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RDW (eng. red cell distribution width) - §irina distribucije volumena erirocita
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uzv ultrazvuk

WT1 Wilms-ov tumor protein 1

ACT (eng. difference in threshold cycles)



1. Uvod

1.1. Kroni¢ne mijeloproliferativne bolesti

Kroni¢ne mijeloproliferativne bolesti su karakterizirane klonalnim poremecajem
mati¢ne hematopoetske stanice i1 prezentirane prekomjernom proliferacijom eritrocita,
granulocita i trombocita (1). Klonalno umnoZene stanice prvenstveno se nakupljaju u kostanoj
srzi 1 cirkuliraju u perifernoj krvi, a mogu infiltrirati bilo koji organski sustav. Americki
hematolog William Dameshek prvi je dao koncept i klasifikaciju kroni¢nih mijeoproliferativnih
bolesti (slika 1) (2). Najnovija revidirana klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije (SZO)

objavljena je 2016. godine i ima sedam entiteta (3).

Tablica 1: revidirana SZO klasifikacija kroni¢nih mijeloproliferativnih bolesti.

Kroni¢na mijeloi¢na leukemija, BCR-ABLI pozitivha

Policitemija vera

Esencijalna trombocitemija

Primarna mijelofibroza*

Kroni¢na eozinofilna leukemija

Kroni¢na neutrofilna leukemija

Mijeloproliferativna neoplazma — neklasificirana (NOS)

* u PMF kao podtip svrstan je i rani stadij bolesti, tzv. prefibroticka faza mijelofibroze

Navedene bolesti mogu, osobito u ranim stadijima, imati sli¢nu prezentaciju, Sto je dijagnosticki
problem. Unato¢ sli¢nostima, njihov klini¢ki tijek 1 prognoza jako su varijabilni. Moderna
terapija promijenila je prirodni tijek i1 ishod pojedinih entiteta, npr. kroni¢ne mijeloi¢ne
leukemije (CML od engl. chronic myelocytic leukemia). Neko¢ je CML bila neizljeciva i
progresivna bolest, ali je pronalaskom ciljanog lijeka imatiniba, specificnog tirozin kinaznog
inhibitora, postala kroni¢na bolest s ukupnim prezivljenjem koje je usporedivo s opéom
populacijom (4). S druge strane, policitemija vera (PV) i esencijalna trombocitemija (ET)
prirodno imaju kroni¢an i sporo progredirajuci tijek pa je ukupno prezivljenje tek neSto manje
od opc¢e populacije, a u manjine, zbog klonalne evolucije, bolest progredira u akutnu leukemiju
ili mijelofibrozu (MF) (5). PV 1 ET lijjece se redukcijom klonalne populacije $to smanjuje rizik

od tromboembolijskih incidenata kao naj¢es¢e komplikacije (6, 7). Najces¢e se primjenjuju



venepunkecija i citoreduktivna terapija hidroksiurejom ili anagrelidom (8-10). U bolesnika koji
u tumorskim stanicama imaju mutaciju gena za Janus kinazu 2 (JAK?2), djelotvorni su JAK
inhibitori, prvenstveno u smanjenju konstitucijskih simptoma i veli¢ine slezene (11). Za
bolesnike koji imaju klonalnu evoluciju bolesti s razvojem sekundarne MF ili akutne leukemije,
nema puno terapijskih opcija. Agresivno lijeCenje 1 alogeni¢na transplantacija mati¢nih
hematopoetskih stanica su visoko rizi¢ni, ali u nekih bolesnika mogu dovesti do izljecenja.
Rijetki entiteti koji spadaju u kroni¢ne mijeloproliferativne bolesti su: kroni¢na eozinofilna
leukemija, kroni¢na neutrofilna leukemija i1 neklasificirani tip kroni¢ne mijeloproliferative

bolesti koja je rezultat preklapanja pojedinih podtipova.

William Dameshek, MD

Slika 1: William Dameshek, utemeljitelj ¢asopisa Blood, tvorac prvog koncepta i klasifikacije
kroni¢nih mijeloproliferativnih bolesti. Preuzeto sa www.semanticscholar.org



1.2. Primarna i sekundarna mijelofibroza

Primarna mijelofibroza (PMF) klonalna je bolest mati¢ne hematopoetske stanice 1 spada
u tzv. Philadelphia kromosom negativne kroni¢ne mijeloproliferativne bolesti (3).
Karakterizirana je ekstramedularnom hematopoezom prvenstveno u slezeni i razvojem fibroze
kostane srzi (12). Nastaje de novo, za razliku od sekundarne mijelofibroze (SMF) koja nastaje
iz PV ili ET (13). Prvi opis bolesti iz 1879. godine prikaz je slucaja bolesnika s leukemijom uz
posebne nalaze periferne krvi 1 koStane srzi (14). U novoj SZO Kklasifikaciji kao podtip
mijelofibroze naveden je rani stadij bolesti, tzv. prefibroticka faza mijelofibroze (3). Bolest se
obi¢no prezentira razli¢itim stupnjem anemije, trombocitozom ili trombocitopenijom,
splenomegalijom 1 izrazenim konstitucijskim simptomima (15-17). Javlja se obi¢no u starijih,
u dobi izmedu 65 i 70 godina, a podjednako su zastupljena oba spola (18, 19). U krvnim
stanicama vecine bolesnika moze se utvrditi mutacija JAK2, gena za kalretikulin (CALR) ili
gena za trombopoetinski receptor (MPL), a oko 5 - 10% tzv. trostruko negativnih bolesnika
nema ni jednu od navedenih mutacija (20). Ove mutacije odgovorne su za proupalni
mikrookoli§ u koStanoj srzi i aberantnu megakariocitopoezu, koje su glavna patogenetska
karakteristike mijelofibroze (21, 22).
Epidemiologija. Mijelofibroza je rijetka bolest s incidencijom oko 1 na 100 000 stanovnika (17,
23). Uglavnom se javlja nakon 50. godine (medijan 67 godina), ali mogu oboljeti i mladi ljudi
te djeca (19, 24, 25). Ravnomjerno je zastupljena medu spolovima i pokazuje pojacanu
obiteljsku sklonost. Relativni rizik za oboljenje je 5 do 7 puta veci ako u obitelji netko boluje
od mijeloproliferativne bolesti (19, 26-28). U dje¢joj dobi moze se javiti iznimno rijetka
familijarna MF koja se prenosi autosomno-recesivno (29).
Etiologija i patogeneza. Nedovoljno se zna o etioloSkim ¢imbenicima izravno povezanim s
razvojem MF. Izlaganje visokim koncentracijama benzena ili ioniziraju¢eg zracenja povezivalo
se s razvojem MF u nekih bolesnika, ali to nije potvrdeno u epidemioloSkim studijama (30-33).
2005. godine je postignut znacajan napredak u razumijevanju patogeneze MF 1 to otkriCem
tockaste mutacije V617F u genu za JAK2 (34). Osim JAK2"*"7F mutacije koja se nade u oko
50% bolesnika s MF, prisutne su i mutacije CALR u oko 35% bolesnika i MPL gena u 4% (35,
36). Navedene mutacije doprinose proupalnom mikrookoliSu 1 poviSenoj razini proupalnih
citokina kao $to su TGF-B (transforming growth factor-f), PDGF (platelet-derived growth
factor), bFGF (basic fibroblast growth factor) 1 drugi (37, 38). Fibroza kosStane srzi dominantan
je nalaz, ali fibroblasti nisu dio zlo¢udnog klona ve¢ proliferiraju zbog prekomjerne stimulacije

proupalnim citokinima (39). Klju¢ni su element aberantni megakariociti koji sintetiziraju i



otpustaju proupalne citokine (slika 2) (40, 41). Nezrele stanice granulocitne loze (CD34+)
proliferiraju 1 migriraju u perifernu krv. CD34+ stanice u stani¢noj kulturi otporne su na
apoptozu, pretjerano izrazavaju antiapotpotske proteine BCL-XL i FKBP51, protoonkogene
CXCR4, WTI 1 druge te proizvode dvadesetak puta vecu koli¢inu megakariocita nego CD34+
stanice normalne koStane srzi (42-44). Displasti¢ni umnozeni megakariociti povezani su sa

stupnjem fibroze kostane srzi i sintezom kolagena, angiogenezom te osteogenezom (45, 46).
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Constitutive action of JAK-STAT pathway leading
to cytokine-independent growth
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Slika 2: Patogeneza mijelofibroze. 1zvor: Agarwal et al. Bone marrow fibrosis in primary
myelofibrosis: pathogenic mechanisms and the role of TGF-beta. Stem Cell Investig. 2016, 3:5.

Neefektivna hematopoeza posljedica je poremecaja grade i mikrookoliSa kosStane srzi. Anemija
je pokazatelj uznapredovale bolesti, a njen uzrok je, osim dishematopoeze, skraceni zivotni
vijek eritrocita 1 redistribucija krvi u povecanoj slezeni koja postaje glavno sijelo
ekstramedularne hematopoeze. Cirkuliraju¢e progenitorske stanice infiltriraju razli¢ite organe
s posljedicnim zapoCimanjem hematopoeze izvan koStane srzi. Splenomegalija je
patognomonicna, drugo Cesto sijelo je jetra, a nerijetko su zahvaceni 1 drugi organski sustavi
(47).

Klinic¢ka slika. Vecina bolesnika s MF ima tipi¢nu klinicku sliku, a u manjeg broja se bolest

otkrije slucajno, u sklopu druge klini¢ke obrade. Vodec¢i simptomi su opca slabost i malaksalost.



Izrazeni su konstitucijski simptomi - gubitak tjelesne mase, poviSena tjelesna temperatura i
profuzno noéno znojenje (16). Ovisno o stupnju anemije, prisutni su zaduha, palpitacije i
nepodnosenje tjelesnog napora. Splenomegaliju imaju gotovo svi bolesnici, a tre¢ina masivnu
simptomatsku splenomegaliju (slika 3). Bolesnik se Zali na nadutost 1 bol pod lijevim rebrenim
lukom, nerijetko vrlo intenzivnu, $to upuuje na infarkt slezene. Cesto je prisutna
hepatomegalija zbog ekstramedularne hamatopoeze. Ovisno o zahvacenosti drugih organskih
sustava, spektar simptoma se Siri. Svaki organski sustav moze biti infiltriran te se nerijetko nadu
kozni infiltrati (tzv. neutrofilna dermatoza), pleuralni izljev ili uvec¢ani limfni ¢vorovi (48-50).
Zbog infiltracije srediSnjeg ziv€anog sustava mogu nastupiti ozbiljne komplikacije poput
kompresije kraljeznicne mozdine, krvarenja ili povecanja intrakranijalnog tlaka (51, 52).
Masivna splenomegalija uzrokuje portalnu hipertenziju pa moze doé¢i do stvaranja ascitesa,
varikoziteta jednjaka, portalne gastropatije, krvarenja iz probavnog sustava ili tromboze
lijenalnih 1 hepatalnih vena (53-55). U uznapredovalom stadiju bolesti javljaju se kaheksija,
bolovi u kostima zbog osteoskleroze i u odredenog broja bolesnika blasti¢na kriza s nastankom
akutne mijeloi¢ne leukemije i Cesto fatalnim ishodom (56, 57). Abnormalnosti u humoralnom
imunosnom odgovoru ima 50% bolesnika s MF, zbog ¢ega su skloni infekcijama 1 stvaranju
autoprotutijela (58-60). Bolesnici s MF skloni su tromboembolijskom incidentu, ali u manjoj
mjeri nego bolesnici s ET ili PV (61). Tromboembolijski incidenti javljaju se u 10% bolesnika

s MF, a rizi¢ni su ¢imbenici zivotna dob i broj leukocita (62, 63).



Slika 3: Bolesnik s masivnom splenomegalijom. Preuzeto sa www.slideshare.net

Dijagnoza. U perifernoj krvi najceS¢e se nalazi normocitna normokromna anemija uz
anizocitozu, poikilocitozu, cirkulirajuce eritroblaste 1 dakriocite (slika 4A) (64, 65). U veéine
bolesnika prisutna je blaga leukocitoza s neutrofilijom i skretanjem u lijevo, a cirkulirajuci
blasti lo§ su prognosticki znak (66). Trombocitozu ima 40% bolesnika, a nije rijetka ni
trombocitopenija (67). U bolesnika s masivnom splenomegalijom ¢esto se nalazi pancitopenija.
Vrijednost neutrofilne alkalne fosfataze nije bitan dijagnosticki pokazatelj jer varira (68, 69).
Nalazi se povisena vrijednost lakticne dehidrogenaze, mokraéne kiseline i alkalne fosfataze, a

serumski albumini i kolesterol su snizeni, $to je nepovoljan prognosticki ¢imbenik (70-72).



Slika 4: periferni krvni razmaz i koStana srz bolesnika s mijelofibrozom. A: karakeristi¢ni
eritrociti poput suze (dakriociti) u perifernom krvnom razmazu. B: hipolobulirani megakariociti
u razmazu punktata kostane srzi. C: umnozena retikulinska vlakna u biopti¢kom uzorku kostane
srzi. D: fibroza koStane srZi s ekstenzivnim odlaganjem kolagena u bioptickom uzorku kostane
srzi. Preuzeto iz Lichtman’s Atlas of Hematology, www.accessmedicine.com

Za razliku od limfoproliferativnih bolesti, slikovna dijagnostika nije nuZna za postavljanje
dijagnoze i odredivanje stupnja proSirenosti bolesti. Ultrazvucni ili MSCT nalaz slezene sluzi
za procjenu ucinka lijecenja (slika 5), a magnetska rezonancija moze pokazati tipi¢ne promjene
u kostanoj srzi (73).

Za postavljanje dijagnoze MF nuZna je morfoloska analiza koStane srZi. Poku$aj aspiracije
kostane srzi obi¢no nije zadovoljavajuéi. U citoloSkom razmazu dominiraju displasti¢ni, ¢esto
hipolobulirani, megakariociti razlicite veli¢ine i oblika (slika 4B) (74). U biopti¢kom uzorku
prisutna je hiperplazija granulocitne i megakariocitne loze uz suprimiranu eritropoezu i
aberante megakariocite (75, 76). Umnozena retikulinska vlakna i odlaganje kolagena (slike 4C,
4D, 6, 7 1 8) predstavljaju karakteristicnu promjenu prema kojoj se odreduje stupanj fibroze
kostane srzi (0 do 3) (77). U uznapredovaloj bolesti esto se nalazi osteoskleroza. U klasifikaciji
SZO definiran je rani stadij bolesti, tzv. prefibroticka faza mijelofibroze. KoStana srz je u
prefibrotickoj fazi hipercelularna s proliferacijom atipicnih megakariocita, a odlaganje
retikulinskih vlakana je diskretno ili se ne nalazi. Atipija megakariocita je kljucna u

razlikovanju MF od ET, tim viSe jer se obje u perifernoj krvi prezentiraju trombocitozom (78).



Slika 5: MSCT prikaz masivne splenomegalije (32 x 31 x 22 cm) s dva mala infarkta u 52-
godisnjeg bolesnika s mijelofibrozom.

Slika 6: Biopticki uzorak kosStane srzi u 54-ogodiSnjeg bolesnika s mijelofibrozom. Gusta
mreza retikulinskih vlakana ispunjava prostore izmedu kostanih gredica. Bojanje po Gomory,
povecanje 100x (A) 1200x (B).



Slika 7: Biopticki uzorak koStane srzi u 54-ogodi$njeg bolesnika sa mijelofibrozom. Znatno
reducirana hematopoeza. Bojanje po HE, povecanje 100x.

Slika 8: Odlaganje kolagena u koStanu srz 54-ogodiSnjeg bolesnika sa mijelofibrozom. Bojanje
po Mallory, povecanje 100x (A) i 200x (B).

Citogenetske promjene prisutne su u 40% bolesnika s mijelofibrozom, ali ni jedna
karakteristi¢na (79, 80). NajceS¢e su trisomija 1q i delecija 13q, ali nisu rijetke ni abnormalnosti
drugih kromosoma (80, 81). Danas je molekularna analiza standardni dio dijagnostickog
postupka. JAK2"%"7F mutacija nalazi se u kostanoj srzi 50% bolesnika s mijelofibrozom,
mutacija CALR gena u oko 35%, MPL gena u oko 4% bolesnika, a 10% bolesnika je trostruko
negativno i imaju losiju prognozu bolesti (20).

Kriteriji za postavljanje dijagnoze prikazani su na slici 9 (82). Potrebno je diferencijalno -
dijagnostickog iskljuciti druge mijeloproliferativne bolesti ili mijelodisplasti¢ni sindrom. U
15% bolesnika s PV ili ET nastaje progresija u sekundarnu mijelofibrozu (SMF) (5, 83).

Klini¢ki pokazatelji progresije u SMF su porast slezene i pojava konstitucijskih simptoma, a za



potvrdu je potrebna biopsija koStane srzi (84). Fibroza koStane srzi moZe nastati sekundarno u
sklopu drugih bolesti, primjerice zbog infiltracije koStane srzi nekom malignom bolescu ili

nakon zrazenja.

Primary myelofibrosis (PMF) 2

Prefibrotic/early PMF (pre PMF) Overt PMF

Major criteria

1 Meuskiryosyic proliferationnad atypie’. withoos ssteulio Bbrosigrade: 1% norompanisd by brswsed aus: Mewabayveyts piolilmtion mdpi dsompmmel by s retinlin al/oc oollsges
adjusted BM cellularity, granulocytic proliferation and often decreased erythropoiesis fibrosis (grade 2 or 3)

2 Not meeting WHO criteria for BCR-ABLI + CML, PV, ET, MDS, or other myeloid neoplasm Not meeting WHO criteria for BCR-ABL! + CML. PV, ET, MDS or other myeloid neoplasm

w

Presence of JAK2, CALR, or MPL mutation or in the absence of these mutations, presence of another clonal umrkeld Presence of JAK2, CALR. or MPL mutation or in the absence, the presence of another clonal

. . JE d : - f
or absence of minor reactive BM reticulin fibrosis marker or absence of evidence for reactive BM fibrosis'

Miner criteria

1 Presence of one or more of the following, confirmed in two consecutive determinations: Presence of one or more of the following d in two e ns:
* Anemia not attributed to a comorbid condition * Anemia not attributed to a comorbid condition
* Leukocytosis> 11 x 109“1 * Leukocytosis 2 11 = 109’L
« Palpable splenomegaly = Palpable splenomegaly
+ LDH level above the upper limit of the institutional reference range + LDH level above the upper limit of the institutional reference range

= Leukoerythroblastosis

Table adapted from Barbui T et al. Blood Cancer J. 2015; 5:6337193 and Arber et al. Blood 2016;127:2391-2405%

BM, bone marrow; CML, chronic myeloid leukemia: MDS, myelodysplastic syndrome: LDH, serum lactate dehydrogenase

*Diagnosis of prefibrotic/early PMF requires all three major criteria and at least one minor criterion. Diagnosis of overt PMF requires meeting all three major criteria and at least one minor criterion
bSn‘lall—m—lame megakaryocytes with aberrant nuclear/cytoplasmic ratio and hyperchromatic and irregularly folded nuclei and dense clustering

®ln cases with grade 1 reticulin fibrosis®’. the megakaryocyte changes must be accompanied by increased BM cellularity, granulocytic proliferation, and often d 1 erythropoiesis (that is. pre-PMF)

91 the absence of any of the three major clonal mutations, the search for the most frequent accompanying mutations (ASXZ1, EZH2, TET?, IDHI/IDH2, SRSF2, SF3B1) are of help in determining the clonal nature of
the disease

“Minor (grade 1) reticulin fibrosis secondary to infection. autoimmune disorder or other chronic inflammatory conditions, hairy cell leukemia or other P 5 i ig y. or toxic (chronic)
myelopathies

3M fibrosis secondary to infection, autoimmune disorder, or other chronic inflammatory conditions, hairy cell leukemia, or other lymphoid neoplasm, metastatic malignancy or toxic (chronic) myelopathies

Slika 9: SZO kriteriji postavljanja dijagnoze mijelofibroze. Izvor: Barbui T, Thiele J, Gisslinger
H, et al. The 2016 WHO classification and diagnostic criteria for myeloproliferative
neoplasms: document summary and in-depth discussion. Blood Cancer J. 2018;8(2):15.

Lijecenje. Za razliku od PV 1 ET koje imaju kroni€an sporo progredirajudi tijek i KML koja se
uspjeSno lijeci tirozin kinaznim inhibitorom, lije¢enje MF veliki je klinicki izazov zbog
nedostatka terapijskih opcija, slabog klinickog odgovora i progresivne bolesti. Dio bolesnika
pri postavljanju dijagnoze nema izraZzene simptome bolesti, a time ni indikaciju za pocetak
lijecenja. Zbog prirodnog tijeka bolesti, prije ili kasnije treba zapoceti specifi¢no lijeCenje.
Glavne indikacije su prisutnost konstitucijskih simptoma, simptomatska splenomegalija,
anemija ili trombocitopenija.

Otkri¢e JAK2"%"7F mutacije i njene uloge u patogenezi ove bolesti, dovelo je do razvoja
specificnih lijekova koji inhibiraju JAK-STAT signalni put (34, 85-87). JAK2 inhibitor
ruksolitinib odobren je 2011. godine za lijeCenje bolesnika s mijelofibrozom intermedijarnog
ili visokog rizika. Nakon Sest mjeseci oralne terapije (2 puta po 20mg dnevno) 40% bolesnika
ima znacajno smanjenje veli¢ine slezene i konstitucijskih simptoma (88). Glavni su terapijski

problemi pogorSanje trombocitopenije i/ili anemije, zbog Cega je Cesto nuzna redukcija doze
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lijeka ili ¢ak prekid terapije. U Sjedinjenim Americkim Drzavama odobren je i fedratiniba, a u
klini¢kim studijama ucinkovitost su pokazali i drugi JAK inhibitori (pakritinib i momelotinib),
pogotovo u bolesnika s refraktornom citopenijom (89-91).

Alogenicna transplantacija mati¢nih hematopoetskih stanica jedina je terapijska opcija kojom
se u odredenog broja bolesnika moze posti¢i izljeCenje bolesti. Medutim, zbog visoke
periproceduralne smrtnosti, rezervirana je samo za mlade bolesnike s lo§im prognostickim
pokazateljima (92).

Ostali modaliteti lijeCenja usmjereni su ublazavanju simptoma. Nerijetko su bolesnici ovisni o
ucestaloj simptomatskoj potpori transfuzijskim pripravcima. Simptomatska splenomegalija
¢esto dovodi do smanjene kvalitete zZivota. Splenektomija je indicirana u bolesnika s masivhom
splenomegalijom refraktornom na JAK2 inhibitore, u bolesnika ovisnih o ¢estim transfuzijama
ili u bolesnika u kojih se razvila portalna hipertenzija (93). Zbog visokog perioperativnog rizika
(vecina bolesnika ima i izraZenu trombocitopeniju), potrebna je pazljiva individualna procjena
rizika. Simptomi splenomegalije mogu se smanjiti palijativnim zracenjem (94). Citoreduktivna
terapija hidroksiurejom ucinkovita je u nekih bolesnika, ali je terapijski uc¢inak djelomican i
kratkotrajan (95). U malog broja bolesnika korisni su imunomodulatorni lijekovi talidomid 1
lenalidomid, pogotovo ako je utvrdena delecija 5q, a androgen danazol moZze poboljSati anemiju
(96-99). Odredenu ucinkovitost pokazali su interferon-a, ciklosporin i etanercept (100-102). U
buduénosti ¢e vjerojatno biti dostupni drugi lijekovi koji inhibiraju razli¢ite signalne puteve.
Prognoza. Bolesnici s mijelofibrozom imaju loSiju prognozu od bolesnika s PV, ET 1 CML.
Medijan preZivljenja je 5 - 6 godina, a 20% bolesnika u 10-godiSnjem pracenju progredira u
akutnu mijeloi¢nu leukemiju. Za usporedbu, samo 5% bolesnika s ET 1 12% bolesnika s PV
progredira u akutnu mijeloi¢nu leukemiju u 20-godiSnjem pracenju (5). Jedan od razloga
klasificiranja prefibroticke faze mijelofibroze kao posebnog entiteta upravo je prognosticki

profil, koji ga jasno izdvaja od manje agresivnih bolesti PV 1 ET (slika 10) (82).
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Slika 10: Prognosticki parametri razli¢itih mijeloproliferativnih poremecaja. A: ukupna
smrtnost. B: ozbiljni tromboembolijski incidenti. C: progresija u mijelofibrozu. D: progresija u
akutnu mijeloi¢nu leukemiju (blasti¢na transformacija). Izvor: Barbui T, Thiele J, Gisslinger
H, et al. The 2016 WHO classification and diagnostic criteria for myeloproliferative
neoplasms: document summary and in-depth discussion. Blood Cancer J. 2018;8(2):15.

Nepovoljni prognosticki ¢imbenici su zivotna dob bolesnika, stupanj anemije, leukocitoza ili
leukopenija (> 25 x 10°/L ili < 4 x 10%/L), konstitucijski simptomi, prisutnost cirkuliraju¢ih
blasta (> 1%), muski spol, trombocitopenija, monocitoza, prisutnost JAK2"%’F mutacije ili
»trostruko negativni‘ bolesnici, kompleksne citogenetske promjene i neke druge mutacije
(ASXL1, IDH, WTI). Na osnovu nepovoljnih prognostickih pokazatelja definirani su
prognosticki indeksi (tablica 2) (103, 104).
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Tablica 2: Najcesce koriSteni prognosticki indeksi u mijelofibrozi i nac¢in bodovanja*.

IPSS DIPSS DIPSS plus
Dob > 65 godina 1 1 1
Konstitucijski simptomi 1 2 2
Hemoglobin < 100 g/L 1 1 1
Leukociti > 25 x 10°/L 1 1 1
Cirkuliraju¢i blasti > 1% 1 1 1
Trombociti < 100 x 10%/L 1
Ovisnost o transfuzijama eritrocita 1
Nepovoljne citogenetske promjene 1

* IPSS score: 0 (niski rizik); 1 (intermedijarni-1 rizik); 2 (intermedijarni-2 rizik); > 3 (visoki rizik). DIPSS score: 0 (niski
rizik); 1 - 2 (intermedijarni-1 rizik); 3 - 4 (intermedijarni-2 rizik); > 5 (visoki rizik). DIPSS plus score: 0 (niski rizik); 1

(intermedijarni-1 rizik); 2 - 3 (intermedijarni-2 rizik); > 4 (visoki rizik).
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1.3. JAK signalni put

Janus kinaza (JAK) grupa je nereceptorskih intracelularnih tirozin kinaza odgovornih
za prijenos citokinskog signala od receptora koji inace nemaju tirozin kinaznu aktivnost, poput
eritropoetinskog (EPO), trombopoetinskog (TPO) ili receptora za granulocitno-monocitni
faktor rasta (GM-CSF) (105). Naziv potjeCe od imena rimskog boga Janusa, zastitnika kuca i

puteva te simbola dvoli¢nosti (slika 11).
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Slika 11: Janus, rimski bog, simbol dvoli¢nosti, zaStitnik kuéa 1 puteva. Preuzeto sa
www.en.wikipedia.org/wiki/Janus

Vecéina bolesnika koji  boluju od Philadelphia kromosom negativnih kroni¢nih
mijeloproliferativnih bolesti imaju mutaciju u genu za JAK2, a najéeséa je JAK2"%'7F (zamjena
valina fenilalaninom na poziciji 617 gena za JAK?2) (106, 107). Navedena mutacija prisutna je
u skoro svih bolesnika s policitemijom verom (PV) te u oko polovice bolesnika s esencijalnom
trombocitemijom (ET) ili mijelofibrozom (MF) (20, 108). Nakon vezanja liganda za receptor
(primjerice faktora rasta), Janus kinaze fosforiliraju transkripcijske faktore (STAT) koji poti¢u
transkripciju odredenih gena odgovornih za kontrolu stani¢ne proliferacije, diferencijacije ili

apoptoze (slika 12) (106). Mutacija tih gena dovodi do prekomjerne aktivacije navedenog
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signalnog puta, pojacane osjetljivosti na cimbenike rasta ili ¢ak do proliferacije stanica neovisne
o receptorskoj stimulaciji (109-111). Manji broj bolesnika s mijelofibrozom ima mutaciju MPL
gena (MPLW515L) koja takoder dovodi do prekomjerne aktivacije JAK2 signalnog puta i

povezana je s trombocitozom i razvojem fibroze koStane srzi (35, 112, 113).
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Slika 12: Shematski prikaz disregulacija JAK-STAT signalnog puta u mijeloproliferativnim
bolestima. Izvor: Vaddi K, Sarlis NJ, Gupta V. Ruxolitinib, an oral JAK1 and JAK?2 inhibitor,
in myelofibrosis. Expert Opin Pharmacother. 2012;13(16):2397-407.

Tako je JAK2"%!"F mutacija zajednicka poveznica PV, ET i MF, zbog potpuno razli¢ite klinicke
prezentacije i prognoze tih bolesti, drugi kofaktori igraju bitnu ulogu u modificiranju navedenog
signalnog puta, s posljedicnom proliferacijom pojedinog klona. Razina genskog izraZaja
JAK2"7F znatno je veéa u mijelofibrozi. Druge modificirajuée mutacije poput MPL, CALR,
TET2, ASXLI 1 drugih, te interakcije s drugim signalnim putevima, vjerojatno imaju udjela u

patogenezi ovih kompleksnih poremecaja (114, 115).
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1.4. AURKA i BORA

Aurora kinaza A (AURKA) proteinska je kinaza iz porodice serin/treoninskih kinaza
koja ima zna€ajnu ulogu u stanicnom ciklusu, posebno u tranziciji iz G2 u M fazu stani¢nog
ciklusa (116, 117). U kombinaciji sa svojim kofaktorom i aktivatorom (protein aurora borealis
- BORA) aktivira polo kinazu 1 (PLK1) ¢ija je aktivacija nuzna za ulazak stanice u mitozu
(slika 13) (118, 119). Pojacan izrazaj AURKA rezultira abnormalnom kromosomskom

separacijom, zbog ¢ega nastaje aneuploidija (120).
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Slika 13: Shematski prikaz aktivacije M faze stani¢nog cikusa. Izvor: Gheghiani L, Loew D,
Lombard B, Mansfeld J, Gavet O. PLK1 Activation in Late G2 Sets Up Commitment to Mitosis.
Cell reports. 2017,19(10):2060-73.

Disregulacija AURKA i BORA dokazana je u brojnim zloudnim bolestima. Pretjerani izrazaj
AURKA povezan je s karcinomom dojke, debelog crijeva, prostate, jajnika i drugih tumora, a u
nekih je povezan i s prognozom bolesti (121-124). BORA ima onkogenu ulogu u nekim
zlo¢udnim bolestima. Pojacani izrazaj korelira s prognozom i proliferacijskim indeksom (Ki-
67) nekih tipova adenokarcinoma (125). Nakon kofaktorske uloge u kojoj BORA zajedno s
AURKA aktivira PLK1, dolazi do degradacije BORA proteina nakon §to zapocne M faza
stanicnog ciklusa (118, 126). Postoje saznanja o wulozi AURKA u patogenezi
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mijeloproliferativnih poremecaja. AURKA se povezuje s aktivacijom JAK?2 signalnog puta, a
njene poviSene vrijednosti utvrdene su u CD34+ stanicama bolesnika koji boluju od
mijeloproliferativnih bolesti, s posljedi¢nim ucinkom na upalni odgovor i razvoj fibroze
kosStane srzi (116). Ve¢ ranije spomenuta abnormalna kromosomska separacija s posljedi¢nom
aneuploidijom, po svemu sude¢i igra bitnu ulogu u aberantnoj megakariocitopoezi u bolesnika
s mijelofibrozom. Specifi¢na inhibicija ove kinaze alisertibom dovodi do proliferacijskog aresta
megakariocita, Sto poti¢e diferencijaciju i poliploidizaciju koja je normalna sastavnica zdrave
megakariocitopoeze (116, 127). Na Zivotinjskim modelima mijelofibroze AURKA inhibicijom
dokazana je poliploidizacija megakariocita i redukcija fibroze koStane srzi (128). Pozitivan
klinicki odgovor uocen je i u bolesnika s mijelofibrozom, a dio njih prethodno su neuspjesno
lijeceni ruksolitinibom (slika 14 1 15) (129). Do sada nije istrazivan izrazaj BORA ni povezanost
izmedu izrazaja AURKA 1 BORA s klinickim pokazateljima 1 prognozom bolesnika s

mijelofibrozom.

Slika 14: Normalizacija megakariocitopoeze i redukcija fibroze koStane srZi u dva bolesnika
nakon lijeCenja alisertibom. Izvor: Gangat N, Marinaccio C, Swords R, et al. Aurora Kinase A
Inhibition Provides Clinical Benefit, Normalizes Megakaryocytes, and Reduces Bone Marrow
Fibrosis in Patients with Myelofibrosis: A Phase I Trial. Clinical cancer research : an official
Jjournal of the American Association for Cancer Research. 2019;25(16):4898-906.
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Type of response Number evaluable | Number of responders (%)

Symptom response 22 7(32)
Spleen response 14 4(29)
Anemia response 19 2(1D)

Response in 13 patients with a minimum of

6 cycles
Symptom response 13 6 (46)
Spleen response 7 4 (57)
Anemia response 5 1(20)

Biomarker response

Fibrosis response (one grade reduction) 7 5(71)

Improvement in GATAI staining 7 6 (86)

Slika 15: Dio rezultata iz klinicke studije s alisertibom u bolesnika s mijelofibrozom. Izvor:
Gangat N, Marinaccio C, Swords R, et al. Aurora Kinase A Inhibition Provides Clinical Benefit,
Normalizes Megakaryocytes, and Reduces Bone Marrow Fibrosis in Patients with
Myelofibrosis: A Phase I Trial. Clinical cancer research : an official journal of the American
Association for Cancer Research. 2019;25(16):4898-906.

1.5. PLK1

Polo-like kinaza 1 (PLKI1), jo§ poznata kao serin/treoninska protein kinaza 13
(STPK13), proteinska je kinaza koju kodira istoimeni gen (130). Regulator je stani¢nog ciklusa,
poznat kao rani okidac (early trigger) tranzicije G2 u M fazu stani¢nog ciklusa (119, 131).
Jedan od glavnih puteva te aktivacije je fosforilacija 1 aktivacija CDC25c¢ (Cell Division Cycle
25C), APC (anaphase-promoting complex) te CDK1/ciklin B1 kompleksa (132, 133). Uloga
PLK1 u regulaciji stani¢nog ciklusa vrlo je sloZena, a njegova inhibicija dovodi do
proapoptotickog okoliSa 1 supresije stani¢ne diferencijacije (slika 161 17) (134).

PLK]1 je protoonkogen i njegov pretjerani izraZaj naden je u mnogim zlo¢udnim bolestima (135-
139). Osim u solidnim tumorima, istrazivan je u hematoloskim poremecajima, npr. akutnoj
mijeloi¢noj leukemiji (AML) (140-142). PLK1 je u direktnim interakcijama s poznatim tumor-
supresorskim signalnim putevima (p53, RB 1 drugi) gdje inhibira njihovu prirodnu
proapoptoticku aktivnost (143, 144).

PLK1 je zanimljiv i kao terapijska opcija jer su razvijene molekule s inhibicijskim u¢inkom na
PLK1 1 pokazuju djelotvornost u razli¢itim kombinacijama onkoloSkog lijeenja (145). U

klinickim studijama ispituju se PLKI1 inhibitor volasertib i RAS/PI3K/PLKI inhibitor
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rigosertib. U kombinaciji s citarabinom, volasertib je pokazao odredenu ucinkovitost u
bolesnika s AML, a rigosertib u bolesnika s mijelodisplasticnim sindromom i AML (146-149).
Iako se navedeni lijekovi intenzivno ispituju u brojnim hematoloskim poremecajima, medu
ostalim u mijelofibrozi (u tijeku je studija s rigosertibom NCT02730884), ne postoje saznanja
o izrazaju PLKI 1 povezanosti s klinickim pokazateljima i prognozom bolesnika s

mijelofibrozom.
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Slika 16: PLK1 kontrola stani¢nog ciklusa. Izvor: Liu X. Targeting Polo-Like Kinases: A
Promising Therapeutic Approach. Transl Oncol. 2015;8(3):185-95.
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Slika 17: ViSestruka uloga PLK1 u mitozi. Izvor: Barr FA, et al. Polo-like kinases and the
orchestration of cell division. Nat Rev Mol Cell Biol. 2004,;5(6):429-40.

1.6. CDC25¢

Cell Division Cycle 25C (CDC25¢) bitan je enzim za regulaciju stani¢nog ciklusa (slika
18) (119). Jedan je od tri izoforme fosfataze (uz CDC25a 1 CDC25b) 1 vjerojatno klju¢ni okidac
aktivacije mitoze jer je jedan od glavnih aktivatora CDK1/ciklin B1 kompleksa (150, 151).
Disregulacija gena koji kodira CDC25c¢ dovodi se u vezu s malignom alteracijom i
proliferacijom stanica (152-154). CDC25c inhibira p53 signalni put i tako izravno utjece na
sprecavanje apoptoze (155). Karcinom dojke, jednjaka, prostate, debelog crijeva i ginekoloski
karcinomi neki su od solidnih tumora u kojima je dokazan abnormalni izrazaj CDC25c¢ (156-
160). Malo je istraZivanja o njegovoj ulozi u patogenezi hematoloskih poremecaja. Utvrdena je
povecana ucestalost mutacija CDC25 gena u rijetkim nasljednim trombocitopenijama (FPD —
familiar platelet disorder) s mogucim utjecajem na transformaciju bolesti u akutnu mijeloi¢nu
leukemiju (161). Izrazaj CDC25 1 povezanost s klinickim i1 prognostickim pokazateljima nisu
ispitivani u mijeloproliferativnim bolestima.
Kaskadni aktivacijski mehanizam izmedu AURKA, BORA, PLK1 i CDC25c¢ koristan je

predmet analize patogeneze zlo¢udnih bolesti i novih ciljanih terapijskih opcija.
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2. Ciljevi i hipoteza

Ciljevi istrazivanja:

- Ispitati postoji li razlika u mRNA ekspresiji AURKA, BORA, PLKI i CDC25c u
stanicama koStane srzi izmedu ispitanika s mijelofibrozom i ispitanika u kontrolnoj skupini.

- Ispitati utjece 1i mRNA ekspresija AURKA, BORA, PLKI i CDC25¢ na ukupno
prezivljenje ispitanika s mijelofibrozom.

- Ispitati korelaciju mRNA ekspresije AURKA, BORA, PLKI i CDC25¢ s klinickim i

prognostickim pokazateljima ispitanika s mijelofibrozom.

Hipoteza istrazivanja:

- mRNA ekspresija AURKA, BORA, PLK1 i CDC25c u stanicama koStane srzi ispitanika
s mijelofibrozom razlikuje se u odnosu na kontrole.

- mRNA ekspresija AURKA, BORA, PLK1 i CDC25c u stanicama koStane srzi ispitanika

s mijelofibrozom utjece na ukupno prezivljenje.
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3. Metode i materijali

3.1. Ispitanici

Analizirano je ukupno 43 bolesnika s mijelofibrozom 1 12 kontrolnih ispitanika.
Bolesnici s primarnom ili sekundarnom mijelofibrozom koji su ukljuceni u istrazivanje
novodijagnosticirani su bolesnici ili bolesnici s od ranije postavljenom dijagnozom i kojima je
klinicki indicirana kontrolna analiza koStane srzi. Dijagnoza mijelofibroze postavljana je prema
kriterijima SZO 1 Medunarodne radne skupine za istrazivanje 1 lijeCenje mijelofibroze (3, 82,
84). U kontrolnu skupinu uvrSteni su bolesnici s ogranienim stadijem agresivnog ne-
Hodgkinovog limfoma u kojih je inicijalnom obradom isklju¢eno postojanje infiltracije koStane
srzi malignom boleS¢u. U sklopu standardne dijagnosticke obrade, infiltracija koStane srzi
limfomom u kontrolnoj skupini iskljuena je histoloSki, imunohistokemijski i, ovisno o
dijagnozi, FISH i PCR analizom.
Veli¢ina uzorka izraCunata je na temelju pilot rezultata za izrazaj BORA. Uz gresku tipa 1 od
0.05, snagu od 80%, prosjec¢nu ekspresiju od 0.91 ACT vrijednosti i standardnu devijaciju od
1.25 u oboljelih 1 prosje¢nu ekspresiju od 0.01 ACT vrijednosti i standardnu devijaciju od 0.75
u kontrola, potrebno je ukljuciti ukupno 34 bolesnika s mijelofibrozom i1 12 kontrola da bi
rezultat bio statistiCki znacajan. Pod istim pretpostavkama potrebno je ukljuciti 28 bolesnika i
10 kontrola da bi studija imala 80% snage da bi detektirala statisti¢ki znacajnu razliku od 1
ACT vrijednosti (Sto odgovara dvostruko ve¢oj/manjoj prosjecnoj relativnoj ekspresiji gena
izmedu dvije skupine), ukoliko bi ista bila prisutna.
Ispitanici su prije punkcije koStane srzi klinicki pregledani i uzeti su anamnesticki podaci.
Velicina jetre 1 slezene odredeni su palpacijski. Dokumentirani su demografski podaci, osnovne
karakteristike bolesti (konstitucijski simptomi, mutacijski status, stupanj fibroze koStane srzi,
DIPSS score, ovisnost o transfuzijama) i laboratorijski pokazatelji. Podaci sa zadnje kontrole
odnosno informacija o datumu smrti koriSteni su za ocjenu statusa na kraju pracenja i izracun
prezZivljenja.
U svrhu provjere prikladnosti odabira kontrolne skupine (ispitanici s ogranic¢enim stadijem
agresivnog ne-Hodgkinovog limfoma bez infiltracije koStane srzi), napravljena je i usporedba
s dodatnom kontrolnom skupinom od 6 ispitanika koji nemaju dijagnozu zlocudne bolesti (Cetiri
ispitanika s reaktivnom leukocitozom, ispitanik s anemijom u sklopu bubreznog zatajenja te

jedan ispitanik s reaktivnom trombocitozom).
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Svi ispitanici ispunili su odgovarajuci informirani pristanak. Istrazivanje je odobreno od strane
Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Split (klasa 500-03/19-01/01; Ur. br: 2181-
147-01/06/M.S.-19-3). Istrazivanje je provedeno u skladu s nacelima HelsinSke deklaracije te
je sukladno sa smjernicama i preporukama za pravilno ophodenje i rukovanje bioloskim
materijalima. Osobe koje su sudjelovale u ovom istrazivanju jamce za sigurnost i tajnost svih
podataka. Svi prikupljeni podaci koristeni su iskljucivo u istrazivacke svrhe, bez navodenja bilo

kakvih osobnih podataka o bolesnicima.

3.2. Materijali i postupci

Nakon iglene aspiracije koStane srzi u podrudju spine ilijake posterior superior
(Somatex, ASPI-CUT punkcijska igla 40 mm 15G / 1.8 mm, ref 181013), mononuklearne stanice
izdvojene su centrifugiranjem (Histopaque, Sigma, St. Louis, MO, USA; density 1.077 g/mL).
Ukupna RNA izolirana je uz Trizol reagens (TriPure; Roche Mannheim, Germany) 1 reverzno
transkribirana u komplementarnu deoksiribonukleinsku kiselinu - cDNA (MuLV Reverse
Transcriptase; Applied Biosystems, Foster City, CA). Potom je u¢injeno umnozavanje u
lan¢anoj reakciji polimeraze u realnom vremenu (RT-PCR) u uredaju ABI Prism 7300 Sequence
Detection system (Applied Biosystems), koriste¢i eseje za ispitivane gene (AURKA
Hs1582072_ml, BORA Hs0227229 ml, PLKI Hs0983227 ml i CDC25C Hs00156411 ml,
Thermo Fischer Scientific TagMan assays). RT-PCR je u€injen u duplikatu za svaki uzorak.
Ekspresija gena izrazena je kao razlika u ciklusima praga detekcije (ACT - difference in
threshold cycles) izmedu ispitivanog i referentnog gena ABL. Visa vrijednost ACT ukazuje na
niZu ekspresiju ispitivanog gena i1 obrnuto (niza ACT vrijednost sugerira da je prisutna veca
pocetna kolicina RNA ciljnog gena te njenim umnaZanjem ranije dolazi do oslobadanja
fluorofora kojeg detektira uredaj). U brojnim publiciranim studijama o kvantitativnom RT-PCR
analizi, npr. u analizama fuzijskih transkripata mijeloidnih neoplazmi, koriStenje 4BL kao
kontrolnog gena pokazalo je adekvatne rezultate te je preporucen kao kontrolni gen (162-165).
Gen ABL smatra se kvalitetnom kontrolom u analizi fuzijskih transkripata mijeloidnih

neoplazmi, kako zbog stabilnosti ekspresije, tako 1 zbog nepostojanja pseudogena (162, 163).

3.3. Statisticka obrada podataka

Normalnost raspodjele numeric¢kih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom.
Normalno distribuirane numericke varijable prikazane su kao aritmeticka sredina + standardna

devijacija 1 usporedene su izmedu dvije skupine koriStenjem t-testa za nezavisne uzorke. Ne-
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normalno distribuirane numericke varijable prikazane su kao medijan 1 interkvartilni raspon
(IKR) i usporedene su izmedu dvije skupine koristenjem Mann-Whitney U testa, ili izmedu vise
skupina koriStenjem Kruskal-Wallis jednosmjerne analize varijance uz naknadni test po
Conoveru (166). Dvije numericke varijable medusobno su usporedene koriStenjem
Spearmanove rank korelacije. Kategorijske varijable prikazane su kao omjer i postotak, i
usporedene su izmedu skupina koriStenjem y* testa. Analiza preZivljenja temeljena je na
Kaplan-Meier metodi. Za usporedbu prezivljenja izmedu dvije skupine bolesnika koristen je
log-rank test. Optimalne grani¢ne vrijednosti na kojima su dihotomizirane numericke varijable
odabrane su koriStenjem analize ROC krivulje. Kao kriterijska varijabla koriSten je status
prezivljenja ili status bolesti. P vrijednosti <0.05 smatrane su statisticki zna¢ajnima. Sve analize
radene su u statistickom programu MedCalc ver. 19.0.7 (MedCalc Software bvba, Ostend,
Belgium).
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4. Rezultati

4.1. Karakteristike ispitanika

Analizirana su ukupno 43 ispitanika oboljela od mijelofibroze i 12 kontrolnih ispitanika.
28/43 (65.1%) ispitanika imalo je PMF, a 15/43 (34.9%) SMF i to 13/43 (30.2%) nakon PV i
2/43 (4.7%) nakon ET (slika 19).
Prosjecna dob ispitanika s mijelofibrozom bila je 66.1 £11.9 godina. Raspodjela po dobi
prikazana je na slici 20. Bilo je podjednako muskaraca [23/43 (53.5%)] i zena [20/43 (46.5%)].
Ispitanici 1 kontrole nisu se znacajno razlikovali prema dobi (P=0.443, slika 21) i spolu

(P=0.831). Karakteristike ispitanika stratificirane prema spolu prikazane su u tablici 3.

post-ET SMF
5%

m PMF
M post-PV SMF
I post-ET SMF

Slika 19: Udio bolesnika s razli¢itom etiologijom mijelofibroze u ispitivanom uzorku.
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Slika 21: Usporedba dobi izmedu bolesnika i kontrola.



Tablica 3: Praceni pokazatelji s obzirom na spol 43 ispitanika s mijelofibrozom.

Ukupno Muskarci Zene P vrijednost

Broj ispitanika 43 23 20 -
Dob (godine) 66.8 £11.3 66.7 £9.3 66.9 +£13.6 P=0.944
Spol
Muski 23/43 (53.5%)
Zenski 20/43 (46.5%) ) ) )
Tip mijelofibroze
PMF 28/43 (65.1%) | 18/23 (78.3%) 10/20 (50%)
Post-PV SMF 13/43 (30.2%) 4/23 (17.4%) 9/20 (45%)
Post-ET SMF 2/43 (4.7%) 1/23 (4.3%) 1/20 (5%) P=0.134
Stupanj fibroze
0-1 19/43 (44.2%) | 12/23 (52.2%) 7/20 (35%)
2-3 24/43 (55.8%) | 11/23 (47.8%) 13/20 (65%) P=0.258
JAK?2 mutirani 34/43 (79.1%) | 17/23 (73.9%) 17/20 (85%) P=0.467
CALR mutirani 2/38 (5.3%) 2/20 (10%) 0/18 (0%) P=0.488
MPL mutirani 1/38 (2.6%) 1/20 (5%) 0/18 (0%) P=1.000
Leukemijska
transformacija 3/43 (7%) 2/23 (8.7%) 1/20 (5%) P=1.000
Status slezene
Nepalpabilna 7/39 (17.9%) 3/21 (14.3%) 4/18 (22.2%)
<10 cm 17/39 (43.6%) 8/21 (38.1%) 9/18 (50%)
>10 cm 15/39 (38.5%) | 10/21 (47.6%) 5/18 (27.8%) P=0.439
Ovisnost o
transfuzijama 19/42 (45.2%) | 10/23 (43.5%) 9/19 (47.4%) P=0.801
Konstitucijski
simptomi 25/43 (58.1%) | 13/23 (56.5%) 12/20 (60%) P=0.818
Leukociti (x10°L) 10.9 IKR (6 - 9.6 IKR (5.8 - 10.9 IKR (9 -

18.4) 16.9) 19.5) P=0.551
>1% blasta u
perifernoj krvi 10/43 (23.3%) 5/23 (21.7%) 5/20 (25%) P=1.000
Hemoglobin (g/L) 112.6 £23.1 114.9 £25 109.9 £21 P=0.489
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Ukupno Muskarci Zene P vrijednost
Trombociti 276 IKR (144.5 | 276 IKR (130 - | 261 IKR (145.3
(x10°/L) - 475) 527) - 340) P=0.511
520 IKR (326 - 518 IKR 537 IKR (320.5
LDH (U/L)
799) (395.5-831.3) - 687) P=0.666
160 IKR (65.5- | 109 IKR (79.5 | 211 IKR (27 -
Feritin (ng/L)
614.3) -461.5) 1975) P=0.751
Saturacija
transferina (%) 23.6 £13.2 26.5 £13 16.1 £11.5 P=0.140
6.8IKR(1.2- | 7.8IKR (1.7- | 53IKR(1.2-
CRP (mg/L)
13.5) 16.2) 8.7) P=0.603
Albumin (g/L) 41.7+4.9 43 £4.6 40.1 +4.9 P=0.049*
19.6 IKR (18.3- | 19.2 IKR (18.2 | 20.3 IKR (19.5 -
RDW (%)
21.4) -19.9) 21.8) P=0.017*
87.9IKR (81.4- | 87.2 IKR (82.4 | 89.4 IKR (78.7 -
MCYV (fL)
92.3) -92.2) 92.4) P=0.764
DIPSS kategorije
Niski rizik 6/43 (14%) 3/23 (13%) 3/20 (15%)
Int-1 rizik 12/43 (27.9%) 8/23 (34.8%) 4/20 (20%) P—0.464
Int-2 rizik 21/43 (48.8%) 9/23 (39.1%) 12/20 (60%) '
Visoki rizik 4/43 (9.3%) 3/23 (13%) 1/20 (5%)

*statisticki znacajno na razini P<0.05
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Ukupno 16 ispitanika umrlo je tijekom pracenja. Medijan prezivljenja bio je 53 mjeseca,

petogodisnja stopa prezivljenja bila je 45%. Krivulja ukupnog prezivljenja prikazana je na slici

22.

Ukupno prezivijenje
100 |

80 -

60 |- »

20

0 H . | . | . | . | . | . |

0 20 40 60 80 100 120
Vrijeme (mjeseci)

Slika 22: Krivulja ukupnog prezivljenja s 95% intervalom pouzdanosti.
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4.2. AURKA

Relativna ekspresija AURKA mRNA u kostanoj srzi ispitanika s mijelofibrozom nije se
razlikovala u odnosu na kontrolne ispitanike (medijan ACT 0.46 prema 0.07; P=0.328, slika
23). Nije bilo znacajne razlike u AURKA mRNA ekspresiji izmedu PMF, SMF i kontrolnih
ispitanika (medijan ACT 0.49 prema 0.44 prema 0.07; P=0.466, slika 24).
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Slika 23: Relativna ekspresija AURKA mRNA u ispitanika s mijelofibrozom i kontrolnih
ispitanika (ACT, viSa vrijednost predstavlja nizu ekspresiju gena).
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Slika 24: Relativna ekspresija AURKA mRNA u ispitanika s mijelofibrozom i kontrolnih
ispitanika (ACT, viSa vrijednost predstavlja nizu ekspresiju gena).
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Analizom ROC krivulje odredena je optimalna razina 4URKA mRNA ekspresije za
diskriminaciju prezivljenja (kriterij ACT <0.9203). Ispitanika s viSom AURKA mRNA
ekspresijom (ACT <0.9203) bilo je 30/43 (69.8%), a ispitanika s nizom AURKA mRNA
ekspresijom (ACT >0.9203) 13/43 (30.2%).

Ispitanici s viSom AURKA ekspresijom imali su znacajno kra¢e ukupno prezivljenje nego
ispitanici s nizom 4 URKA ekspresijom (HR=3.77; P=0.012, slika 25). Medijan prezivljenja nije
postignut u ispitanika s nizom, a bio je 44 mjeseca u ispitanika s viSom AURKA mRNA
ekspresijom. Petogodis$nje stope prezivljenja bile su 90% 1 30% za ispitanike s nizom 1 viSom

AURKA mRNA ekspresijom.

Ukupno prezivijenje
100 |-
90 B I-I‘mih' A ' T 1
80| i

[T AURKA
[0 o E—— v )

i — Niza ekspresija
oF I Visa ekspresija
50 -

40
30 _- HR=3.77 T
20| | p=0.012
10 |- |
O N | 1 ) | ) i . i : i : i
0 20 40 60 80 100 120
Vrijeme (mjeseci)

Slika 25: Ukupno prezivljenje u bolesnika s viSom i nizom AURKA mRNA ekspresijom.
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AURKA mRNA ekspresija mjerena kao kontinuirana varijabla nije se znacajno razlikovala u
odnosu na praéene pokazatelje: spol (P=0.981), stupanj fibroze kostane srzi (P=0.899), JAK2
status (P=0.633), CALR status (P=0.433), MPL status (P=0.132), DIPSS kategorije (P=0.960),
prisustvo konstitucijskih simptoma (P=0.460), ovisnost o transfuzijama (P=0.411), blastnu
transformaciju bolesti (P=0.962), prisustvo masivne splenomegalije (P=0.149), dob (P=0.483),
razinu hemoglobina (P=0.619), broj leukocita (P=0.124), prisustvo cirkuliraju¢ih blasta
(P=0.931), broj trombocita (P=0.914), LDH (P=0.534), veli¢inu jetre (P=0.650), veli¢inu
slezene (P=0.157), MCV (P=0.315), RDW (P=0.719), CRP (P=0.749), zeljezo u serumu
(P=0.703), TIBC (P=0.897), saturaciju transferina (P=0.789), feritin (P=0.673), albumine
(P=0.797), apsolutni broj neutrofila (P=0.213), apsolutni broj limfocita (P=0.792), apsolutni
broj monocita (P=0.231), apsolutni broj bazofila (P=0.646), MPV (P=0.826) (tablica 4).
AURKA mRNA ekspresija u odnosu na DIPSS kategorije prikazana je na slici 26.

U usporedbi ispitanika s viSom i nizom AURKA mRNA ekspresijom podijeljenih prema
kriteriju za diskriminaciju prezivljenja (ACT <0.9203 za visu ekspresiju) jedina statisticki
znacajna razlika je u apsolutnom broj monocita (medijan 0.48 x10°/L prema 0.21 x10°/L;

P=0.024, slika 27).
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Tablica 4: povezanost AURKA, BORA, PLKI i CDC25¢ mRNA ekspresije mjerene kao

kontinuirana varijabla s praenim pokazateljima.

AURKA BORA PLKI1 CDC25¢
Spol P=0.981 P=0.408 P=0.559 P=0.420
Stupanj fibroze P=0.899 P=0.464 P=0.678 P=0.632
kostane srzi
JAK? status P=0.633 P=0.765 P=0.438 P=0.915
CALR status P=0.433 P=0.296 P=0.327 P=0.140
MPL status P=0.132 P=0.158 P=0.111 P=0.399
DIPSS P=0.960 P=0.922 P=0.942 P=0.703
kategorije
Konstitucijski P=0.460 P=0.049 | P=0.658 P=0.127
simptomi
Ovisnost o P=0.411 P=0.126 P=0.411 P=0.229
transfuzijama
Blastna P=0.962 P=0.294 P=0.600 P=0.449
transformacija
Dob P=0.483 P=0.455 P=0.230 P=0.412
Masivna P=0.149 P=0.840 P=0.083 P=0.917
splenomegalija
Razina P=0.619 P=0.884 P=0.879 P=0.427
hemoglobina
Broj leukocita P=0.124 P=0.388 P=0.073 Rho=-0.37;

P=0.017 1
Cirkulirajuci P=0.931 P=0.047 | P=0.863 P=0.408
blasti
Broj P=0.914 P=0.378 P=0.189 P=0.213
trombocita
LDH P=0.534 P=0.346 P=0.921 P=0.251
Velic¢ina jetre P=0.650 P=0.087 P=0.655 Rho=-0.36;
P=0.022 1

Velicina P=0.157 P=0.559 P=0.203 P=0.821
slezene
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MCV P=0.315 P=0.359 P=0.101 P=0.722
RDW P=0.719 P=0.602 P=0.306 P=0.539
CRP P=0.749 P=0.378 P=0.952 P=0.406
Zeljezo u P=0.703 P=0.993 P=0.731 P=0.776
serumu

TIBC P=0.897 P=0.960 P=0.410 P=0.543
Saturacija P=0.789 P=0.681 P=0.749 P=0.624
transferina

Feritin P=0.673 P=0.574 P=0.928 P=0.547
Albumin P=0.797 P=0.333 P=0.299 P=0.975
Apsolutni broj P=0.213 P=0.637 P=0.206 P=0.054
neutrofila

Apsolutni broj P=0.792 P=0.360 P=0.895 P=0.946
limfocita

Apsolutni broj P=0.231 P=0.106 P=0.492 P=0.083
monocita

Apsolutni broj P=0.646 P=0.064 P=0.975 Rho=-0.39;
bazofila P=0.012 1
Apsolutni broj P=0.492 P=0.637 P=0.768 Rho=-0.38;
eozinofila P=0.013 1
MPV P=0.826 P=0.390 P=0.162 P=0.237

* 1 - oznacava pozitivnu korelaciju; | oznacava negativnu korelaciju.
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Slika 26: AURKA mRNA ekspresija u odnosu na DIPSS kategorije (1=niski rizik; 2=int-1 rizik;
3=int-2 rizik; 4=visoki rizik).

37



3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

|
|
P=0.024
_O_
_I_ 1
Visoka Niska
AURKA mRNA ekspresija

Slika 27: apsolutni broj monocita s obzirom na visoki ili niski izrazaj AURKA mRNA.

38



4.3. BORA

Relativna ekspresija BORA mRNA u koStanoj srzi ispitanika s mijelofibrozom bila je
statistiCki znacajno niza u odnosu na kontrolne ispitanike (medijan ACT 0.77 prema 0.04;
P=0.006, slika 28). Ispitanici s PMF i SMF imali su nizu BORA mRNA ekspresiju u odnosu na
kontrolne ispitanike, dok nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu PMF i SMF (medijan ACT
0.84 prema 0.77 prema 0.04; P=0.009, slika 29).
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Slika 28: Relativna ekspresija BORA mRNA u ispitanika s mijelofibrozom i kontrolnih
ispitanika (ACT, viSa vrijednost predstavlja nizu ekspresiju gena).
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Slika 29: Relativna ekspresija BORA mRNA u ispitanika s mijelofibrozom i kontrolnih
ispitanika (ACT, viSa vrijednost predstavlja nizu ekspresiju gena).

Analizom ROC krivulje odredena je optimalna razina BORA mRNA ekspresije za
diskriminaciju prezivljenja (kriterij ACT <0.6861). Ispitanika s viSom BORA mRNA
ekspresijom (ACT <0.6861) bilo je 20/43 (46.5%), a ispitanika s niZzom BORA mRNA
ekspresijom (ACT >0.6861) 23/43 (53.5%). Nije utvrdena statisticki znaajna razlika u
ukupnom prezivljenju izmedu ovih skupina bolesnika (P=0.378, slika 30). Nije bilo statisticki
znacajne povezanosti s ukupnim preZivljenjem ni na drugim testiranim grani¢nim vrijednostima
BORA mRNA ekspresije [medijan BORA mRNA ekspresije u oboljelih od mijelofibroze
(kriterij ACT >0.77); optimalna grani¢na vrijednost BORA mRNA ekspresije za diskriminaciju
oboljelih od kontrola (ACT >0.5835); P>0.05 za obje analize].
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Slika 30: ukupno preZivljenje u bolesnika s viSom i1 nizom BOR4A mRNA ekspresijom.

Visa BORA mRNA ekspresija mjerena kao kontinuirana varijabla povezana je s odsustvom
konstitucijskih simptoma (medijan ACT 1.29 prema 0.64; P=0.049, slika 31) 1 odsustvom
cirkuliraju¢ih blasta (medijan ACT 1.73 prema 0.69; P=0.047, slika 32). BORA mRNA
ekspresija mjerena kao kontinuirana varijabla nije se znacajno razlikovala u odnosu na pracene
pokazatelje: blastnu transformaciju bolesti (P=0.294), spol (P=0.408), JAK?2 status (P=0.765),
CALR status (P=0.296), MPL status (P=0.158), ovisnost o transfuzijama (P=0.126), prisustvo
masivne splenomegalije (P=0.840), stupan;j fibroze koStane srzi (P=0.464), DIPSS kategorije
(P=0.922), dob (P=0.455), hemoglobin (P=0.884), leukocite (P=0.388), trombocite (P=0.378),
LDH (P=0.346), veli¢inu jetre (P=0.087), veli¢inu slezene (P=0.559), MCV (P=0.359), RDW
(P=0.602), CRP (P=0.378), Zeljezo u krvi (P=0.993), TIBC (P=0.960), saturaciju transferina
(P=0.681), feritin (P=0.574), apsolutni broj neutrofila (P=0.637), apsolutni broj limfocita
(P=0.360), apsolutni broj monocita (P=0.106), apsolutni broj bazofila (P=0.064), MPV
(P=0.390), albumine (P=0.333) (tablica 4). BORA mRNA ekspresija u odnosu na DIPSS

kategorije prikazana je na slici 33.
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U usporedbi ispitanika s viSom 1 nizom BORA mRNA ekspresijom podijeljenih prema kriteriju
za diskriminaciju oboljelih od kontrola (ACT >0.5835 za nizu ekspresiju) statisticki znacajna
razlika je u apsolutnom broju monocita (medijan 0.55 x10°/L prema 0.38 x10°/L; P=0.040, slika
34) i apsolutnom broju eozinofila (medijan 0.35 x10°/L prema 0.1 x10°/L; P=0.016, slika 35).
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Slika 31: Relativna ekspresija BORA mRNA u odnosu na konstitucijske simptome.
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Slika 32: Relativna ekspresija BORA mRNA u odnosu na cirkulirajuce blaste.
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Slika 33: BORA mRNA ekspresija u odnosu na DIPSS kategorije (1=niski rizik; 2=int-1 rizik;
3=int-2 rizik; 4=visoki rizik).
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Slika 34: apsolutni broj monocita u odnosu na razinu BOR4 mRNA ekspresije.
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Slika 35: apsolutni broj eozinofila u odnosu na razinu BOR4 mRNA ekspresije.
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4.4. PLKI

Relativna ekspresija PLKI mRNA u koStanoj srzi ispitanika s mijelofibrozom nije se
razlikovala u odnosu na kontrolne ispitanike (medijan ACT -0.98 prema -0.56; P=0.669, slika
36). Nije bilo znacajne razlike u PLKI mRNA ekspresiji izmedu PMF, SMF i kontrolnih
ispitanika (medijan ACT -0.58 prema -1.23 prema -0.56; P=0.103, slika 37).

PLK1 mRNA ekspresija (ACT)

MF Kont.

Slika 36: Relativna ekspresija PLK/ mRNA u ispitanika s mijelofibrozom i kontrolnih
ispitanika (ACT, viSa vrijednost predstavlja nizu ekspresiju gena).
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Slika 37: Relativna ekspresija PLK/ mRNA u ispitanika s mijelofibrozom i kontrolnih
ispitanika (ACT, visa vrijednost predstavlja nizu ekspresiju gena).
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Analizom ROC krivulje odredena je optimalna razina PLKI mRNA ekspresije za
diskriminaciju prezivljenja (kriterij ACT <-1.2342). Ispitanika s viSom PLK/ mRNA
ekspresijom (ACT <-1.2342) bilo je 17/43 (39.5%), a ispitanika s nizom PLKI/ mRNA
ekspresijom (ACT >-1.2342) 26/43 (60.5%).

Ispitanici s viSom PLKI ekspresijom imali su znaCajno kra¢e ukupno prezivljenje nego

ispitanici s nizom PLK] ekspresijom (HR=5.87; P=0.003, slika 38). Medijan prezivljenja bio

je 70 mjeseci u ispitanika s nizom, a 25 mjeseci u bolesnika s viSom PLK] mRNA ekspresijom.

Petogodi$nje stope prezivljenja bile su 60% 1 17% za ispitanike s nizom i viSom PLKI/ mRNA

ekspresijom.
Ukupno preZivijenje
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Slika 38: ukupno prezivljenje u bolesnika s viSom i nizom PLKI! mRNA ekspresijom.
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PLK] mRNA mjerena kao kontinuirana varijabla nije se znacajno razlikovala u odnosu na
praéene pokazatelje: spol (P=0.559), blastnu transformaciju bolesti (P=0.600), JAK2 status
(P=0.438), CALR status (P=0.327), MPL status (P=0.111), prisustvo B simptoma (P=0.658),
ovisnost o transfuziji (P=0.411), prisustvo masivne splenomegalije (P=0.083), stupanj fibroze
kostane srzi (P=0.678), DIPSS kategorije (P=0.942), prisustvo cirkulirajucih blasta (P=0.863),
dob (P=0.230), hemoglobin (P=0.879), leukocite (P=0.073), trombocite (P=0.189), LDH
(P=0.921), veli¢inu jetre (P=0.655), veli¢inu slezene (P=0.203), MCV (P=0.101), RDW
(P=0.306), CRP (P=0.952), Zeljezo u krvi (P=0.731), TIBC (P=0.410), saturaciju transferina
(P=0.749), feritin (P=0.928), apsolutni broj neutrofila (P=0.206), apsolutni broj limfocita
(P=0.895), apsolutni broj monocita (P=0.492), apsolutni broj bazofila (P=0.975), apsolutni broj
eozinofila (P=0.768), MPV (P=0.162), albumine (P=0.299) (tablica 4). PLKI mRNA ekspresija
u odnosu na DIPSS kategorije prikazana je na slici 39.

U usporedbi ispitanika s viSom 1 nizom PLK] mRNA ekspresijom podijeljenih prema kriteriju
za diskriminaciju prezivljenja (ACT <-1.2342 za viSu ekspresiju) jedina statisticki znacajna
razlika je u ukupnom broju leukocita (medijan 15.4 x10°/L prema 9.5 x10°/L; P=0.042, slika
40).
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PLK1 mRNA ekspresija (ACT)

DIPSS kategorije

Slika 39: PLK] mRNA ekspresija u odnosu na DIPSS kategorije (1=niski rizik; 2=int-1 rizik;

3=int-2 rizik; 4=visoki rizik).
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Slika 40: Broj leukocita u odnosu na razinu PLK1 mRNA ekspresije.
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4.5. CDC25¢

Relativna ekspresija CDC25¢ mRNA u kostanoj srzi ispitanika s mijelofibrozom nije se
razlikovala u odnosu na kontrolne ispitanike (medijan ACT 3.0 prema 2.29; P=0.058, slika 41).
Nije bilo znacajne razlike u CDC25¢ mRNA ekspresiji izmedu PMF, SMF i kontrolnih
ispitanika (medijan ACT 3.08 prema 2.86 prema 2.29; P=0.162, slika 42).
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Slika 41: Relativna ekspresija CDC25¢ mRNA u ispitanika s mijelofibrozom i1 kontrolnih
ispitanika (ACT, viSa vrijednost predstavlja nizu ekspresiju gena).
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Slika 42: Relativna ekspresija CDC25¢ mRNA u ispitanika s mijelofibrozom i kontrolnih
ispitanika (ACT, viSa vrijednost predstavlja nizu ekspresiju gena).
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Analizom ROC krivulje odredena je optimalna razina CDC25¢ mRNA ekspresije za
diskriminaciju prezivljenja (kriterij ACT <4.1111). Ispitanika s viSom CDC25¢ mRNA
ekspresijom (ACT <4.1111) bilo je 33/43 76.7% bolesnika, a ispitanika s nizom CDC25c
mRNA ekspresijom (ACT >4.1111) 10/43 (23.3%).

Ispitanici s viSom CDC25¢ ekspresijom imali su znacajno krace ukupno prezivljenje nego
ispitanici s nizom CDC25¢ ekspresijom (HR=2.99; P=0.049, slika 43). Medijan prezivljenja
nije dostignut u bolesnika s nizom, a bio je 44 mjeseca u bolesnika s viSom CDC25¢ mRNA
ekspresijom. PetogodiSnje stope prezivljenja bile su 90% 1 31% za bolesnike s niZzom 1 viSom

CDC25¢ mRNA ekspresijom.
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Slika 43: Ukupno prezivljenje u bolesnika s viSom 1 nizom CDC25¢ mRNA ekspresijom.

55



Visa CDC25¢ mRNA ekspresija mjerena kao kontinuirana varijabla povezana je s veéim
ukupnim brojem leukocita (Rho=-0.37; P=0.017, slika 44), veCom jetrom (Rho=-0.36; P=0.022,
slika 45), ve¢im apsolutnim brojem bazofila (Rho=-0.39; P=0.012, slika 46) i ve¢im apsolutnim
brojem eozinofila (Rho=-0.38; P=0.013, slika 47). CDC25¢ mRNA ekspresija mjerena kao
kontinuirana varijabla nije se znacajno razlikovala u odnosu na pra¢ene pokazatelje: spol
(P=0.420), blastnu transformaciju bolesti (P=0.449), JAK2 status (P=0.915), CALR status
(P=0.140), MPL status (P=0.399), prisustvo konstitucijskih simptoma (P=0.127), ovisnost o
transfuzijama (P=0.229), prisustvo cirkuliraju¢ih blasta (P=0.408), masivnu splenomegaliju
(P=0.917), stupanj fibroze kostane srzi (P=0.632), DIPSS kategorije (P=0.703), dob (P=0.412),
hemoglobin (P=0.427), trombocite (P=0.213), LDH (P=0.251), veli¢inu slezene (P=0.821),
MCYV (P=0.722), RDW (P=0.539), CRP (P=0.400), zeljezo u krvi (P=0.776), TIBC (P=0.543),
saturaciju transferina (P=0.624), feritin (P=0.547), apsolutni broj neutrofila (P=0.054),
apsolutni broj limfocita (P=0.946), apsolutni broj monocita (P=0.083), MPV (P=0.237),
albumine (P=0.975) (tablica 4). CDC25¢ mRNA ekspresija u odnosu na DIPSS kategorije
prikazana je na slici 48.

U usporedbi bolesnika s viSom i nizom CDC25¢ mRNA ekspresijom podijeljenih prema
kriteriju za diskriminaciju prezivljenja (ACT <4.1111 za viSu ekspresiju) utvrdena je statisticki
znacajna razlika u dobi (medijan 69.5 prema 58.5; P=0.037, slika 49), ukupnom broju leukocita
(medijan 11.7 x10°/L prema 5 x10°/L; P=0.002), apsolutnom broju neutrofila (medijan 9.3
x10%/L prema 3.9 x10°/L; P=0.010, slika 50) i apsolutnom broju monocita (medijan 0.45 x10°/L
prema 0.22 x10°%/L; P=0.050, slika 51).
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Slika 44: Povezanost CDC25¢ mRNA ekspresije 1 ukupnog broja leukocita.
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Slika 45: Povezanost CDC25¢ mRNA ekspresije i1 veliCine jetre.
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Slika 46: Povezanost CDC25¢ mRNA ekspresije 1 apsolutnog broja bazofila.
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Slika 47: Povezanost CDC25¢ mRNA ekspresije i apsolutnog broja eozinofila.
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Slika 48: CDC25¢ mRNA ekspresija u odnosu na DIPSS kategorije (1=niski rizik; 2=int-1

rizik; 3=int-2 rizik; 4=visoki rizik).
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Slika 49: Dob bolesnika u odnosu na razinu CDC25¢ mRNA ekspresije.
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Slika 50: Apsolutni broj neutrofila u odnosu na razinu CDC25¢ mRNA ekspresije.
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Slika 51: Apsolutni broj monocita u odnosu na razinu CDC25¢ mRNA ekspresije.

4.7. Analiza dodatne kontrolne skupine

Nije nadeno statisticki znaajne razlike u relativnoj ekspresiji AURKA (P=0.073; slika
52), BORA (P=0.639; slika 53) 1 CDC25¢ mRNA (P=0.223; slika 54) u koStanoj srzi izmedu
dvije kontrolne skupine ispitanika (ispitanici s ograni¢enim stadijem agresivnog ne-
Hodgkinovog limfoma bez infiltracije koStane srzi prema ispitanici s reaktivnim promjenama

hematopoeze bez zlo¢udne bolesti).
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Slika 52: Relativna ekspresija A URKA mRNA (ACT, visa vrijednost predstavlja nizu ekspresiju
gena) u kontrolnih ispitanika u usporedbi s drugom skupinom kontrolnih ispitanika (reaktivne
promjene hematopoeze bez zlocudne bolesti).
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Slika 53: Relativna ekspresija BORA mRNA (ACT, visa vrijednost predstavlja nizu ekspresiju
gena) u kontrolnih ispitanika u usporedbi s drugom skupinom kontrolnih ispitanika (reaktivne
promjene hematopoeze bez zlo¢udne bolesti).

66



CDC25c mRNA ekspresija (ACT)

Kont.

Reak.

Slika 54: Relativna ekspresija CDC25¢ mRNA (ACT, visa vrijednost predstavlja nizu
ekspresiju gena) u kontrolnih ispitanika u usporedbi s drugom skupinom kontrolnih ispitanika
(reaktivne promjene hematopoeze bez zlo¢udne bolesti).

Utvrdena je statisti¢ki zna¢ajno viSa relativna ekspresija PLK/ mRNA (P=0.015; slika 55) u

kostanoj srzi kontrolne skupine ispitanika s reaktivnim promjenama hematopoeze bez zlo¢udne

bolesti u odnosu na kontrolne ispitanike s ograni¢enim stadijem agresivnog ne-Hodgkinovog

limfoma bez infiltracije koStane srzi. Relativna ekspresija PLK/ mRNA u koStanoj srzi

kontrolne skupine ispitanika s reaktivnim promjenama hematopoeze bez zlocudne bolesti

takoder je statisticki znacajno visa i u usporedbi s ispitanicima oboljelim od mijelofibroze

(P=0.002; slika 56).
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Slika 55: Relativna ekspresija PLKI mRNA (ACT, visa vrijednost predstavlja nizu ekspresiju
gena) u kontrolnih ispitanika u usporedbi s drugom skupinom kontrolnih ispitanika (reaktivne
promjene hematopoeze bez zlo¢udne bolesti).
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Slika 56: Relativna ekspresija PLKI mRNA (ACT, visa vrijednost predstavlja nizu ekspresiju
gena) u oboljelih od mijelofibroze u usporedbi s kontrolnim ispitanicima s reaktivnim
promjenama hematopoeze bez zlo¢udne bolesti.
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5. Rasprava

Nakon prvih spoznaja o izrazaju AURKA gena u bolesnika s mijelofibrozom, ovo je po
nasem saznanju prvo istrazivanje koje je obuhvatilo analizu izrazaja AURKA, PLK1, BORA i
CDC25c u ispitanika s mijelofibrozom i povezanost s klini¢kim i prognostickim pokazateljima.
Rezultati istrazivanja ukazuju na vaznu ulogu AURKA / PLK1 signalnog puta u patogenezi
mijelofibroze. lako nije nadena znacajna razlika u AURKA, PLKI i CDC25¢ mRNA izrazaju
izmedu ispitanika s mijelofibrozom i kontrolnih ispitanika, utvrdena je povezanost razine
mRNA izrazaja sva tri navedena gena s ukupnim prezivljenjem ispitanika s mijelofibrozom.
Izrazaj BORA mRNA znafajno je niZzi u ispitanika s mijelofibrozom nego u kontrolnih

ispitanika, moguce zbog supresije BORA nakon aktivacije AURKA / PLK1 signalnog puta.

Osvrt na karakteristike ispitanika

Opce karakteristike bolesnika s mijelofibrozom u naSem uzorku usporedive su s drugima, poput
velike studije Mayo klinike u kojoj je analizirano 1000 ispitanika s mijelofibrozom (167).
Vecina nasih ispitanika starije su zivotne dobi (medijan 66 godina) i podjednako su zastupljena
oba spola. U veéine je dokazana JAK2"5/F mutacija, ina¢e jednog od glavnih kriterija za
postavljanje ove dijagnoze. PetogodiSnja stopa preZivljenja od 45% 1 medijan neSto manji od 5
godina usporedivi su s drugim studijama (5, 168).

Problem odabira prikladnih kontrolnih ispitanika za klinic¢ke studije u kojih se izvodi invazivni
dijagnosticki zahvat, kao $to je to slucaj s analizama koStane srzi, rijeSen je izborom dviju
skupina, u kojoj su jedni imali agresivni ne-Hodgkinov limfom bez infiltracije koStane srzi, a
drugi reaktivnu promjenu koStane srZi bez zloudne bolesti. U sklopu standardne dijagnosticke
obrade, infiltracija koStane srzi limfomom u kontrolnih ispitanika iskljuena je s vise
dijagnostickih postupaka (histoloski, imunohistokemijski te ovisno o dijagnozi, FISH analizom
1 molekularnim analizama). Ovakve morfoloski uredne kostane srzi koristene su kao kontrole
u nekolicini sliénih klini¢kih studija (169-172). U literaturi postoje podaci o hiperekspresiji
ispitivanih gena u limfnim ¢vorovima bolesnika koji boluju od ne-Hodgkinovog limfoma (173-
177). Stoga smo dodatno provjerili prikladnost odabira kontrolne skupine usporedbom s
kontrolnom skupinom od 6 ispitanika s reaktivnom promjenom koStane srzi bez zlo¢udne
bolesti. Za gene AURKA, BORA 1 CDC25¢ nije utvrdena statisticki znacajna razlika u relativnoj
mRNA ekspresiji izmedu ove dvije kontrolne skupine ispitanika te se odabir bolesnika s

ogranicenim stadijem agresivnog ne-Hodgkinovog limfoma bez infiltracije koStane srzi moze
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smatrati prikladnom kontrolnom skupinom prilikom ispitivanja ovih gena. Medutim, utvrdena
je razlika u relativnoj ekpresiji PLKI gena izmedu ove dvije kontrolne skupine, ali i u odnosu
na ispitanike s mijelofibrozom, §to upucuje na varijabilniju ekspresiju ovog gena. Taj je gen
jedan od glavnih aktivatora stani¢nog ciklusa pa je teze odabrati kontrolnu skupinu 1 trebalo bi
izbjegavati bolesnike s hematoloskom malignom boles¢u ili prolaznim reaktivnim promjenama

hematopoeze.

AURKA

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u izrazaju AURKA mRNA izmedu ispitanika s
mijelofibrozom i kontrolnih ispitanika. Medutim, viSa vrijednost izrazaja AURKA mRNA
povezana je s kra¢im ukupnim prezivljenjem bolesnika s mijelofibrozom (HR=3.77; P=0.012).
Utvrdena je povezanost izmedu viSeg izrazaja AURKA mRNA 1 vecéeg apsolutnog broja
monocita, koji je negativni prognosticki pokazatelj u bolesnika s mijelofibrozom (178). Postoje
podaci o pojacanoj aktivnosti AURKA u CD34+ stanicama bolesnika s mijelofibrozom i ulozi
u proupalnom mikrookoliSu koji vodi u fibrozu kostane srzi (116). Obavljene su studije s
inhibicijom AURKA na animalnim modelima, a povoljan terapijski ucinak te inhibicije
dokazan je 1 u manjoj skupini bolesnika s mijelofibrozom (128, 129). Specifi¢na inhibicija te
kinaze prekida proliferaciju megakariocita, poti¢e njihovu diferencijaciju i poliploidizaciju kao
proces normalne megakariocitopoeze (116, 179). Rezultati naSeg istrazivanja potvrduju vaznost
AURKA u patogenezi mijelofibroze jer je dokazana povezanost AURKA mRNA izrazaja s
ukupnim prezivljenjem. Pretpostavljamo da ¢e u skoroj buduénosti biti jos klinickih istrazivanja
s AURKA inhibitorima, mogu¢e 1 u kombinaciji s JAK inhibitorima zbog pozitivnog

sinergistickog ucinka koji je opisan na zivotinjskim modelima (128).

BORA

Izrazaj BORA mRNA znacajno je nizi u ispitanika s mijelofibrozom u odnosu na kontrolne
ispitanike. Razlika u odnosu na kontrole potvrdena je pojedinacno i za bolesnike s primarnom
1 one sa sekundarnom MF. Poznato je da BORA igra ulogu u aktivaciji AURKA i posljedi¢noj
fosforilaciji PLK1, a ta kaskada je, nakon aktivacije M faze stani¢nog ciklusa, regulirana
degradacijom BORA po principu negativne povratne sprege (118, 126). Rezultati naSeg
istrazivanja mogu se uklopiti u taj moguci supresivni efekt. Visi izrazaj BORA mRNA povezan
je s povoljnim prognostickim pokazateljima kao S§to su odsutnost cirkuliraju¢ih blasta i1

konstitucijskih simptoma. Medutim, povezanost s ukupnim prezivljenjem nije nadena. Nuzna
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su daljnja istrazivanja uloge BORA u hematoloskim poremecajima s disregulacijom AURKA /

PLKI signalnog puta.

PLK1

Visa vrijednost PLK1 mRNA izrazaja povezana je s kra¢im ukupnim prezivljenjem bolesnika
s mijelofibrozom (HR=5.87; P=0.003). Utvrdena je i povezanost viSeg izrazaja ovog gena s
veéim ukupnim brojem leukocita koji je jedan od negativnih prognostickih pokazatelja u
bolesnika s mijelofibrozom prema prognostickim indeksima IPSS, DIPSS i DIPSS plus.
Takoder, leukocitoza je povezana s intenzivnijom mijeloproliferacijom $to je u skladu s
funkcijom PLK1 u kontroli stani¢nog ciklusa. Sukladnost rezultata AURKA i PLKI mRNA
izrazaja upucuje na zajednicku ulogu njihovih kinaza u patogenezi mijelofibroze. Inhibitori
PLKI volasertib i rigosertib intenzivno se istrazuju u klini¢kim studijama, medu ostalim u AML
1 MF (u tijeku je studija s rigosertibom - NCT02730884) (146-149). Ostaje vidjeti kakvi ¢e biti
terapijski uc¢inci navedenih lijekova u bolesnika s mijeloproliferativnim poremecajima. S
obzirom na to da nasi rezultati pokazuju povezanost s ukupnim prezivljenjem, opravdana su
daljnja istrazivanja ovog 1 sli¢nih signalnih puteva te njihovih interakcija, zbog mogucih
novih/sinergistickih terapijskih opcija. S druge strane, treba imati na umu varijabilnost mRNA
izrazaja ovog gena, o cemu svjedoce i razlike dobivene u naSim analizama. Utvrden je znacajno
visi relativni izrazaj mRNA u koStanoj srzi kontrolne skupine ispitanika s reaktivnim
promjenama hematopoeze u odnosu na kontrolne ispitanike s ograni¢enim stadijem agresivnog
ne-Hodgkinovog limfoma i u odnosu na oboljele s mijelofibrozom. Taj rezultat nas obvezuje
na daljnja istraZzivanja PLK] gena u razli¢itim podskupinama ispitanika s hematoloskim

zlocudnim bolestima i u onih s reaktivnim 1 prolaznim promjenama hematopoeze.

CDC25¢

Nije utvrdena statisticki zna€ajna razlika u izrazaju CDC25¢ mRNA izmedu ispitanika s
mijelofibrozom 1 kontrolnih ispitanika. Medutim, ispitanici s viSom vrijednosti izrazaja
CDC25¢ mRNA imaju losije ukupno prezivljenje (HR=2.99; P=0.049), kao i ispitanici s viSim
izrazajem AURKA 1 PLK1 mRNA, §to potvrduje njihovu spregu u ovom signalnom putu i znacaj
u patogenezi mijelofibroze. Visi izrazaj CDC25¢ mRNA povezan je s negativnim
prognostickim pokazateljima u bolesnika s mijelofibrozom kao §to su hepatomegalija, veci
ukupni broj leukocita, ve¢i apsolutni broj neutrofila, monocita, bazofila i eozinofila.
Leukocitoza, granulocitoza i monocitoza povezani su s intenzivnijom mijeloproliferacijom $to

je u skladu s funkcijom CDC25c u kontroli stani¢nog ciklusa. CDC25¢ je mogu¢i glavni okidac
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aktivacije mitoze i1 potrebna su daljnja istrazivanja njegove uloge u zlo¢udnim hematoloskim

bolestima.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na jasnu spregu navedenih gena u patogenezi MF. Daljnja
istrazivanja ovog 1 sli¢nih signalnih puteva nuzna su za dodatno razumijevanje patogeneze ove
bolesti, §to je vazno za razvoj novih ciljanih terapijskih opcija.

Jedno od glavnih ograni¢enja istrazivanja je to $to su analizirane neselektirane stanice aspirata
kostane srzi. Bilo bi korisno analizirati izrazaj ovih gena u ciljanim stanicama, prvenstveno u
aberantnim megakariocitima. Takoder, ograni¢enje istrazivanja je i1 relativno malen broj

ispitanika u kontrolnim skupinama.
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6. Zakljuéci

1.

Vise vrijednosti izrazaja AURKA, PLK1 1 CDC25c mRNA znacajno su povezane s kra¢im

ukupnim prezivljenjem ispitanika s MF.

Izrazaj BORA mRNA znacajno je nizi u ispitanika s MF u odnosu na kontrolne ispitanike.

Nije utvrdena znacajna razlika u izrazaju AURKA, PLKI i CDC25¢ mRNA izmedu

ispitanika s MF i kontrolnih ispitanika.

Visa vrijednost izrazaja A URKA mRNA znacajno je povezana s ve¢im apsolutnim brojem

monocita.

Visa vrijednost izrazaja PLKI mRNA znacajno je povezana s vecim ukupnim brojem

leukocita.
Visa vrijednost izrazaja CDC25¢c mRNA znacajno je povezana s negativnim
prognosti¢kim pokazateljima: veCom jetrom, ve¢im ukupnim brojem leukocita, ve¢im

apsolutnim brojem neutrofila, monocita, bazofila i eozinofila.

Visa vrijednost izraZzaja BORA mRNA znacajno je povezana s povoljnim prognostickim

pokazateljima: odsutno$¢u cirkulirajuc¢ih blasta i konstitucijskih simptoma.
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7. Sazetak

Aurora kinaza A (AURKA), protein Aurora borealis (BORA), Polo-like kinaza 1
(PLK1) i Cell-division-cycle 25¢c (CDC25¢) kontroliraju stani¢ni ciklus i ulazak stanice u
mitozu, a njihova disregulacija opisana je u brojnim malignim bolestima. Cilj rada bio je ispitati
do sad nedovoljno istrazen izrazaj njihovih mRNA u mijeloproliferativnoj bolesti, mijelofibrozi
(MF). Iz citoloskih punktata koStane srzi uradena je PCR mRNA analiza navedenih gena u 43
bolesnika s mijelofibrozom, i to 28 s primarnom (PMF) i 15 sa sekundarnom mijelofibrozom
(SMF). U kontrolnim skupinama bilo je 12 ispitanika s agresivnim ne-Hodgkinovim limfom
bez infiltracije koStane srzi 1 6 ispitanika s reaktivnom promjenom koStane srzi bez zlo¢udne
bolesti. Optimalne grani¢ne vrijednosti izraZzaja mRNA za diskriminaciju preZivljenja odabrane
su koriStenjem analize ROC krivulje. Nije bilo znacajne razlike u izrazaju AURKA mRNA
izmedu ispitanika s MF 1 kontrolnih ispitanika (P=0.466). ViSa vrijednost izrazaja AURKA
mRNA znacajno je povezana s ve¢im apsolutnim brojem monocita (P=0.024) i kra¢im ukupnim
prezivljenjem (HR=3.77; P=0.012). U bolesnika s PMF i SMF znacajno je niZi izrazaj BORA
mRNA u odnosu na kontrolne ispitanike (P=0.009). Visa vrijednost izrazaja BORA mRNA
znacajno je povezana s povoljnim prognostickim pokazateljima: odsutnoscu konstitucijskih
simptoma (P=0.049) i cirkuliraju¢ih blasta (P=0.047), ali bez znacajne povezanosti s ukupnim
prezivljenjem (P>0.05). Nije bilo znacajne razlike u izraZzaju PLK/ mRNA izmedu ispitanika s
MF 1 kontrolnih ispitanika (P=0.103). Visa vrijednost izrazaja PLKI mRNA znacajno je
povezana s vecim ukupnim brojem leukocita (P=0.042) 1 kra¢im ukupnim preZivljenjem
(HR=5.87; P=0.003). Nije bilo znac¢ajne razlike u izrazaju CDC25¢ mRNA izmedu ispitanika
s MF 1 kontrolnih ispitanika (P=0.162). Visa vrijednost izrazaja CDC25¢ mRNA znacajno je
povezana s nepovoljnim prognostickim pokazateljima: ve¢om jetrom (P=0.022), vecim
ukupnim brojem leukocita (P=0.017), ve¢im apsolutnim brojem neutrofila (P=0.010), monocita
(P=0.050), bazofila (P=0.012) i eozinofila (P=0.013) te kra¢im ukupnim prezivljenjem
(HR=2.99; P=0.049). Izrazaj ovih gena ima utjecaj na ukupno preZivljenje u mijelofibrozi te
istrazivanje treba prosiriti na druge hematoloSke zlo¢udne bolesti i one s reaktivnim 1 prolaznim

promjenama hematopoeze.
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8. Summary

AURORA KINASE A / POLO-LIKE KINASE 1 SIGNALING PATHWAY
ANALYSIS IN PATIENTS WITH MYELOFIBROSIS

Aurora kinase A (AURKA), Aurora borealis protein (BORA), Polo-like kinase 1
(PLK1) and Cell-division-cycle 25¢ (CDC25¢) are required for cell cycle control and promotion
of mitosis entry. Their dysregulation has been described in a number of malignant diseases.
However, their role in pathogenesis of myelofibrosis is less known. We investigated A URKA,
BORA, PLKI and CDC25¢ mRNA expression in bone marrow aspirates of 43 patients with
myelofibrosis (28 primary - PMF, 15 secondary myelofibrosis - SMF) and 18 controls (the first
control group of 12 with limited stage of aggressive non Hodgkin lymphoma without bone
marrow involvement and the second group of 6 with nonmalignant reactive bone marrow).
Optimal cut-off values for dichotomization of expression levels of investigated genes for the
purpose of survival analysis were done using the ROC curve analysis with survival status as a
classification variable. AURKA mRNA expression did not significantly differ between
myelofibrosis and controls (P=0.466). Higher AURKA expression was significantly associated
with higher absolute monocyte count (P=0.024) and shorter overall survival (HR=3.77;
P=0.012). Patients with both PMF and SMF had lower BOR4A mRNA expression than controls
(P=0.009). Higher BORA expression was significantly associated with favourable prognostic
factors: absence of constitutional symptoms (P=0.049) and absence of circulatory blasts
(P=0.047), but with neutral effect on survival (P>0.05). PLKI mRNA expression did not
significantly differ between myelofibrosis and controls (P=0.103). Higher PLK/ expression
was significantly associated with higher white blood cell count (P=0.042) and inferior overall
survival (HR=5.87; P=0.003). CDC25¢ mRNA expression did not significantly differ between
myelofibrosis and controls (P=0.162). Higher CDC25¢ mRNA was significantly associated
with unfavourable prognostic factors: higher white blood cells count (P=0.017), larger liver size
(P=0.022), higher absolute neutrophil (P=0.010), monocyte (P=0.050), basophil (P=0.012) and
eosinophil counts (P=0.013) and inferior overall survival (HR=2.99; P=0.049). In conclusion,
these genes effects survival and seem to be involved in pathogenesis of myelofibrosis. Future
studies investigating these genes in hematological malignancies, as well as in reactive disorders,

are warranted.
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