom na poteskoce prilikom izvodenja
preparativne metode. Cesto je tehnicki tesko dobiti iz fibroti¢ne kostane srzi reprezenta-
tivni uzorak aspirata za preparaciju Celija. Takode je tesko bez stimulacije ¢elija na dife-
rencijaciju dobiti adekvatan broj celija u metafazi mitotske deobe za validnu citogeneticku
analizu. Zbog toga je, po literaturnim podacima, evidentirana velika razlika u ucestalosti
hromozomskih aberacija i ona se krece od 30% do ¢ak 75%, (87, 97, 101, 147).

Na osnovu rezultata iz literature izdvojene su hromozomske aberacije koje se cesce
ispoljavaju u kariotipu bolesnika sa PME. Od svih registrovanih, vise od 90% predstavljaju
20q-, 13q-, +8, +9, 12p-, parcijalna trizomija 1q i rearanzmani hromozoma 5 (-5/5q-) i 7
(-7/7q-) (98, 101, 116). Aberacije: 20q-, 13q- i +9 se najcesce ispoljavaju kao solo aberacije
i to u oko 15-25% patoloskog kariotipa (101, 116, 141).

Posmatrajuci pojedina¢no hromozomske aberacije u okviru nasih ispitivanja, moze
se konstatovati da je najucestalija trizomija 8, $to nije slucaj za objavljene studije sa velikim
grupama ispitanika (87, 101, 102, 112, 116). Trizomija 8 je registrovana kod 6 bolesnika
(11%) i to u kariotipu dva bolesnika kao jedina, dok je kod 4 bolesnika udruzena kariotip-
ska aberacija. Trizomija 8 je naj¢e$c¢a aberacija mijeloidnih i limfoidnih neoplazmi. Predik-
tor je loSe prognoze, a razlog za to je umnozeni efekat gena na hromozomu 8, pri ¢emu se
najveci znacaj pridaje FGFRI genu, koji je receptor fibroblastnog faktora rasta, a smesten
je u regionu 8pll. Sve promene unutar ovog regiona, uklju¢uju¢i FGFRI, eksprimiraju se
fenotipski na isti nacin, daju¢i karakteristi¢nu citomorfolosku sliku bolesti, prepoznatljivu
kao 8p11 mijeloproliferativni sindrom (197).

Po literaturnim podacima delecije 13q- i 20g- su najucestalije i predstavljaju 10%
svih registrovanih aberacija u PMF (194). Medutim, u nasoj grupi bolesnika ove aberacije
su nesto manje zastupljene i to 13q- kod 4, a 20q- kod 5 bolesnika, $to u odnosu na ukupan
broj bolesnika sa aberantnim kariotipom iznosi 7% i 9%. Iako su kariotipske promene, ove
aberacije predstavljaju dobar prognozni parametar. Delecijom na dugom kraku hromozo-
ma 13 dolazi do gubitka gena za retinoblastom-RBI, $§to predstavlja inicijalni leukemogeni

dogadaj za mnoge hemopatije (98, 105, 140). Mutageni potencijal delecije 20q- objasnjava
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se ekspresijom protoonkogena C-SRCI, lociranim distalno od tacaka prekida. Delecijom,
protoonkogen ostaje intaktan i aktivira se promenom poloZaja na hromozomu (98).

Prema podacima iz literature, ucestalost trizomije 9 u PMF je 5-10% (112, 116). U
nasoj grupi bolesnika, ucestalost +9 je 7% (4 bolesnika), $to se poklapa sa rezultatima pret-
hodno objavljenih istrazivanja. Kao i prethodne i ova aberacija je prediktor dobre prognoze
bolesti (116, 150).

Parcijalna trizomija dugog kraka hromozoma 1 je jedna od specifi¢nih aberacija za
PME Medutim, oprec¢ni su rezultati po pitanju njene ucestalosti. U nekim studijama +1q
predstavlja tre¢inu od ukupno registrovanuih aberacija (97, 101) dok u drugim, ucestalost
ove aberacije je niska (87) ili nije registrovana (98). U nasoj grupi bolesnika, trizomija 1q
je registrovana u kariotipu jedne bolesnice, odnosno 2%, a ispoljena je kao nebalansirana
translokacija sa hromozomom 15 [der(15)t(1;15)(cen;cen)].

Parcijalna trizomija dugog kraka hromozoma 1 se moze javiti i u drugim malignim
hemopatijama. Na dugom kraku ovog hromozoma nalaze se geni koji kontroli$u normalnu
kinetiku celija mijeloidne loze. Neki od gena su odgovorni za proliferaciju i diferencijaci-
ju (IL-6RA, MNDA, CENPF), a neki za programiranu Celijsku smrt ili apoptozu (CASPS,
CFLAR) (111). U slu¢aju trizomije 1q, amplifikuju se geni na q kraku, a fizioloska ravnoteza
aktivnih gena se pomera u korist proliferativnih. Time se objasnjava proliferativna pred-
nost patoloskih ¢elija (nosioca aberacije +1q) u odnosu na normalne (110, 111).

Prema najnovijim podacima, smatra se da je nebalansirana translokacija hromo-
zoma 611 [der(6)t(1;6)(q21-23;p21.3)] specifi¢na upravo za mijelofibrozu (113). Predstoje
dodatna molekularno geneticka istrazivanja koja bi dokazala moguc¢u povezanost pome-
nute aberacije sa PMF. Kod ovog hromozomskog rearanzmana nastaje parcijalna trizomija
dugog kraka hromozoma 1 (+1q) i parcijalna monozomija kratkog kraka hromozoma 6
(6p-). Svi geni, smesteni u regionu 1q21-q23 su trizomicni, a geni locirani od 6p21 do ter-
minalnog dela su monozomic¢ni. U slu¢aju ove aberacije, patogeni efekat se pridaje genu
FKBP51 lociranom u regionu 6p21, koji kodira sintezu FK506-vezanog proteina. Registro-
vana je intenzivna ekspresija pomenutog gena u megakariocitima obolelih od PMF (110).
U nasoj grupi bolesnika niko nije imao pomenutu aberaciju, a podaci iz literature ukazuju
na ¢injenicu da je ova aberacija, iako specifi¢na, retko prisutna u kariotipu obolelih (112).

Aberacije hromozoma 5 i 7 su rede zastupljene u PMF od prethodno pomenutih.
Najcesce su u pitanju delecije, rede monozomije, translokacije ili drugi rearanzmani. Po
nasim rezultatima delecija dugog kraka hromozoma 5 (5q-) registrovana je kod jednog
bolesnika (2%), a monozomija i delecija dugog kraka hromozoma 7 (-7/7q-) kod ukupno
3 (5%) bolesnika.
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Delecija hromozoma 5 moze biti sa tackama prekida (q13q31), (q13q33) i (q15q33).
Iako se javlja u razli¢itim hematoloskim bolestima, aberacija je specificna za MDS (198).
Patogeni efekat delecije zavisi od toga u kojoj meri su aberacijom pogodeni tumor supre-
sorni geni locirani u regionu 5q31-q32 (112). Delecije hromozoma 7 i 5, ce$ce se javljaju
u MPN kao posledica efekta hemio i/ili radio terapije prilikom le¢enja primarne maligne
bolesti (101).

Aberacije kratkog kraka hromozoma 12 najce$ce su vezane za patogenezu akutne
limfoblastne leukemije, ali se mogu javiti i u drugim hemopatijama, kao i u PME Navodeni
su razliciti tipovi aberacija, a najvise delecije, translokacije i dicentrici (199). Kod delecije
prekidi na p kraku mogu biti u regionu p11, p12 ili p13 ili se radi o intersticijalnoj deleciji
pl1p13. Gen koji se najées¢e pominje u slucaju rearanzmana 12p je ETV6, takode poznat
kao TEL gen koji kodira sintezu ETS transkripcionog faktora (199). Gubitak aktivnosti
ETV6 gena je jedan od razloga maligne transformacije Celije. Prvi put je otkriven mutagen
efekat ET'V6 u translokaciji t(5;12)(q33;p13), odnosno u fuzionom genu PDGFRB/ETV6 u
hroni¢noj mijelomonocitnoj leukemiji (72). Smatra se da je lezija 12p- najcesca aberacija u
malignim hemopatijama (16).

Aberacije hromozoma 12 su registrovane kod 8 nasih bolesnika (14%). U kariotipu
3 bolesnika (5%) registrovani su tipi¢ni rearanzmani 12p. Delecija na p kraku hromozoma
uocena je kod 2 (4%), a translokacija kod 1 (2%) bolesnika. Od ostalih aberacija zasutplje-
ne su monozomija (4%), triziomija (2%) i translokacije (4%) na q kraku hromozoma.

Na osnovu podataka iz literature moze se zakljuciti da su najéesce aberantni hro-
mozomi i najces$¢i tipovi aberacija u PMF upravo ovi pomenuti (96-101). S obzirom na to,
da je PMF neizleciva bolest i da je jedan od ishoda bolesti transformacija u akutnu leuke-
miju, zapazanja su da bolesnici sa -7/7q-, -5/5q-, 12p-, aberacijama 1q, +8 i +9 imaju veci
stepen leukemijske transformacije (50%, 30%, 25%, 19%, 21% i 17%) od bolesnika sa sa
20q- ili 13q- (10% i 0%) (112).

U PME kao i u drugim malignim hematoloskim bolestima, moguca je detekcija i
drugih, redih ili prvi put videnih aberacija i kariotipskih rearanzmana. Od ostalih hromo-
zomskih aberacija, registrovanih kod nasih bolesnika, vredi pomenuti aberacije hromozo-
ma 18, 16, 3, 21, aneuplodije polnih hromozoma, deleciju (9q) i translokacije.

Jedan od cesce aberantnih hromozoma u nasoj grupi ispitanika je hromozom 18.
Aberacije ovog hromozoma uocene su kod 7 (12%) bolesnika. Rearanzmani tipa adicije
i derivat hromozom 18 registrovani su kod 3, monozomija kod 2 i delecija dugog kraka
kod jednog bolesnika. Sli¢ne aberacije, odnosno dodatak hromatinskog materijala u vidu

insercije i adicije na hromozomu 164, detektovane su kod 2 (4%) bolesnika. Aberacije hro-
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mozoma 18 i 16 sporadi¢no se pominju u pojedinim studijama, bez nekog objasnjenja leu-
kemogenog znacaja ovih citogenetickih markera (101, 102).

Pericentri¢na inverzija hromozoma 3 sa tackama prekida (p13q27) registrovana je
u kariotipu jedne (2%) bolesnice. U hematoloskim malignim bolestima inv(3) se cesto po-
minje u AML. Re¢ je o paracentri¢noj inverziji hromozoma 3 sa tackama prekida u regionu
q21q26. Ovaj tip inverzije i translokacija homologih hromozoma, odnosno inv(3)/t(3;3)
prepoznatljivi su kao entiteti molekularnih markera po klasifikaciji SZO iz 2008. godine
(80). Medutim, kod nase bolesnice radi se o tipu aberacije koja se selektivno citira u citoge-
netickim studijama za akutne leukoze (200), dok u studijama za PMF se ne pominje.

Delecija dugog kraka hromozoma 9 (9q-) registrovana je u kariotipu 2 (4%) bole-
snika. Delecija (9q) se javlja u malignim hemopatijama najces¢e u AML i MDS (201). Tacka
prekida je na q kraku u regionu q22, ali se pominje i intersticijalna delecija sa prekidima
q13q22 (201). Delecija (9q) je marker lose predikcije bolesti. Cesto se javlja kao dodatna ili
u sklopu kompleksno aberantnog kariotipa. Kod jedne bolesnice uocena je kao solo abera-
cija u primarnom celijskom klonu, ali i kao dodatna u evolutivno mladem klonu ($to nije
registrovana pojava po literaturnim podacima), a moze da govori o mutagenoj prodornosti
same aberacije (Slika 16; n-16).

Trizomija hromozoma 21 je aberacija koja se cesto moze videti u akutnim leuke-
mijama, MDS, ali i u MPN (87, 98, 116). U nasoj studiji trizomija hromozoma 21 (+21)
registrovana je u kariotipu 2 (4%) bolesnika.

Aneuploidije polnih hromozoma su ¢este numericke aberacije kod bolesnika sa
malignim hemopatijama. Po literaturnim podacima, najc¢e$¢a pojava je gubitak Y hromo-
zoma (-Y), ali se javlja i trizomija i monozomija X-a (+X, -X). Gubitak Y hromozoma moze
biti primarna i sekundarna aberacija (202). U malignim hemopatijama cesce se ispoljava
kao dodatna aberacija i to pre svega u CML, razlicitim entitetima AML i MDS i kao takva
signalizira evoluciju bolesti. Medutim, postoje i misljenja da ova aberacija nije pouzdan
klonski marker, imajudi u vidu da je gubitak ovog hromozoma cesta kariotipska anomalija
kod muskaraca starijih od 60 godina (202). Zbog toga je bitno da se kod bolesnika, kojima
je citogeneticka analiza utvrdila gubitak Y hromozoma u ¢elijama kostane srzi, uradi i pro-
vera natalnog ili konstitucionog kariotipa.

Po literaturnim podacima ucestalost aberacije -Y u hematoloskim bolestima je oko
6,5% (153, 202). U nasoj studiji gubitak Y hromozoma registrovan je u kariotipu 3 (5%)
bolesnika. Kod 2 bolesnika aberacija je primarna i klonskog karaktera, dok je kod jednog
gubitak ovog hromozoma karakteristika natalnog kariotipa, $to je i potvrdeno citogenetic-

kom analizom na stimulisanim limfocitima iz periferne krvi bolesnika.
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U odnosu na druge studije, nasi rezultati pokazuju veliku ucestalost translokacija
u patoloskom kariotipu. Kod 8 (14%) bolesnika detektovane su recipro¢ne translokacije
od kojih je jedna Robertsonova. Balansirane translokacije su retka pojava u MPN [(isklju-
cujudi t(9;22)(q34;q11) u CML] (147, 162, 203). U kariotipu 5 bolesnika registrovane su
balansirane translokacije autozomalnih hromozoma kao jedini kariotipski rearanzmani:
t(12;13), t(12;16), t(5;13), (2;16) (Slika 15A, B, C, D) i t(17;22), t(9;12) (Slika 16 ; n-14 i
n-17). Kod jednog bolesnika zabelezena je koegzistencija dva nezavisna patoloska klona,
jednog sa t(15;17) i drugog sa adicijom na p kraku hromozoma 18. Dva nezavisna, pato-
loska celijska klona u maligno proliferi§u¢em hematopoeznom tkivu je pojava koja se spo-
radi¢no registruje u akutnim leukemijama, ali je u hroni¢nim mijeloproliferacijama jako
retka. Na osnovu toga mozemo da konstatujemo da je mozaican kariotip naseg bolesnika
sa neuobicajnim aberacijama jedinstven citogeneticki nalaz.

Incidenca pojave Robertsonove translokacije u humanoj populaciji je 1 prema 1000
novorodenih (204). Robertsonova translokacija je specifican rearanzman koji nastaje fuzi-
jom akrocentri¢nih hromozoma. Od svih registrovanih, najzastupljenije su Robertsonove
translokacije hromozoma 13 i 14 i hromozoma 13 i 15 [rob(13;14) i rob(13;15)] (204).
Smatra se da je vecina Robertsonovih translokacija, detektovanih u kariotipu bolesnika sa
nekom od malignih hemopatija, konstitucionog porekla (204). Ipak, neki ove fuzije akro-
centrika dovode u vezu sa razvojem neoplazija, $to su pokazali i eksperimenti na Zivotinj-
skim modelima (204).

Ispitivanjem incindence Robertsonove translokacije u kariotipu 5633 bolesnika sa
razli¢itim dijagnozama malignih hemopatija, konstatovano je da je ucestalost ove aberacije
u pomenutoj grupi bolesnika 0,09% i da je najzastupljenija u AML (204). U grupi nasih bo-
lesnika, rob(13;14) je registrovana u kariotipu jedne bolesnice (Slika 16; n-7), $to bi znacilo
da je ucestalost ove konstitucione aberacije 1,7% u PME.

Analizirajuci nase rezultate i porededi ih sa rezultatima drugih studija, mozemo
konstatovati da je opsta ucestalost patoloskog kariotipa 32%. Po literaturnim podacima,
ucestalost hromozomskih aberacija u poc¢etnom stadijumu bolesti je oko 35%. Veca uce-
stalost aberacija je u odmakloj fazi bolesti ili prilikom transformaciji ET i PV u PMF (100,
101). Imajuci u vidu da se ova studija odnosi na rezultate inicijalnih citogenetickih analiza,
mozemo konstatovati da su nasi rezultati ocekivani i odgovaraju podacima iz literature (87,
97, 101, 147). Medutim, u nasoj studiji neocekivano je nizi stepen aberacija u prospektiv-
nom, u odnosu na retrospektivno ispitivanje (28% vs 41%). Razlozi su verovatno tehnicke
prirode. S obzirom na to da se za retrospektivnu analizu vrsilo prikupljanje rezultata iz

citogenetickih protokola i arhivirane dokumentacije, moguce je da je bolest pojedinih bo-
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lesnika bila u uznapredovalom fibroticnom stadijumu ili u transformisanom obliku ET ili
PV, a da taj podatak nije evidentiran. Eventualan dokaz za to je ve¢a ucestalost trizomije 8
u retrospektivnoj studiji (6/27 bolesnika), pri ¢emu je u kariotipu ¢ak 4 bolesnika, trizomija
8 registrovana u sklopu dve i viSe aberacija, $to po literaturnim podacima predstavlja evo-
luciju patoloskog klona (150, 197, 205).

Takode, mozemo da konstatujemo da su najcesce aficirani aberacijom hromozomi
8,9, 13 i 20. Zastupljenost pomenutih hromozoma sa bilo kakvom aberacijom (mono-
zomijom, trizomijom, delecijom i translokacijom) registrovana je u kariotipu 31 (54%)
bolesnika. Kao i po literaturnim podacima (86, 87, 138-140, 150, 160) i u nasoj grupi naj-
zastupljenije hromozomske aberacije su +8, +9, 13q-, 20q- sa ucestalod¢u od 34% u odnosu
na ukupne aberacije. Kao $to je pomenuto, +8 je naj¢es$c¢a aberacija u retrospektivhom, dok
su +9, 13q- i 20q- vie zapazene u prospektivnoj analizi kariotipa, $to je dodatni dokaz o
razlicitosti statusa bolesnika u okviru dva tipa ispitivanja.

Interesantno je da su neke od aberacija, koje se u literaturi pominju kao specifi¢ne
i ceste za PME, kao parcijalna trizomija 1q ili der(6)t(1;6), u nadim rezultatima zastupljene
retko ili uoste nisu detektovane. Ceste su aberacije hromozoma 18 i 16, $to takode nije slu-
¢aj sa rezultatima objavljenih studija.

Specifi¢nost nasih rezultata u odnosu na rezultate drugih studija takode je i velika
ucestalost recipro¢nih translokacija, od kojih su neke od njih prvi put registrovane u PME
S obzirom na to da se radi o rezultatima citogenetickih analiza na pocetku bolesti, onda je

pojava translokacija u nalazima bolesnika sa PMF svakako interesantan podatak.

Somatska mutacija JAK2V617F je klasifikacijom SZO iz 2008. godine (78) postav-
ljena kao jedan od glavnih dijagnostickih kriterijuma u BCR/ABL-negativnim MPN. Naj-
veci broj rezutata objavljenih istrazivanja je iz domena strukture i uloge "divljeg" i mutira-
nog oblika JAK2 alela u neoplasti¢cnom procesu. Poznato je da je maligna transformacija u
MPN kompleksan proces u kome je sprega mutiranog ili nemutiranog JAK2 gena sa drugim
genima progenitornih celija, bitan momenat. Iako je poslednjih godina ispitivanje mutacije
JAK2V617F intenzivirano i dalje postoje dileme kada dolazi do nastanka mutacije. Postoje
dve alternativne hipoteze: prva govori da je nastanak mutacije JAK2V617F inicijalni mo-
menat u klonskoj evoluciji MPN; druga hipoteza navodi da pomenutoj mutaciji prethodi
genomska nestabilnost progenitornih ¢elija (119). Drugoj hipotezi ide u prilog ¢injenica da
bolesnici mogu da boluju od hroni¢ne mijeloproliferativne bolesti, a da nemaju mutaciju.

O povezanosti mutacije JAK2V617F sa hromozomskim aberacijama, misljenja su

takode podeljena. Ve¢i broj nalaza govori da ne postoji korelacija (49, 54, 141, 194), dok
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neke studije povezuju mutaciju sa odredenim hromozomskim rearanzmanima (162, 163).

Ispitivanjem klonalnosti progenitornih celija kod bolesnika sa BCR/ABL-negativ-
nim MPN doslo se do interesantnih podataka. Nakon citogenetickih i molekularnih ana-
liza na kultivisanim CD34+ celijama, ustanovljeno je da hromozomske aberacije +8 i +9
prethode mutaciji JAK2V617F (119). Dugotrajnim kultivisanjem kolinija CD34+ proge-
nitora i njihovom molekularnom analizom, dokazana je evolucija celija koje su u genomu
imale udruzene trizomije hromozoma 8 i 9 ali bez mutacije, do celijskog klona sa istim
aberacijama i homozigotnom mutacijom. Istrazivaci su ovim eksperimentom potvrdili i
tranziciju "divljeg" tipa JAK2 gena preko mutiranog alela u heterozigotnom, do homozigot-
nog stanja, opisanom u literaturi kao fenomen homologe rekombinacije ili uniparentalne
dizomije (119, 206).

Ucestalost mutacije JAK2V617F u MPN je najveca od svih malignih hemopatija, a
ucestalost mutacije u PMF je 40% - 57% (31-33). Nasim ispitivanjem registrovano je prisu-
stvo mutacije JAK2V617F kod 55% bolesnika, $to odgovara objavljenim literaturnim poda-
cima (78-80, 84, 102, 119, 120).

Da bi ispitali korelaciju mutacije JAK2V617F sa tipom kariotipa, odnosno korelaci-
ju mutacije sa hromozomskim aberacijama, koristili smo modele CPS-a.

Primenom Lilskog CPS-a (87) testirali smo korelaciju mutacije i normalnog, odno-
sno aberantnog kariotipa. Jednostavnom distribucijom nije registrovana povezanost muta-
cije i aberantnog kariotipa. Pored toga, dokazano je i da je vise bolesnika bilo bez mutacije
sa normalnim kariotipom (75%), ali i viSe bolesnika sa detektovanom mutacijom i normal-
nim kariotipom (54%). Na osnovu naseg rezultata mozemo da konstatujemo da ne postoji
veza izmedu molekularnog markera i patoloskog kariotipa u PME

Korelacija JAK2V617F sa hromozomskim aberacijama vrSena je modelom IPSS
CPS-a (116). Na ovaj nacin zeleli smo da ispitamo povezanost mutacije sa kariotipom, sa
specificnim i svim drugim hromozomskim aberacijama distribuiranim na osnovu stepena
rizika. Medutim, ni primenom ovog prognoznog modela nije registrovana statisticka zna-
¢ajnost. Time nije ni dokazana povezanost mutacije sa hromozomskim aberacijama, ¢ak ni
sa aberacijama koje nose loSu prognozu.

Vecina studija pokazuje rezultate slicne nasim (141, 194), ali ima i podataka koji
govore o statisticki znacajnoj povezanosti aberacija +9 i 7q- sa JAK2-pozitivnim, a 13q-,
20q-, +21 sa JAK2-negativnim genotipom (162, 163, 207).

Distribucijom, na osnovu prisustva ili odsustva mutacije, konstatovano je da je naj-
vise bolesnika sa normalnim kariotipom (54% i 75%). Mutacija je registrovana kod svih

bolesnika sa nepovoljnim hromozomskim aberacijama. Obe pomenute distribucije su bile
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ocekivane. Medutim, pokazano je i da je kod neocekivano veceg broja bolesnika sa povolj-
nim hromozomskim aberacijama (+9, 13q- i 20q-) registrovana mutacija (21%), u odnosu
na bolesnike bez mutacije (10%). Ne postoji geneticko objasnjenje ovakvog rezultata, osim
da je na ovaj indirektan nacin potvrdena pomenuta teorija o klonskoj evoluciji ¢elija gde
hromozomske aberacije prethode mutaciji (119). U kontekstu toga, bilo bi primereno pros-
pektivno pratiti duzi vremenski period samo bolesnike sa hromozomskim aberacijma bez
JAK2 mutacije, da bi se ispitivanjem dokazalo dali je i u kom trenutku evolucije bolesti dos-
lo do pojave mutacije JAK2V617E Osim toga, genski lokus za JAK2 tirozin kinazu nalazi
se na kratkom kraku hromozoma 9 i logi¢no bi bilo ocekivati da su trizomije hromozoma
9, bilo kompletne ili parcijalne za 9p, bez obzira na status JAK2 gena, lo$ prognozni para-
metar. Medutim, to je u praksi drugacije, $to je i pokazano na osnovu rezultata ispitivanja
velikih, kooperativnih grupa (84, 92).

Na osnovu dobijenih rezultata mozemo da konstatujemo da ne postoji poveza-
nost izmedu molekularnog markera i citogenetickih markera razli¢itog stepena rizika.
Time je i dokazano da hromozomske aberacije, posmatrane u sklopu kori$¢enih CPS-a
(87,140,138,150), nose odreden stepen rizika isklju¢ivo u pogledu stope prezivljavanja bo-
lesnika, ali se ne mogu dovesti u vezu sa molekularnim markerom, mutacijom JAK2V617F.
Sve ovo ukazuje na ulogu i drugih molekularnih mehanizama, pored pomenute mutacije i
JAK-STAT signalnog puta u evoluciji i prognozi bolesti.

Mogu¢ razlog kontradiktornog rezultata je i mala veli¢ina uzorka. U grupi sa po-
voljnim hromozomskim aberacijama bilo je 7 bolesnika, a u grupi sa prognozno lo$im
aberacijama bila je samo jedna bolesnica. Rezultat bi svakako bio blizi realnoj distribuciji
da je uzorak bolesnika sa povoljnim i nepovoljnim hromozomskim aberacijama bio ve¢i.

Ispitivanjem distribucije i korelacije mutacije JAK2V617F i citogenetickih markera
moze se konstatovati da se neki nasi rezultati poklapaju sa literaturnim podacima, a neki
su jedinstveni i specificni. Mada je ispitivanje izvr§eno kod samo 51 bolesnika, rezultati o
zastupljenosti mutacije JAK2V617F i njegove korelacije sa hromozomskim aberacijama su

bitni podaci u analizi ovog molekularnog markera kao dijagnostickog parametra u PME

5.2. Ispitivanje povezanosti dijagnostickih parametara na

relaciji genotip-fenotip

Iako su se primarni ciljevi nasega rada odnosili na geneticku analizu PME Zzeleli
smo i da ispitamo povezanost genotipa i fenotipa bolesti. U tu svrhu bilo je potrebno testi-

rati vezu citogenetickih ili molekularno genetickih rezultata, sa nekim od klini¢kih ili he-
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matoloskih parametara. Zbog veceg broja ispitanih bolesnika i zbog raznolikosti rezultata,
odlucili smo se za ispitivanje korelacije kariotipa i stepena fibroze kostane srzi, specificnu
fenotipsku karakteristiku PME

Poznato je da se patohistoloski nalaz bioptata kostane srzi bolesnika sa PMF klasi-
fikuje na prefibroti¢ni (MF-0 i MF-1) i fibroti¢ni (MF-2 i MF-3) (93, 94). Po literaturnim
podacima, kod najveceg broja bolesnika prvi simptomi bolesti se manifestuju u fibrotic-
nom stadijumu (94-97). U vezi sa pomenutim, Zeleli smo da utvrdimo koji je tip fibroti¢ne
kostane srzi najc¢e$ce ispoljen kod nasih bolesnika, upravo na pocetku manifestacije bolesti.

Testirali smo i korelaciju normalnog i aberantnog kariotipa, odnosno korelaciju
pojedinih hromozomskih aberacija sa stepenom fibroze kostane srzi. Ovim ispitivanjem
zeleli smo da utvrdimo da li tip kariotipa ili pojedine hromozomske aberacije vise ili manje
koreliraju sa odredenim stepenom fibroze.

U nagoj grupi ispitanih, najviSe je bilo bolesnika (47%) sa MF-2 stepenom fibro-
ze. Ispitivanjem korelacije stepena fibroze i kariotipa, koristeci Lilski CPS, ustanovljeno
je da nema statisticki znacajne razlike izmedu prognozno povoljne (normalan kariotip)
i nepovoljne (aberantan kariotip) grupe bolesnika. Najveci broj bolesnika sa normalnim
kariotipom ima fibrozu gradusa MF-2 (51%), dok najveci broj bolesnika sa patoloskim
kariotipom (42%) ima visi stepen fibroze (MF-3) kostane srzi. Nije registrovana statistic-
ki znacajna razlika koja bi govorila o apsolutnoj povezanosti patoloskog kariotipa i MF-3
stepena fibroze, ali je dobijen ocekivan rezultat koji govori o vecoj povezanosti patoloskog
kariotipa sa najvi$im stepenom fibroze kostane srzi kod bolesnika sa PMFE.

Primenom IPSS CPS-a testirana je korelacija stepena fibroze kostane srzi sa karioti-
pom i razli¢itim hromozomskim aberacijama. Ustanovljeno je da nema statisticki znacajne
razlike koja bi govorila o povezanosti hromozomskih aberacija razli¢itog stepena rizika sa
stepenom fibroze kostane srzi bolesnika. Takode je pokazano da najveci broj bolesnika sa
normalnim kariotipom ima fibrozu gradusa MF-2 (51%). Najvise bolesnika sa povoljnim
citogenetickim markerima (+9, 13q-, 20q-) ima fibrozu gradusa MF-3 (50%). Kod bolesni-
ce sa nepovoljnom kariotipskom promenom (+8) registrovan je takode MF-3 stepen fibro-
ze (100%), a od bolesnika sa svim ostalim hromozomskim aberacijama najvise ih je (38%)
kako sa MF-2, tako i sa MF-3 gradusom fibroze. Ovakvom distribucijom pokazano je da
su bolesnici sa normalnim kariotipom imali niZi stepen fibroze od bolesnice sa aberacijom
veceg stepena rizika (+8). Neocekivano je najveci broj bolesnika sa prognozno dobrim hro-
mozomskim aberacijama imao visi stepen fibroze u odnosu na bolesnike sa hromozom-
skim aberacijma visokog rizika, medu kojima je bilo i bolesnika sa MF-2 gradusom fibroze.

Nase zapazanje analize poklapa se sa statistickim rezultatom i na osnovu toga mozemo da
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konstatujemo da primenom IPSS CPS-a nije registrovana ocekivana korelacija normalnog
kariotipa i prognozno dobrih hromozomskih aberacija sa nizim stepenom fibroze, kao ni
korelacija srednje dobrih i lo§ih hromozomskoh aberacija sa najvisim stepenom fibroze
kostane srzi bolesnika.

Na osnovu patohistoloskih rezultata moze se konstatovati da je kod najveceg broja
bolesnika registrovana fibroza kostane srzi gradusa MF-2 i ME-3 $to se poklapa sa literatur-
nim podacima (90, 91, 95). Medutim, nase ispitivanje se odnosilo na analizu patohistolos-
kih rezultata pri inicijalnoj dijagnozi bolesti, dok druge studije obuhvataju i bolesnike kod
kojih PMF predstavlja fibroznu transformaciju ET i PV gde je visi stepen fibroze kostane
srzi o¢ekivana manifestna pojava.

Ispitivanje korelacije citogenetickih rezultata sa patohistoloskim nalazom bioptata
kostane srzi bolesnika je specifi¢cnost ovog rada i zbog toga se nasi rezultati ne mogu po-
rediti sa rezultatima drugih studija. Postoje podaci koji govore o korelaciji patohistoloskih
nalaza sa hematoloskim laboratirijskim parametrima bolesnika (90, 91), ali nema podataka

o korelaciji stepena fibroze kostane srzi sa citogenetickim markerima bolesti.

5.3. Ispitivanje proliferativnog potencijala PMF

Ekstramedularna hematopoeza nastaje kao posledica fibroze kostane srzi i inicira
niz poremecaja kao $to su splenomegalija i povecanje apsolutnog broja CD34+ ¢elija u pe-
rifernoj krvi bolesnika. Obe karakteristike PMF odraz su proliferativhog potencijala bole-
sti. Zbog toga smo Zzeleli da analiziranjem i ispitivanjem korelacije pomenutih parametara,
procenimo povezanost stepena ekstramedularne hematopoeze i proliferativnog potencijala
bolesti u momentu postavljanja dijagnoze.

Splenomegalija je karakteristika ne samo PMEF, ve¢ i fibrozne transformacije posle
PV iET (post-PV i post-ET). Simptom je koji opterecuje organizam, izaziva bol, napetost,
mehanicke poteskoce i nepovoljno utice na kvalitet zivota (208). Oko 10% bolesnika sa
PMF ima izrazitu splenomegaliju ve¢ na prezentaciji, a 50% bolesnika razvije splenomega-
liju u toku prve cetiri godine bolesti (197).

U nasem radu kori$ceni su podaci o veli¢ini slezine bolesnika iz medicinske do-
kumentacije. Kod veceg broja bolesnika veli¢ina slezine je utvrdena palpatornom, a kod
manjeg, ultrazvu¢nom dijagnostikom. Statistickom analizom na osnovu jednostavne dis-
tribucije (normalna i uvecana slezina), registrovana je splenomegalija kod 72% bolesnika.

Po literaturnim podacima splenomegaliju ispoljava 85%, pa ¢ak i do 100% de novo dijagno-
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stikovanih bolesnika (83, 128). Verovatan razlog odstupanja nasih rezultata od literaturnih
je palpatorna dijagnostika koja je, iako manje precizna od ultrazvucne (195, 196), iz objek-
tivnih razloga najcesce primenjivana u nasoj dijagnostici.

Za razliku od drugih studija gde je kori$¢en jednostavan parametar za splenome-
galiju (slezina manja ili ve¢a od 8cm ili 10cm ispod levog rebarnog luka) (87, 97, 130), u
nadoj analizi je primenjena preciznija Sema. Po preporukama nekih autora (195, 196) ko-
ristili smo podelu veli¢ine slezine na osnovu koje je izvr$ena distribucija bolesnika u Cetiri
kategorije: bolesnici sa normalnom slezinom, splenomegalijom niskog, srednjeg i visokog
stepena. Takode je uoceno da je najveci broj bolesnika (34%) imao splenomegaliju visokog
stepena, odnosno veli¢inu slezine preko 16cm.

Na osnovu dobijenih rezultata mozemo da konstatujemo da je splenomegalija is-
poljena kod najveceg broja bolesnika, $to se poklapa sa literaturnim podacima (87, 97, 130,
138, 140). Za razliku od drugih studija (83, 128), nasim ispitivanjem je pokazano da je i
veliki broj bolesnika bio bez splenomegalije, $to je retkost za PME, a od bolesnika sa sple-
nomegalijom najvise je bilo sa slezinom ve¢om od 16cm. Razlog ovakvog paradoksalanog
rezultata je verovatno palpatorna dijagnostika, koja je manje objektivna analiza od ultra-
zvucne.

Povecanje apsolutog broja CD34+ ¢elija u perifernoj krvi bolesnika je jedna od ka-
rakteristika PME Po literaturnim podacima, zastupljenost CD34+ celija u kostanoj srzi
zdrave osobe je od 1-3%, a u cirkuli$ucoj krvi oko 0.05% (124). Broj cirkuli$u¢ih hemato-
poetskih CD34+ prekursora u PMF moze biti ve¢i od 8-167 puta u odnosu na vrednosti
kontrolne grupe i 18-30 puta u odnosu na druge BCR/ABL-negativne MPN (122- 124).

Analizom distribucije CD34+ Celija u cirkulaciji i ispitivanjem korelacije ovih ¢elija
sa drugim mijelopriliferativnim parametrima (stepenom fibroze, splenomegalijom, leuko-
citozom i pojavom blasta u perifernoj krvi bolesnika), zeleli smo da ispitamo proliferativni
potencijal PMFE.

Povecanje apsolutnog broja CD34+ prekursora u perifernoj krvi registrovano je
kod 78% bolesnika. Kao i u drugim studijama (124, 209, 210) i u nadem istrazivanju regi-
strovana je statisticki znacajna razlika komparacijom dobijenih vrednosti za bolesnike i za
kontrolnu grupu (zdrave osobe). Kod jednog bolesnika vrednost CD34+ ¢elija u perifernoj
krvi je bila veca ¢ak za 220 puta od kontrolnih.

Poznato je da je mobilizacija HMC i HPC iz kostane srzi u cirkulaciju, proces pre-
cizno kontrolisan interakcijom citokina i receptora, proteina, hemokina fibroblasta, oste-
oblasta ili endotelijalnih celija i drugih adhezionih prekursora, koji ¢ine mikrosredinu

hematopoeznog tkiva. U mijeloproliferativnim neoplasticnim bolestima, a najvise u PMF,
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dolazi do stalno prisutne mobilizacije CD34+ ¢elija iz kostane srzi u perifernu krv usled
izmenjene Celijske nide i narusene arhitektonike hematopoeznog tkiva (209).

Na osnovu pomenutih ¢injenica, Zeleli smo da ispitamo u kojoj meri stepen fibroze
kostane srzi nasih bolesnika utice na distribuciju CD34+ ¢elija u perifernoj krvi. Ispitivanje
korelacije ovih parametara je bilo moguce kod 45 bolesnika i statistickom analizom je usta-
novljeno da postoji znacajna, pozitivna korelacija izmedu distribucije CD34+ ¢elija u pe-
rifernoj krvi i stepena fibroze u kostanoj srzi. Registrovana je najve¢a mobilizacija CD34+
¢elija u cirkulaciju, upravo kod bolesnika sa fibroticnim stadijumom bolesti, odnosno sa
stepenom fibroze kostane srzi MF-2 i MF-3.

Ispitivanje korelacije apsolutnog broja CD34+ (celija u cirkulaciji i veli¢ine slezi-
ne, bilo je moguce kod 47 bolesnika. Statisticki znacajna pozitivna korelacija registrovana
je kako primenom Seme jednostavne distribucije splenomegalije, tako i primenom Seme
kategorizovane veli¢ine slezine. Na osnovu obe distribucije najveci broj bolesnika je imao
splenomegaliju visokog stepena i povecanu distribuciju apsolutnog broja CD34+ celija u
perifernoj krvi.

S obzirom na to da su kao i povecanje apsolutnog broja CD34+ prekursora i pove-
¢ani broj leukocita i nezrelih mijeloidnih ¢elija u perifernoj krvi odraz proliferativnog ka-
paciteta bolesti (123), ispitali smo i povezanost ovih parametara. Ustanovili smo korelaciju
u distribuciji blasta i CD34+ celija, dok korelacija leukocitoze i apsolutnog broja CD34+
¢elija u perifernoj krvi nije registrovana.

Na osnovu ispitivanja stepena ekstramedularne hematopoeze i proliferativnog po-
tencijala PME moze se konstatovati da se vecina nasih rezultata poklapa sa rezultatima
drugih studija (122-124, 154-156). Visoke prosec¢ne vrednosti ispitanih klinickih i hema-
toloskih laboratorijskih parametara (fibroze kostane srzi, splenomegalije, povecanje apso-
lutnog broja) CD34+ (elija, kao i pozitivne korelacije pomenutih parametara, ukazuju da
je kod vecine nasih bolesnika registrovana bolest u fibroti¢noj fazi sa visokim stepenom

proliferativne aktivnosti.

5.4. Ispitivanje uticaja dijagnostickih parametara na

duzinu Zivota bolesnika sa PMF

Primarna mijelofibroza je bolest sa specificnom simptomatologijom i dijagnostic-
kim parametrima koji razli¢ito uti¢u na tok bolesti i prezivljavanje bolesnika. Zbog toga su

u primeni razliciti PS-i pomocu kojih se, na osnovu ispoljenosti ili neispoljenosti pojedinih
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dijagnostickih parametra, procenjuje stepen rizika bolesnika. Poslednjih godina je skori-
ranje bolesnika postala redovna procedura u primarnoj dijagnostickoj praksi, a sve u cilju
odabira pravog terapijskog pristupa i predvidanja dubine terapijskog odgovora.

U nasoj studiji analiza kumulativhog prezivljavanja uradena je kod 144 bolesnika
(55 zena i 89 muskaraca). Prose¢na godina starosti bila je 65.5, §to se poklapa sa podacima
iz literature o uzrastnoj strukturi u populaciji obolelih (85-87). U posmatranom periodu
(0d 2004. do 2010. godine) registrovano je 49 umrih i 95 zivih bolesnika, sa medijanom ku-
mulativnog prezivljavanja 83 meseca. Pokazano je da nema razlike u prezivljavanju izmedu
polova, §to se takode poklapa sa literaturnim podacima (85-88).

U radu je izvrSena multivarijantna analiza prezivljavanja na osnovu klinickih i he-
matoloskih laboratorijskih parametara i univarijantna analiza na osnovu molekularnog
markera i hromozomskih aberacija.

Primenom razli¢itih prognoznih modela, Zeleli smo da testiramo uticaj provere-
nih dijagnostickih parametara na prezivljavanje bolesnika i primenjivost aktuelnih PS-a u
uslovima nase dijagnostike. Zbog toga smo se odlucili za jednostavnije PS-e: Lilski (87)
i Servantesov (139); i savremenije: IPSS (138), DIPSS (150), Mayo za sve bolesnike (140).

Za populaciju mladih bolesnika, odluc¢ili smo se da primenimo Mayo PS (160) koji
se odnosi na uzrasnu strukturu do 60 godina starosti bolesnika. Servantesov PS (86) nije
primenjen, jer se odnosi na bolesnike starije od 46, a mlade od 55 godina. Takvih je u nasoj
grupi bilo svega 16, $to je nereprezentativni uzorak za statistickiu analizu.

Kod svih primenjenih PS-a registrovana je statisticki znacajna razlika u prezivlja-
vanju pojedinih grupa bolesnika razli¢itog stepena rizika. Interesantno je da se kod Ser-
vantesovog, IPSS i DIPSS PS-a mogu uociti da se krive srednje rizi¢nih grupa bolesnika
asimptotski pribliZzavaju grupama sa niskim ili visokim stepenom rizika (dihotomija pro-
gnoznih parametara). To govori da je kod ovih PS-a postoji veliki broj prognoznih grupa. U
slucaju nasih bolesnika dovoljna je i raspodela faktora rizika koja bi skoriranjem dala samo
dve prognozne grupe (visokog i srednjeg rizika). Medutim i kod ovih PS-a je registrovana
statisticki znacajna razlika u prezivljavanju bolesnika, $to znaci da je i ovakva raspodela
zadovoljavajuca.

Na osnovu dobijenih rezultata mozemo da konstatujemo da je bilo koji od ispi-
tanih modela za skoriranje prihvatljiv i primenjiv u nasoj dijagnostickoj praksi. Takode je
potvrdeno da su bitni dijagnosticki parametri za status, tok bolesti i prezivljavanje bolesni-
ka sa PMF: godine Zivota, koncentracija hemoglobina u krvi, broj leukocita i trombocita u
krvi, prisustvo blasta i monocita u cirkulaciji i konstitutivni simptomi.

S obzirom na to da smo u sklopu primarnih ciljeva testirali ucestalost hromozom-
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skih aberacija i mutacije JAK2V617F i korelaciju ovih parametara, Zeleli smo da ispitamo
i njihov uticaj na ukupno prezivljavanje bolesnika. Pomenute parametre tretirali smo kao
nezavisne prognozne i njihov uticaj na prezivljavanje testirali smo nezavisno od ostalih
dijagnostickih parametara.

Ispitivanjem prezivljavanja na osnovu mutacije JAK2V617F, pokazano je da ne po-
stoji statisticki znacajna razlika u prezivljavanju bolesnika sa i bez mutacije. Rezultati veceg
broja studija se (120, 138, 151-153), poklapaju sa nasim nalazima, mada ima i rezultata koji
govore o znacaju pomenute mutacije na prezivljavanje bolesnika (117).

Opsti zakljucak pomenutih istrazivanja, kao i najnovijeg prognoznog skoring siste-
ma iz 2011. godine (211) u vezi mutacije JAK2V617E je da ovaj molekularni marker nema
direktnog uticaja na duzinu prezivljavanja obolelih, ali da uti¢e na fenotipsku progresiju i
leukemijsku transformaciju bolesti. Na osnovu dobijenih rezultata takode mozemo da za-
klju¢imo da mutacija nema direktog uticaja na prezivljavanje bolesnika.

Kariotip i hromozomske aberacije tretirali smo kao nezavisne prognozne parame-
tre i testirali ih odvojeno od ostalih dijagnostickih paramatara. Na ovaj nacin smo zeleli
da ispitamo uticaj hromozomskih aberacija na prezivljavanje bolesnika, ali i svrsishodnost
aktuelnih CPS-a u praksi citogeneticke dijagnostike. Da bi analiza bila opsezna i vise infor-
mativna, primenili smo Lilski (87), Mayo(140), IPSS (138) i DIPSS CPS-e, jer sadrze razlicit
broj prognoznih grupa, a istim hromozomskim aberacijama dodeljuju razlicite stepene ri-
zika. Na taj nacin smo testirali uticaj istih hromozomskih aberacija sa razli¢itim stepenom
rizika na prezivljavanje istih probanda.

Primenom Lilskog, Mayo i IPSS modela nije registovana znacajna razlika u preziv-
ljavanju stratifikovanih bolesnika. To znaci da normalan kariotip i hromozomske aberacije
koje favorizuju pomenuti sistemi (+9, +8, 13q-, 20q-) nemaju uticaja na prezivljavanje bo-
lesnika, bez obzira koji stepen rizika imaju.

Suprotno od prethodnih sistema, DIPSS CPS je pokazao statisticki znacajnu razliku
u prezivljavanju. To znaci da je podela bolesnika u samo dve prognozne grupe na osnovu
razlicitih kariotipskih promena, svrsishodna i primenjiva u nasoj citogenetickoj dijagno-
stici.

Na osnovu svih prognoznih rezultata mozemo da konstatujemo da je za analizu
prezivljavanja na osnovu kariotipa i hromozomskih aberacija, nepotrebna stratifikacija bo-
lesnika na veci broj prognoznih grupa. Na primeru nasih bolesnika, primenom razli¢itih
CPS-aje pokazano da normalan kariotip, kao i prognozno dobre (+9, 13q-, 20q-) i progno-
zno losa aberacija (+8) imaju isti efekat na prezivljavanje bolesnika. Zbog toga je DIPSS

CPS prakticniji jer je jednostavan i definise samo dve grupe hromozomskih aberacija sa
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razli¢itim stepenom rizika. Na osnovu nasih rezultata, a primenom DIPSS CPS-a mozemo
da zaklju¢imo:

- da su prognozno povoljne aberacije za bolesnike sa PMF: solo 13q-, t/

dup(1q) solo 20q-, solo +9, druge solo aberacije, dve aberacije iskljucujuci

nepovoljne i normalan kariotip;
- dasu prognozno nepovoljne aberacije: kompleksno aberantan kariotip, solo

+8, solo -7/7q-, solo -5/5q-, i(17q), inv(3), 12p-, 11923, kao i dve aberacije

ukljucujuci nepovoljne.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata naseg ispitivanja kojim je obuhvaceno 205 bolesnika sa de novo
PME, a koje je podrazumevalo analizu citogenetic¢kih i molekularno geneti¢kih markera,
kao i klinickih, hematoloskih laboratorijskih i patohistoloskih parametara bolesti, mozemo

da zaklju¢imo sledece:

Ucestalost patoloskog kariotipa u ispitanoj grupi bolesnika iznosila je 41% u retros-

pektivnoj i 28.6% u prospektivnoj analizi.
Najucestalije hromozomske aberacije su: +8 (11%), 20q- (9%), 13q- (7%), +9 (7%).

Metodom alel-specificnog PCR-a dokazana je ucestalost mutacije JAK2V617F kod
55% bolesnika.

Primenom Lilskog i IPSS CPS-a nije registrovana korelacija aberantnog kariotipa
i mutacije JAK2V617F kao ni hromozomskih aberacija razli¢itog stepena rizika i
mutacije JAK2V617E

Primenom Lilskog i IPSS CPS-a nije registrovana korelacija izmedu tipa kariotipa

(normalan i aberantan) i stepena fibroze kostane srzi, kao ni korelacija izmedu hro-

mozomskih aberacija razlicitog stepena rizika i stepena fibroze kostane srzi.

Splenomegalija je registrovana kod 72% bolesnika, a splenomegalija visokog stepe-
na kod 34% bolesnika.

Povecanje apsolutnog broja CD34+ ¢elija u perifernoj krvi u odnosu na kontrolne

vrednosti, registrovano je kod 78% bolesnika.

Registrovana je pozitivna korelacija, izmedu distribucije apsolutnog broja CD34+

¢elija u perifernoj krvi i stepena fibroze u kostanoj srzi.
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Registrovana je pozitivha korelacija, izmedu distribucije apsolutnog broja
CD34+<¢elija u perifernoj krvi i splenomegalije i na osnovu jednostavne distribucije

i distribucijom prema kategorizovanoj velicini slezine.

Dokazana je direktna korelacija u distribuciji blastnih i CD34+ ¢elija, ali ne i kore-

lacija povec¢anog broja leukocita i apsolutnog broja CD34+ ¢elija u perifernoj krvi.

Statistickim analizama i primenom Lilskog, Servantesovog, IPSS, DIPSS i Mayo
PS-a, registrovana je znacajna razlika u prezivljavanju bolesnika, na osnovu cega se
zakljucuje da su osnovni dijagnosticki kriterijumi: godine Zivota, koncentracija he-
moglobina u krvi, broj leukocita i trombocita u krvi, prisustvo blasta i monocita u

cirkulaciji i konstitutivni simptomi, bitni prognozni parametri za bolesnike sa PME

S obzirom na to da nije dokazana statisticki znacajna razlika u prezivljavanju bole-
snika sa i bez eksprimirane mutacije JAK2V617F, zaklju¢ujemo da pomenuta mu-

tacija nema direktnog uticaja na duzinu prezivljavanja obolelih.

S obzirom na to da je statisticki znacajna razlika u prezivljavanju bolesnika na osno-
vu hromozomskih aberacija registrovana primenom DIPSS CPS-a, zaklju¢ujemo
da su prognozno povoljne aberacije za bolesnike sa PMF: solo 13q-, t/dup(1q) solo
20qg-, solo +9, druge solo aberacije, dve aberacije iskljucuju¢i nepovoljne, normalan
kariotip; a nepovoljne: kompleksno aberantan kariotip, solo +8, solo -7/7q-, solo

-5/5q-,i(17q), inv(3), 12p-, 11q23, dve aberacije ukljucujuci nepovoljne.
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8. SKRACENICE

Ph
MMC
CFU-GEMM
BFU-E
EPO
EPOR
CFU-Meg
TPO
SCF

IL
CSF-GM
MPN
MPB
HML
PV

ET

PMF
BCR
ABL
JAK
STAT
PI3K
G-6-PD
Tyk2
MAP
SOCS
MPL
TPO
PDGFR
FIPIL1
ETV6 (TEL)
TET

Filadelfija hromozom

Multipotentna maticna Celija

Colony Forming Unit-Granulocyte-Erythroid-Monocyte-Macrophage
Burst Forming Unit-Erythroid

Eritopoetin

Eritropoetinski Receptor

Colony Forming Unit-Megakaryocyte

Trombopoetin

Stem Cell Factor

Interleukin

Colony Stimulating Factor-Granulocyte-Macrophage
Mijeloproliferativne neoplazme

Mijeloproliferativne bolesti

Hroni¢na mijeloidna leukemija

Policitemija vera

Esencijalna trombocitemija

Primarna mijelofibroza

Breakpoint Cluster Region

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog gene
Just Another Kinase

Signaling Transducer and Activator of Transcription
Fosfatidilinozitol-3 kinaza

Glukozo-6-Fosfat Dehidrogenaza

Tirozin kinaza 2

Mitogen-aktivni kinazni protein

Suppressors Of Cytokine Singnaling gene
Myeloproliferative leukemia-receptor za trombopoetin
Trombopoetin

Platelet-Derived Growth Factor Receptor

Factor Interacting with PAP-like 1
Translocation-Ets-Leukemia

Ten-Eleven-Translocation
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KIT V-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog

MDS Mijelodisplasti¢nim sindrom

AML Akutna mijeloidna leukemija

5mC 5-metilcitozin

5hmC 5-hidroksimetilcitozin

5fC 5-formilcitozin

5caC 5-karboksicitozin

TDG Timin-DNA glikozilaz

SZO Svetska Zdravstvena Organizacija

FGFR1 Fibroblast Growth Factor Receptorl

HNL Hroni¢na neutrofilna leukemija

HEL Hroni¢na eozinofilna leukemija

MPNn Mijeloproliferativne neoplazme neklasifikovane
HMML Hroni¢na mijelomonocitna leukemija

JMML Juvenilna mijelomonocitna leukemija

MF Marrow fibrosis

MPL Myeloproliferative Leukemia Virus Oncogene
GSCFR Granulocyte Ccolony-Stimulating Factor Receptor
HMC Hematopoetske maticne celije

HPC Hematopetske progenitorne Celije

LDH Laktatdehidrogenaza

PS Prognozni sistem

CPS Citogeneticki prognosticki sistem

ATMCH Alogena transplatacija mati¢nih celija hematopoeze
INF Interferon

TNF Tumor nekrozni faktor

m-TOR Mammalian target of rapamycin

MGG May-Grinwald-Giemsa

CFU-E Colony Forming Unit-Erythroid

CFU-Mk Colony Forming Unit-Megakaryocyte

IPCM Imunofenotipizacija i proto¢na citometrija

HG Hypotonic giemsa banding of chromosomes
GTG Giemsa trypsin banding of chromosomes

ISCN An International System for Human Cytogenetic Nomenclature
TAE Tris-acetat EDTA
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PCR
JAK2-W'T
HEL
C-SRC1
RB-1
IL-6RA
MNDA
CENPF
CASPS8
CFLAR
FKBP51
cAMP
GM-CSF
G-CSF
siRNK (siRNA)
LOH
FISH

K, EDTA
AS-qPCRs

U937

APL
IWG-MRT
IPSS
DIPSS

Lancana reakcija polimeraze

Just Another Kinase 2-wild type

Human Erythroleukemia cell line

Human Sarcoma 1 gene

Retinoblastoma 1 gene

Interleukin 6 receptor

Myeloid Cell Nuclear Differentiation Antigen
Centromere Protein F

Caspase 8 gene

CASP8 And FADD-Like Apoptosis Regulator

FK506 binding protein 51

Cyclin Adenosine Monophosphate
Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
Granulocyte Colony Stimulating Factor

Small interfering RNA

Loss of heterozygosity

Fluorescentna in situ hibridizacija
Potassium-Ethylenediaminetetraacetic acid
Quantitative Real-time Ppolymerase Chain Reaction-based allelic
discrimination assay

Humana hematopoezna clijska linija

Alkalna fosfataza

International Working Group for Myelofibrosis Research and Treatment
International Prognostic Scoring System

Dynamic International Prognostic Scoring System

Napomena: Po Medunarodnom dogovoru imena gena pisu se kurzivom, a genski produkti

standardnim slogom
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Mpwnor 1.

U3sjaBa o ayTopcTBY

BecHa hophesuh

MNoTtnucaHa

6poj ynuca

UsjaBrbyjem
[a je AOKTOpCKa aucepTauuja nog HacnoBom
Tvn 1 yyecTanocTt XpoMO30MCKMX abepauuja 1 3Hadaj MorekynapHor mapkepa

JAK2V617F y npumapHoj mujenodundposmn

pe3ynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXXMBayKor paja,

Ja npegnoxeHa guceprauuvja y LenvHn H1 Yy genosBuma Huje duna npeanoxeHa
3a pgobujakbe 6GuNO Koje gunnome npema CTyaujCKMM nporpamuma gpyrux
BMCOKOLLIKOFICKMX YCTaHOBA,

[a cy pesyrnTati KOPekTHO HaBedEeHN U
[a HucaMm KpLumo/na aytopcka npasa U KOPUCTUO MHTENEKTYarHy CBOjUHY ApYyrnx

nvua.
MoTnuc pokrtopaHaa
Y Bbeorpaay, 20.09.2013. / /
oo Topf
eud, 117
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Mpwnor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Wme 1 npeanme ayTopa Becha bophesuh

bpoj ynuca

CTtyaujckmn nporpam

Tvn 1 yyecTtanocTt XpoMo30MCKuX abepauuja 1 3Hadaj MonekynapHor
Hacros paga mMapkepa JAK2V617F y npumapHoj mujenocpmnbposun

MeHnTtop _ HoueHT ap Codumja Maskosuh-Iydnh v NMpodecop ap AHapuja BorgaHosuh

MoTtnucana BecHa hophesuh

n3jaBrbyjemM ga je WTamnaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOr pada MCTOBETHA ENeKTPOHCKO)
BEpP3MjU KOjy caM Npeaao/na 3a objaBrbuBare Ha noptany urutanHor penosutopujyma
YHuBep3uteta y beorpapay.

[osBorbaBam ga ce objaBe Moju NYHM Nogauu Be3aHu 3a JoOMjakbe akageMCKor 3Barba
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 Npe3uMe, roanHa u Mecto poherwa u gatym ogbpaHe
paga.

OBy Nn4HM Nogaum Mory ce 06jaBuUTU Ha MPEXHUM CTpaHuuamMa gurntanHe éubnmoreke,
y eNeKTPOHCKOM KaTanory uy nybnukauvjama YHusepauteTta y beorpagy.

MoTnuc poktopaHaa

y Beorpagy, __ 20-09.2013, 3 . g/M %
| ; f
s 7
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Mpwnor 3.

U3jaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepauTeTcky Oubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y AdurutantHu
penosuTopujym YHuBepauTeta y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY Auceprtauujy nop
HacrnoBomMm:

Tvn 1 yyecTanocTt XpomMo3oMCKkMX abepaunja 1 3Ha4aj MorekynapHor mapkepa

JAK2V617F v npumapHoj mujenodnbposmu

Koja je Moje ayTopCKO Aero.

IucepTauujy ca ceuM npunosnma npegao/na cam y enekTpoHCKoM popmaTy NorogHom
3a TPajHO apxuBMpaH-E.

Mojy ooKTOpCKYy AucepTauuvjy noxpaweHy y OurutanHu penosmtopujym YHuBepauTeTa
y beorpagy mory ga kopucte CBM Koju MowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nunueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4no/na.

1. AytopcTBO
2. AyTOpPCTBO - HEKOMEPLMjanHo
@AyTopCTBo — HekoMepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — AennuTn nog NCTUM ycrioBMma
5. AytopcTtBo — 6€3 npepage
6. AyTOpCTBO — LEenUTN nog UCTUM yCcnoBuma

(Monumo aga 3aoKpyxXuTe camo jedHy Of LWeCT MNOHyheHuX nuueHuM, KpaTak onmc
nuueHun gat je Ha nonefuHu nucta).

MoTnuc gokTopaHaa

, HAg
20. 09. 2013. ' rﬁ" 95’14%'
v

Y Beorpagay,
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1. AyTtopctBo - [lo3BOrbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUDYLMjy M jaBHO CaomllTaBae
Jena, v npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
Unu gaesaoua nuueHue, Yak n y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja og CBUX
nuueHuNn.

2. AytopctBO — HekomepuumjanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, ANCTPUMBYLUMjy 1 jaBHO
caonwTaBawe fena, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH oapeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He O03BOrbaBa KomepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo — ©6e3 npepage. [o3BorbaBate YyMHOXaBahe,
anctpmbyunjy 1M jaBHO caonwTaBake [fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa Wnm
ynotpebe gena y cBOM Aeny, ako ce HaBege ume aytopa Ha HauvH ogpefeH oA cTpaHe
aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A403BOSbaBa KoMmepuumjanHy ynotpeby
Aaena. Y ogHocy Ha cBe ocTtarne nuvueHLe, OBOM NULEHLIOM ce orpaHnyaBa Hajsehu obum
npaesa Kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HeKkoMepuwujanHo — OennuTu nog UCTUM ycroBuma. [o3BorbaBarte
YMHOXaBar€e, AMCTpMOyLMjy 1 jaBHO caonwTaBakwe gena, u npepaje, ako ce HaBene
nMe ayTopa Ha HauvH ofpefeH oA cTpaHe ayTopa WNu Jasaoua nuueHue U ako ce
npepaga guctpubympa nog NCTOM UIn CrMYHOM nuueHuoM. OBa nuueHLUa He 03BOSbaBa
KomepuwmjanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AyTtopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTPUOYyUMjy U jaBHO
caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa unu ynotpebe gena y cBom aeny,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH o cTpaHe ayTopa unm gasaoua nuueHLe.
Oga nuueHua go3sorbaBa kKoMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - 4eNUTK Nog UCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBah-e, AUCTpUbyLmjy
1 jaBHO caonLiTaBawe [erna, u npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha Ha4uH oapeheH
of CTpaHe ayTopa unuv gaBaoua NuueHue 1M ako ce npepaga Avctpubympa nog Uctom
unu cnnyHom nuueHuomMm. OBa nuueHua 003BOfbaBa koMepuujanHy ynotpeby gena wm
npepaga. CnvyHa je copTBepckuM nuueHuama, OGHOCHO NULeHLaMa OTBOPEHOr Koaa.
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