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POPIS KRATICA | OZNAKA
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prognosticki sistemski skor
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G-CSF (eng. Granulocyte colony stimulating-factor) — Faktor stimulacije granulocitnih kolonija
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gp38k (eng. 38-kDa heparin-binding glycoprotein) — Heparin-vezu¢i glikoprotein mase 38-kDa
HC-gp39 (eng. Human cartilage glycoprotein-39) — Ljudski hrskavi¢ni glikoprotein-39
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IGF-1 (eng. Insulin-like growth factor 1) — Inzulinu-sli¢an faktor rasta 1
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1. UvOoD

Klasi¢ne mijeloproliferativne neoplazme, esencijalna trombocitemija (ET ), policitemija vera (PV),
primarna mijelofibroza (PMF) i kroni¢na mijeloi¢na leukemija (KML), klonalne su bolesti
krvotvorne mati¢ne stanice Kkoje Kkarakterizira pretjerano stvaranje granulocita, eritrocita i
trombocita. Klinicke slike su im prepoznate ve¢ u 19. stoljecu (1-7). William Dameshek ih je 1951.
godine grupirao, zajedno s eritroleukemijom, pod termin ,mijeloproliferativne bolesti“ kako bi
istaknuo njihove sli¢ne klini¢ke znacajke, te trilinijsku mijeloproliferaciju porijeklom iz kostane srzi
(KS). Smatrao je kako su te ,mijeloproliferativne bolesti varijabilne klinicke manifestacije

uzrokovane nekim do tada neotkrivenim ,,mijelostimuliraju¢im ¢imbenikom® (8).

Kroz naredno stolje¢e dogodio se znacajan napredak u razumijevanju molekularnih zbivanja u
patogenezi ovih bolesti. Prvo se otkri¢em specificnog molekularnog markera, fuzijskog BCR-ABL1
prijepisa, uzrokovanog recipro¢nom translokacijom duzeg kraka 9 kromosoma (ABL, prema eng.
Abelson gen) na ostatak dugog kraka 22 kromosoma (BCR, prema eng. Breakpoint cluster region),
KML izdvojila iz ove skupine bolesti kao zaseban entitet. Navedenu translokaciju otkrili su Peter
Nowell i David Hungerford 1960. godine, a u cast sveudiliSta gdje je otkriven nazvan je
Philadelphia kromosomom (9-11). KML se tada vrlo tesko lijecila, brzo se transformirala u akutnu
leukemiju i Cesto je zavrSavala smréu. Jedina mogucénost izlijeCenja je bila transplantacija alogenim
krvotvornim mati¢nim stanicama. Prva prava prekretnica u lije¢enju KML bilo je otkri¢e imatiniba,
lijeka koji selektivno inhibira tirozin-kinaznu aktivnost BCR-ABL1 gena (12) ¢ijom se primjenom

zivot oboljelih znac¢ajno produzio (13,14).

Kasnije, 2005. godine, Cetiri su nezavisne istrazivacke grupe otkrile aktivacijsku mutaciju V617F u
egzonu 14 gena za Janus kinazu 2 (JAK2, prema eng. Janus kinase 2), odgovornu za bioloske i
klini¢ke karakteristike Philadelphia negativnih mijeloproliferativninh neoplazmi (MPN). Navedena
mutacija je steena, nastaje u hematopoetskim mati¢nim stanicama i uzrokuje konstitutivnu

aktivaciju JAK/Prijenosnik signala i aktivator transkripcije (STAT, prema eng. Signal transducer
1



and activator of transcription) signalne osovine s posljedicnom autonomnom proliferacijom
eritroidnih stanica, a prisutna je u vise od 95% bolesnika s PV, u oko 50% bolesnika s ET i u preko

50% bolesnika s PMF (15-20).

Mutacije u genu za kalretikulin (CALR, prema eng. Calreticulin) otkrivene su 2013. godine od
strane dviju nezavisnih istrazivackih grupa kao druge naj¢es¢e molekularne promjene koje se mogu
pronaci u 67% do 88% JAK2-V617F-negativnih bolesnika s ET i PMF (21,22). Tre¢a mutacija koja
se u toj podskupini bolesnika moze pronaci jest mutacija gena Virus mijeloproliferativne leukemije
(MPL, prema eng. Myeloproliferative leukemia virus) koji kodira trombopoetinski receptor (23,24).
U malom postotku bolesnika (5-10%) se ne moze prona¢i mutacija (,,trostruko-negativni* bolesnici)
(20). Navedene mutacije u MPN su medusobno isklju¢ujuce §to nam u svakodnevnom klinickom
radu pomaze razlu€iti puno ¢e$ca reaktivna stanja od autonomnog tumorskog rasta, ali i preciznije

definirati pojedine entitete unutar MPN spektra (25).

Usporedno s napretkom u molekularnom razumijevanju MPN, znacajniji pomaci su se dogodili i u
terapijskom pristupu ovim bolesnicima. Ranije su se ovi bolesnici lije¢ili uglavnom
venepunkcijama, acetilsalicilnom kiselinom (ASK), citoredukcijom kemoterapeuticima, te u
bolesnika s PMF i transfuzijama krvnih pripravka, androgenima, zracenjem slezene i
splenektomijom. Relativno novi lijek, ruksolitinib, selektivni inhibitor JAK2-kinaza, smanjuje
neregulirano JAK-STAT stani¢no signaliziranje, a u bolesnika s PMF i veli¢inu slezene, poboljsava
simptome povezane s boles¢u i popravlja kvalitetu Zivota, uz naznake utjecaja i na ukupno
prezivljenje (26-28). Kod bolesnika s PV refraktornih ili intolerantnih na hidroksiureju, primjena
ruksolitiniba smanjuje potrebu za venepunkcijama i veli¢inu slezene, dobro kontrolira hematokrit i
simptome povezane s boles¢u (29,30). Vrlo recentno, primjenom pegiliranih oblika interferona alfa
dobiveni su obecavajuéi rezultati lijeCenja MPN (31), a kako bi se dodatno poboljsali ishodi

pokusava ih se kombinirati s ruksolitinibom, ¢ini se bez znacajnije toksic¢nosti (32,33).



Sliéno drugim tumorima, MPN su klonalno heterogene bolesti, §to reflektira odnose izmedu
somatskih mutacija, kao i selekciju subklonova i adaptaciju na uvjete u mikrookolisu (20,34). Tip
steCene mutacije odgovoran je za klini¢ki fenotip bolesti, no inicijalni dogadaj koji uzrokuje
mutacije u hematopoetskim mati¢nim stanicama jo$ uvijek nije otkriven. Posljednjih godina sve je
viSe zagovornika teorije kako bi eventualno kroni¢na (subklini¢ka) upala mogla biti zacetnik i
promotor MPN, s obzirom na to da oboljeli u cirkulaciji imaju zna¢ajno povisenu razinu upalnih
citokina koji potpomazu klonsku ekspanziju, izrazenu aterosklerozu, optereCeni su Stetnim
kardiovaskularnim (KV) dogadajima, a Cesto ih prate autoimune i druge zlo¢udne bolesti (35,36).
Nadalje, slozena komunikacija izmedu tumorskog klona, mikrookolisa KS, te razli¢itih faktora rasta
i citokina, odgovorna je za odredene simptome bolesti, progresiju bolesti i promociju fibroze KS, no

te interakcije jos uvijek nisu sasvim istrazene (37,38).

Zakljuéno, posljednjih se godina prati znacajan napredak u razumijevanju patogeneze, dijagnostike

i lijeCenja MPN, stoga zeljno isc¢ekujemo koje ¢e nam nove spoznaje napredak medicine donijeti.



1.1 ESENCIJALNATROMBOCITEMIUJA

Esencijalna trombocitemija (ET) manifestira se se ponajprije pove¢anom megakariocitopoezom i
trombocitozom. To je rijetka bolest, a procijenjena incidencija ET je 0.38 do 1.7 na 100 000 ljudi
godisnje (39). Ovi bolesnici imaju skraceni zivotni vijek naspram zdravoj populaciji, a medijan
prezivljenja kod bolesnika starijih od 60 godina je oko 20 godina, dok je kod mladih, 33 godine (40).
Bolest se ¢esc¢e pojavljuje u starijoj Zivotnoj dobi (medijan pojavnosti je od 60-65 godine Zivota) i
treba je razlikovati od reaktivnih stanja sa sekundarnom trombocitozom, npr. infekcija, kroni¢nih
gubitaka krvi ili drugih zlo¢udnih tumora koji su relativno ¢es$¢i u toj dobi. U usporedbi s drugim
MPN, rjede se nalaze splenomegalija i konstitucijski simptomi. Cesto se otkrije rutinskim
pregledom krvne slike u kojoj dominira trombocitoza.

U oko 55% bolesnika se nalazi JAK2-V617F, u oko 15-25% CALR, a u oko 5% bolesnika mutacije
MPL gena. Preostali bolesnici (oko 20%) su ,,trostruko-negativni® (15-24). Nosioci CALR mutacije
su, za razliku od onih s mutiranim JAK2 genom, ¢e$¢e mladi muskarci, S vis§im brojem trombocita,
nizim hemoglobinom, a rjede imaju tromboze i skloniji su krvarenju. Prezivljavanje je sli¢cno JAK2-
V617F mutiranim bolesnicima (21,22,41). Biopsija kosti nije obvezna za postavljanje dijagnoze
(25), a u KS se nalaze zreli i hiperlobulirani megakariociti koji mjestimi¢no mogu raditi blaze
nakupine (Slika 1). Ipak, treba naglasiti vaznost biopsije KS jer je u svakodnevnom klinickom radu
potrebno razlikovati ET od tzv. ,,prefibroticke* MF (pre-PMF) koja ima znacajno losiju prognozu.
Kod pre-PMF se u KS, za razliku od ET, nalazi atipija megakariocita, ¢esto hipercelularnost,
proliferacija granulocita i smanjena eritropoeza, a klinicki anemija, splenomegalija, leukocitoza 1
povisena serumska laktat dehidrogenaza (LDH) (25,42-46). Dijagnosticki kriteriji za ET (25)
prikazani su u Tablici 1.

Rizi¢ni ¢imbenici losijeg prezivljenja bolesnika s ET su pre-PMF morfologija KS, starija zivotna
dob, ranija tromboza, leukocitoza i anemija, za leukemijsku transformaciju starija, pre-PMF

morfologija KS, ranija tromboza i ekstremna trombocitoza (>1000x10%L), dok su pre-PMF



morfologija KS, starija Zivotna dob i anemija rizi¢ni ¢imbenici za fibrotiénu transformaciju. Cini se
da su bolesnici s JAK-V617F mutacijom rjede skloni potonjoj komplikaciji. Tip mutacije (JAK2-
V617F, CALR ili MPL) nema utjecaja na prezivljenje (40,47). Dodatno, sekvencioniranjem gena
sljedece generacije u oko 50% bolesnika s ET pronadene su dodatne mutacije ili varijante razli¢itih
gena, a manji udio njih (oko 15%) pokazuje i negativan utjecaj na prezivljenje (47,48).

Lijecenje ET primarno je usmjereno na sprijecavanje trombotskih komplikacija bolesti, rjede na
patologka kKrvarenja uzrokovana povisenim brojem trombocita (>1000x10°%L) i stecenim
nedostatkom von Willebrandova faktora. Druge, potencijalno fatalne komplikacije bolesti su
transformacija u sekundarnu mijelofibrozu (SMF) i akutnu leukemiju (u oko 5% bolesnika) (40,47).
Trenutna klasifikacija trombotskog rizika u bolesnika s ET ukljucuje Cetiri kategorije, ovisno o dobi
bolesnika, ranijoj trombozi i prisutnosti JAK2-V617F mutacije. Bolesnicima niskog, srednjeg i
visokog rizika preporuca se primjena niskih doza acetilsalicilne kiseline, kao i bolesnicima vrlo
niskog rizika koji imaju KV rizi¢ne ¢imbenike. Citoredukcijsko lije¢enje hidroksiurejom potrebno
je u visokorizi¢nih bolesnika (ranija tromboza ili bolesnici stariji od 60 godina s prisutnom JAK2-
V617F mutacijom), nije obvezno u vrlo nisko-, nisko-, i srednje rizi¢nih bolesnika, a moze se
razmotriti kod bolesnika s ekstremnom trombocitozom i ste¢enim nedostatkom von Willebrandova
faktora (47,49,50-51). Kod bolesnika koji ne toleriraju hidroksiureju ili su refraktorni na lijeCenje, u
obzir dolazi primjena anagrelida, lijeka koji inhibiranjem fosfodiesteraze sprijeava sazrijevanje
trombocita iz megakariocita (47,49,52,53), te razlicitih oblika interferona alfa (47,49,54-56), dok se

ruksolitinib u ovom klinickom kontekstu nije pokazao boljim od drugih dostupnih lijekova (57).



Slika 1: Blaze hipercelularna kos$tana srz u bolesnika s esencijalnom trombocitemijom (bojenje
hemalaun-eozin, povecanje x200). Strelice oznacuju hiperlobulirane megakariocite koji

mjestimi¢no rade blaZe nakupine.

Tablica 1: Dijagnosticki kriteriji za ET prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (25).

Dijagnoza zahtijeva sva Cetiri velika ili tri velika i jedan mali Kriterij

Veliki kriteriji

1. Povisen broj trombocita > 450x10%/L

2. Bioptat kostane srzi pokazuje uglavnom proliferaciju megakariocita s umnozenim brojem
uvecanih, zrelih i hiperlobuliranih megakariocita. Nema znac¢ajnijeg umnazanja granulopoeze ili
eritropoeze i vrlo rijetko je prisutna retikulinska fibroza

3. Ne zadovoljava kriterije za policitemiju veru, primarnu mijelofibrozu, BCR-ABL1 pozitivnu

kroni¢nu mijeloi¢nu leukemiju, mijelodisplasti¢ni sindrom ili drugu mijeloidnu neoplazmu
4. Prisutnost JAK2-V617F, CALR ili MPL mutacije

Mali kriterij

1. Prisutnost drugog klonalnog markera, ili u odsutnosti istog, bez dokaza za reaktivnu
trombocitozu




1.2 POLICITEMIUAVERA

Policitemiju veru (PV) se naj¢es$¢e prepoznaje pretjeranom produkcijom eritrocita, a moze se nacéi i
umjerena leukocitoza i trombocitoza. Za razliku od ET, bolesnici s PV su nesto mladi (medijan
pojavnosti je od 50-60 godina zivota), a procijenjena incidencija je 0.4 do 2.8 na 100 000 ljudi (39).
Slicno ET, bolesnici s PV imaju skra¢en Zzivotni vijek naspram zdravoj populaciji, a medijan
prezivljenja kod bolesnika starijih od 60 godina je oko 14 godina, dok je kod mladih, 24 godine (40).
U usporedbi s ET, ovi bolesnici ¢e$¢e imaju simptome bolesti, ponajprije glavobolju, vrtoglavicu,
pojacano znojenje, akvageni svrbez, a lako se primjecuje crvenilo koze i sluznica (pletora). Rjede
prvi znak bolesti moze biti tromboza, najcesce u srediSnjem zivéanom sustavu, a moze se razviti i
sréani infarkt (47). Zanimljivo, MPN mogu biti i uzrokom tromboze splanhnic¢kih vena, stoga u
dijagnostickom pretrazivanju treba misliti i na ove bolesti, iako krvna slika ne mora pokazivati
znaCajnijih  odstupanja  (58). Manje cCesta su  patoloska  krvarenja  uzrokovana
,prepunjenoséu’ sluznica, uglavnom iz gastrointestinalnog trakta.

Gotovo su svi bolesnici s PV nosioci JAK2-V617F mutacije, oko 95% ima somatske mutacije u
egzonu 14, a u oko 3% bolesnika se pronadu mutacije u egzonu 12 (15-19,59). Navedenim
molekularnim testom moZemo s gotovo stopostotnom sigurnosc¢u iskljuciti druge uzroke povisenog
hematokrita. KS ovih bolesnika pokazuje trilinijsku proliferaciju (panmijelozu) s pleomorfnim,
zrelim megakariocitima (Slika 2). Dodatno, autonoman rast eritrocita negativhom povratnom
spregom uzrokuje snizenu serumsku koncentraciju eritropoetina §to se moze na¢i u oko 85%
bolesnika (60). Prema kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije (SZO), nizak serumski
eritropoetin u kombinaciji s JAK2-V617F mutacijom moze biti dovoljan za dijagnozu PV (25).
Dijagnosticki kriteriji za PV prikazani su u Tablici 2.

Rizicni Cimbenici loSijeg prezivljenja bolesnika s PV su starija zivotna dob, leukocitoza,
abnormalan kariotip i venska tromboza, a za leukemijsku transformaciju starija Zivotna dob,

leukocitoza i abnormalan kariotip, dok je opterecenje JAK2 alelom >50% dodatan ¢imbenik rizika



za transformaciju u SMF. Takoder, oko 50% bolesnika ima dodatne mutacije ili varijante razlicitih
gena od kojih dio njih (oko 15%) ima i negativan utjecaj na prezivljenje (40,47,61).

Slicno ET, lijeCenje bolesnika s PV temeljeno je na sprjecavanju trombotskih komplikacija. Dob
visa od 60 godina i ranija tromboza prepoznati su kao dva najvaznija rizi¢na ¢imbenika za razvoj
novog trombotskog dogadaja, stoga prisutnost bilo kojeg od tih ¢imbenika identificira visokorizi¢ne
bolesnike. Neovisno o stupnju rizika, svim bolesnicima preporu¢a se primjena malih doza
acetilsalicilne kiseline koja je u randomiziranoj studiji (ECLAP, prema eng. European Collaboration
on Low-dose Aspirin in Polycythemia Vera) utjecala na smanjenje kombiniranog krajnjeg ishoda
koji je ukljucivao nefatalni infarkt miokarda, nefatalni mozdani udar, pluénu emboliju, veliku
vensku trombozu ili KV smrt, u usporedbi s placebom (62). Dodatno, primjena acetilsalicilne
kiseline u bolesnika s PV moze i umanjiti vazomotorne smetnje: eritromelalgiju, glavobolju,
smetnje vida, tinitus ili smetnje ravnoteze (47,49). Svim bolesnicima s PV treba raditi venepunkcije
(flebotomije) s ciljem odrZavanja hematokrita < 45%, obzirom kako je randomizirana klinicka
studija (CYTO-PV, prema eng. CYTOreductive Therapy to Prevent Cardiovascular Events in
Patients with Polycythemia Vera) pokazala da takav pristup smanjuje ucestalost velikih tromboza i
KV smrtnost (63). Visokorizi¢énim bolesnicima treba preporuciti hidroksiureju ili interferon alfa,
kao i onima sa simptomima bolesti, simptomatskom ili progresivnom splenomegalijom,
ekstremnom trombocitozom (>1500x10%L) i/ili leukocitozom >15x10%L (47,49,64-66). Kod
bolesnika refraktornih ili intolerantnih na hidroksiureju, primjena ruksolitiniba moze smanjiti
potrebu za venepunkcijama, veli¢inu slezene i simptome povezane s bolesc¢u (29,30). Druge opcije
lijeCenja ukljuuju primjenu interferona alfa-2a, a u novije vrijeme, i njegovih pegiliranih
(,,dugodjelujuc¢ih®) oblika (54,56,67). Preliminarni rezultati randomizirane studije koja je
usporedivala u¢inke hidroksureje i pegiliranog inteferona alfa-2a kod bolesnika s visokorizi¢énom
ET i PV pokazala je podjednake klinicke ishode iako se zavr$ne analize studije ocekuju (68).
Suprotno, nedavno su objavljeni vrlo uzbudljivi rezultati randomizirane studije u kojoj se

usporedivao ucinak ropeginferferona alfa-2b u bolesnika s PV, a koji su pokazali kako
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ropeginterferon alfa-2b moze dovesti do veée stope hematoloskih i molekularnih remisija s vrlo
povoljnim sigurnosnim profilom, u usporedbi s hidroksiurejom, §to ropeginterferon alfa-2b ¢ini
novom terapijskom opcijom u ovih bolesnika (31). U novije vrijeme, pokusava se kombinirati
ruksolitinib s pegiliranim interferonom, a ¢ini se da navedena kombinacija nema znacajnijih

toksi¢nosti (32,33).

Slika 2: Izrazito hipercelularna ko$tana srz s trilinijskom proliferacijom (panmijelozom) u

bolesnika s policitemijom verom (bojenje hemalaun-eozin, povecanje x100).



Tablica 2: Dijagnosticki kriteriji za PV prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (25).

Dijagnoza zahtijeva prisutnost tri velika ili prva dva velika i jedan mali kriterij**

Veliki Kkriteriji

1. Hemoglobin > 165 g/L u muskaraca, 160 g/L u Zena, ili Htc > 49% u muskaraca, 48% u Zena,
ili povecana masa eritrocita*

2. Bioptat kostane srzi pokazuje hipercelularnost za dob s trilinijskom proliferacijom
(panmijelozom) i prominentnom eritroidnom, granulocitnom i megakariocitnom proliferacijom s
pleomorfnim, zrelim megakariocitima (razliciti u veli¢ini)

3. Prisutnost JAK2-V617F ili mutacije u egzonu 12 gena za JAK2

Mali kriterij
1. Subnormalna razina serumskog eritropoetina

* masa eritrocita >25% od srednje predvidene vrijednosti

**Bjiopsija kosti nije potrebna ako postoji trajna eritrocitoza; hemoglobin > 185 g/L u
muskaraca (hematokrit, 55%) ili 165 g/L u Zena (hematokrit, 49.5%, ako su zadovoljeni treci
veliki i mali kriterij
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1.3 PRIMARNA | SEKUNDARNA MIJELOFIBROZA

Primarna mijelofibroza (PMF) je najrjeda MPN, pojavljuje se uglavnom poslije 50. godine zivota
(medijan dobi je oko 65 godina), a procijenjena incidencija joj je 0.1 do 1 na 100 000 ljudi (39).
PMF pokazuje najagresivniji klinicki tijek s medijanom prezZivljenja od 5-6 godina, a
karakterizirana je klonalnom mijeloproliferacijom, varijabilnim stupnjem fibroze KS,
ekstramedularnom  hematopoezom s  posljedicnom  hepatosplenomegalijom, izrazitim
konstitucijskim simptomima i abnormalnim citokinskim profilom, leukoeritroblastozom, anemijom,
kaheksijom i cCestom transformacijom u akutnu leukemiju (69). Druge komplikacije bolesti
ukljuéuju infarkte slezene, sklonost trombozama i krvarenjima, te razvoj portalne hipertenzije.
Mutacije JAK2-V617F, CALR ili MPL gena nalaze se u oko 90% bolesnika (15-24,69), a dio
bolesnika moze imati i druge mutacije za koje se ¢ini da pridonose progresiji bolesti i leukemijskoj
transformaciji (69-71). Dijagnoza bolesti temeljena je na morfologiji KS u kojoj dominira razli¢iti
stupanj fibroze i proliferacija megakariocita s abnormalnim sazrijevanjem i hiperkromatskim,
iregularnim nukleolima (Slika 3). Stupanj fibroze KS utjece na prezivljenje bolesnika (42-46,72-74),
a stupnjuje se prema trenutno vazeCem Europskom konsenzusu (75) (Tablica 3.). Dijagnosticki
kriteriji za PMF (25) prikazani su u Tablici 4.

Kako tumorske mati¢ne stanice u PMF imaju sklonost sazrijevanja u atipiéne megakariocite s
posljedi¢énom trombocitozom, u ranoj fazi bolesti je ponekad tesko razluciti ET od PMF. Ve¢ ranije
smo naveli kako je vrlo vazno diferencirati ET i od pre-PMF, s obzirom na to da potonju prati
znacajno loSija prognoza (42-46,49,69), sto je od strane SZO prepoznato i revidirano u posljednjoj
klasifikaciji MPN (25). Sli¢no, bolesnici s ET i PV mogu tijekom vremena poceti pokazivati
odredene klinicke znaCajke PMF (anemiju, hepatosplenomegaliju, konstitucijske simptome,
leukoeritroblastozu ili povisen LDH) i tada govorimo o transformaciji bolesti u SMF (post-ET
mijelofibrozu (post-ET MF) i post-PV mijelofibrozu (post-PV MF)). Klinic¢ki tijek i prezivljenje

SMF jednak je PMF, i ako je prilikom dijagnoze prisutna histoloska slika fibroze KS, a ranije nije
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postojala dijagnoza MPN, ponekad moze biti vrlo tesko reéi radi li se o PMF ili SMF (69,76,77).
Kriteriji Medunarodne radne grupe za istrazivanje i lijeCenje mijeloproliferativnih neoplazmi (IWG-
MRT prema eng. International Working Group for Myeloproliferative Neoplasms Research and
Treatment) (77) za dijagnozu post-ET i post-PV MF prikazani su u Tablici 5.

Sliéno kao kod ET, mutacijski status u PMF i SMF znacajno utjece na klini¢ki fenotip i prognozu.
Bolesnici s JAK2-V617F mutacijom pokazuju veéi mijeloproliferativni potencijal, imaju vise
vrijednosti leukocita i hemoglobina, dok su oni s CALR mutacijom mladi, ¢e$¢e S trombocitozom i
boljom prognozom, s§to je moguce vezano samo za tip 1 mutacije. Suprotno, bolesnici s mutiranim
MPL genom su stariji, ¢eS¢e imaju konstitucijske simptome, a prognoza im je slicna JAK2-V617F
mutiranim bolesnicima (21,22,69,78).

Najces¢e koriSteni modeli za procjenu rizika od smrti kod bolesnika s PMF i SMF su
Internacionalni prognosticki sistemski skor (IPPS, prema eng. International Prognostic Scoring
System) koji prilikom dijagnoze u obzir uzima dob bolesnika, leukocite, hemoglobin, broj
cirkuliraju¢ih blasta i prisutnost konstitucijskih simptoma (79), te Dinamicki internacionalni
prognosticki sistemski skor (DIPSS, prema eng. Dynamic International Prognostic Scoring System)
koji evaluira iste parametre 1 boduje ith u bilo kojem trenutku tijekom pracenja, a bolesnici s
progresijom bolesti i akumulacijom novih rizi¢nih ¢imbenika imaju losiju prognozu (80). Potonji
bodovni sustav prikazan je u Tablici 6. Tre¢i prognosticki model koji se moze koristiti tijekom
pracenja jest DIPPS-plus, a on dodatno boduje i trombocitopeniju, kariotip i potrebu za
transfuzijama eritrocita (81). U novije su vrijeme razvijeni mozda i precizniji prognosti¢ki modeli,
temeljeni dominantno na molekularno-genetickoj stratifikaciji rizika, a koji se, s obzirom na cijenu i
dostupnost, u svakodnevnoj klini¢koj praksi ipak rjede koriste (82,83).

Jedini modalitet lije¢enja kojim se moze poboljsati preZivljenje i izlijeCenje bolesnika s PMF i SMF
jest transplantacija alogenih krvotvornih mati¢nih stanica. Nazalost, taj postupak prati visoka
smrtnost (barem oko 50%), kao i znacajan morbiditet i komplikacije samog transplantacijskog

postupka (npr. reakcija presatka protiv primaoca) (52,69,84), stoga je kod svakog bolesnika
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potrebno pazljivo odvagati rizik od same transplantacije i potencijalnu korist u smislu prezivljenja.
Nasuprot tome, svi trenutno dostupni lijekovi, ukljuéujuci ruksolitinib, imaju uglavnom palijativnu
ulogu i nisu pokazali da mogu znacajno promijeniti tijek bolesti, smanjiti fibrozu KS ili dovesti do
citogenetske/molekularne remisije, ali zato mogu olaksati simptome povezane s bole$¢u i smanjiti
veli¢inu slezene (26-28,49,69,85,86). Bolesnike srednjeg-2 i visokog rizika treba pokusati
alotransplantirati, a ako nisu pogodni za transplantaciju, terapiju treba usmjeriti na dominantne
simptome bolesti. U svih rizi¢nih skupina, ukoliko postoji simptomatska anemija, mogu se koristiti
androgeni, prednizon, talidomid ili lenalidomid (potonja dva mogu biti posebno ucinkoviti kad je
prisutna citogenetska promjena delecija 5931). Bolesnici srednjeg-1, srednjeg-2 i visokog rizika
koji imaju simptomatsku splenomegaliju lije¢e se ruksolitinibom i hidroksiurejom. Drugi se
modaliteti lijeenja poput splenektomije i zraCenja slezene rijetko koriste. Bolesnike niskog i

srednjeg-1 rizika bez znacajnih simptoma, moze se samo opservirati, a ako je potrebna citoredukcija,

preporuca se primjena hidroksiureje (49,69).

Slika 3: Hipocelularna kosStana srz uz odlaganje kolagenih vlakana u bolesnika s primarnom

mijelofibrozom (bojenje hemalaun-eozin, povecanje x40).
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Tablica 3: Trenutno vazeci Europski konsenzus o stupnjevanju fibroze kostane srzi (75).

Stupanj 0 | Linearna i rastrkana vlakna retikulina bez presijecanja $to odgovara normalnoj
koStanoj srzi

Stupanj 1 | Labava mreza retikulinskih vlakana s mnogo presijecanja, pogotovo u
perivaskularnim podrucjima

Stupanj 2 Difuzna i gusta mreza retikulinskih vlakana s opseZnim presijecanjima uz
povremene fokalne nakupine kolagena ili fokalnu osteosklerozu

Stupanj 3 | Difuzna i gusta retikulinska mreza s opseznim presijecanjima uz grube depozite
kolagena i Cesto udruzena s znatnom osteosklerozom

Tablica 4: Dijagnosti¢ki kriteriji za PMF prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (30).

Dijagnoza zahtijeva sva tri velika kriterija i barem jedan mali kriterij

Veliki kriteriji

1. Prisutnost megakariocitne proliferacije i atipije, pracene retikulinskom i/ili kolagenom
fibrozom stupnja 2 ili 3

2. Ne zadovoljava kriterije za esencijalnu trombocitemiju, policitemiju veru, BCR-ABL1
pozitivnu kroni¢nu mijeloi¢nu leukemiju, mijelodisplasti¢ni sindrom ili drugu mijeloidnu
neoplazmu

3. Prisutnost JAK2-V617F, CALR ili MPL mutacije, ili u odsutnosti istih, drugog klonalnog
markera*, ili bez dokaza reaktivne fibroze**

Mali kriteriji

1. Anemija koja nije uzrokovana drugim komorbidnim stanjem
2. Leukocitoza > 11x10%/L

3. Palpabilna splenomegalija

4. Povisen LDH

5. Leukoeritroblastoza

* npr. ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B.

**Fibroza KS uzrokovana autoimunom bolescu ili drugim upalnim bolestima, leukemijom
viasastih stanica ili drugom limfoproliferativnom bolescéu, metastaskim karcinomom ili toksicnom
mijelopatijom
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Tablica 5: IWG-MRT kriteriji za dijagnozu post-ET MF i post-PV MF (77). U oba slu¢aja su za

dijagnozu potrebna 2 glavna kriterija i 2 dodatna kriterija.

Post-ET MF

Post-PV MF

Glavni kriteriji
1. Ranije dokumentirana ET
2. Fibroza kostane srzi stupanj 2 ili 3

Glavni kriteriji
1. Ranije dokumentirana PV
2. Fibroza koStane srzi stupanj 2 ili 3

Dodatni kriteriji

1. Razvoj anemije i pad hemoglobina >20
g/L

2. Leukoeritroblastoza

3. Pojava palpabilne splenomegalije ili
porast ranije palpabilne slezene >5 cm
4. Povisen LDH

5. Pojava jednog ili viSe konstitucijskih
simptoma (gubitak na tjelesnoj tezini
>10% u Sest mjeseci, nocna znojenja,
neobjasnjeni (sup)febriliteti >37,5°C)

Dodatni kriteriji

1. Razvoj anemije ili gubitak potrebe za
venepunkcijama ako je bolesnik bez
citoreduktivne terapije

2. Leukoeritroblastoza

3. Pojava palpabilne splenomegalije ili porast ranije
palpabilne slezene >5 cm

4. Pojava jednog ili vise konstitucijskih simptoma
(gubitak na tjelesnoj tezini >10% u Sest mjeseci,
noc¢na znojenja, neobjasnjeni (sup)febriliteti
>37,5°C)

Tablica 6: Prikaz Dinamickog internacionalnog prognostickog sistemskog skora (DIPSS, prema

eng. Dynamic international prognostic scoring system) koji se najc¢es$¢e koristi prilikom praéenja

bolesnika s PMF i SMF (85).

Varijabla

Bod

Dob > 65 godina

Prisutnost konstitucijskih simptoma
Hemoglobin < 100 g/L

Leukociti > 25x10°%/L

Cirkuliraju¢i blasti > 1%

Lt

0 bodova=niski rizik, medijan prezivijenja nije postignut
1-2 boda=srednji-1 rizik, medijan prezivijenja 14,2 godine
3-4 boda=srednji-2 rizik, medijan prezivijenja 4 godine
5-6 bodova=visoki rizik, medijan prezivljenja 1,5 godina
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1.4 MPN KAO UPALNE BOLESTI

Kroni¢na upala je vrlo vazan ¢imbenik u patogenezi zlo¢udnih bolesti, a odredeni su molekularni i
stani¢ni signalni putevi identificirani kao moguc¢a poveznica izmedu upale, razvoja, rasta i Sirenja
tumora (87). Ve¢ je u 19. stolje¢u Virchow ukazao na mogucu ulogu kroni¢ne upale na razvoj
zlo¢udnih bolesti (88), a 1986. godine je Dvorak karcinome opisao kao ,,rane koje ne cijele” (89).
Kasnije je koncept ,,onkoinflamacije*“ prepoznat kao sedma tipi¢na znacajka zlo¢udnih tumora
(90,91). Uistinu, hematoloske zlo¢udne bolesti su kroz proslost ¢esto etioloSki bile povezivane s
kroni¢nom upalom, a u novije se vrijeme pojavio i koncept MPN kao ,,Humanog upalnog modela za
razvoj tumora“ (35,36). U narednim odlomcima ¢emo iznijeti trenutno dostupne epidemioloske,

klinicke i eksperimentalne dokaze o ulozi kroni¢ne upale u patogenezi MPN.

14.1 Epidemioloski dokazi

Velike Svedske epidemioloske studije su pokazale kako u bolesnika oboljelih u mijeloidnih
neoplazmi (akutne mijeloi¢ne leukemije i mijelodisplasticnog sindroma) postoji povecan rizik od
razvoja autoimunih i drugih upalnih bolesti. U sluc¢aju MPN, kroni¢ne upalne bolesti se cesto
javljaju prije same dijagnoze ili tijekom perioda pracenja. NajceSce se radi o polimijalgiji reumatici
i/ili temporalnom arteritisu, Crohnovoj bolesti i imunoj trombocitopeniji. U tim studijama,
autoimune i upalne bolesti su bile statisticki znacajno povezane s rizikom od kasnijeg razvoja MPN,
Sto nam indirektno ukazuje kako bi kroni¢na imuna stimulacija mogla posluziti kao jedan od
,okidaca“ MPN (92-94). Nadalje, pokazano je kako se haplotip 46/1 gena za JAK2, rizi¢nog
¢imbenika za razvoj MPN (95-97), ¢esto moze naci I U kroni¢nim upalnim stanjima, ukljucujuci
Crohnovu bolest (98,99).

Naposljetku, velika Danska epidemioloska studija s 49 488 ispitanika koja je istrazivala rizi¢ne
¢imbenike za razvoj ateroskleroze, kroni¢ne upalne bolesti arterija, pokazala jest kako su ispitanici s
dokazanom JAK2-V617F mutacijom pod povecanim rizikom od razvoja ishemijske bolesti srca
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(100). Sli¢no, u drugoj su populacijskoj studiji bolesnici s MPN imali znacajno Vvisu ucestalost
fraktura u usporedbi sa zdravom populacijom, Sto upucuje na moguci upalom stimulirani razvoj

osteopenije i osteoporoze (101).

1.4.2 Klinicki dokazi

MPN karakteriziraju znac¢ajan KV morbiditet i mortalitet, S trombozama arterija i vena kao tipi¢nim
komplikacijama bolesti. Uz zahvacanje arterija i vena, ovi su bolesnici dodatno skloni i
mikrocirkulacijskim smetnjama, poput eritromelalgije, glavobolje, vrtoglavice ili gubitka vida
(47,69,102). Patofiziologija tromboze u MPN je vrlo kompleksna, a osim hiperviskoznosti,
ukljucuje i abnormalnu aktivaciju krvnih stanica klonalnog porijekla s poja¢anim stvaranjem
leukocit-trombocit kompleksa, te aktivaciju endotela kroni¢nim upalnim zbivanjem (102,103).
Nadalje, u ovih bolesnika se moze naci i poremecena koagulacijska osovina, s poviSenim razinama
protrombina, D-dimera, trombin-antitrombin kompleksa, trombomodulina i von Willebrandova
faktora, koagulacijskih ¢imbenika ¢esto povezivanih s kroni¢nim upalnim zbivanjima, a ¢iji utjecaj
na razvoj tromboze je prepoznat (102-104). Kroni¢na upala ima i vaznu ulogu u promoviranju
ateroskleroze (105), a godinama je poznato kako su autoimune bolesti (npr. reumatoidni artritis i
sistemski eritemski lupus) sklone preuranjenoj aterosklerozi i znathom KV morbiditetu (106,107).
Isto tako, kroni¢no upalno stanje utjeCe i na razvoj inzulinske rezistencije i Secerne bolesti,
znacajnih rizi¢nih ¢imbenika za razvoj KV bolesti (108). Naposljetku, kroni¢na upala i posljedi¢na
ateroskleroza mogu utjecati i na razvoj venskih tromboza (109).

Nedavno objavljena meta-analiza je pokazala kako povisena koncentracija serumskog C-reaktivnog
proteina (CRP), vrlo osjetljivog biljega upale, koagulacije, fibrinolize, endotelne disfunkcije,
oksidacije masnih Cestica i stabilnosti aterosklerotskog plaka, u op¢oj populaciji ima kontinuiranu
povezanost s ishemijskom bolesti srca, mozdanim udarom i ukupnom KV smrtnos¢u (110). Sli¢no,

u studijama Barbuia i sur, vise serumske koncentracije CRP-a u bolesnika s ET i PV su korelirale sa
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stetnim KV dogadajima 1 ve¢im optere¢enjem JAK2 alelom, a u bolesnika s PMF i s
transformacijom u akutnu leukemiju (111,112). U ovom bi kontekstu konstitutivnho JAK-STAT
signaliziranje i prate¢e upalno zbivanje moglo utjecati na ,,preuranjenu* aterosklerozu i trombotske
dogadaje u MPN, ali i na progresiju bolesti i sekundarnu leukemijsku transformaciju.

Osim promoviranja KV morbiditeta, sistemska upala ima utjecaj i na razvoj splenomegalije i
razlic¢itih konstitucijskih simptoma koji su prisutni u oko 50%-70% bolesnika s MPN. Najcesce se
radi o umoru (81%), svrbezu (52%), no¢nom znojenju (49%), bolovima u kostima (44%), vrucici
(14%) i gubitku na tjelesnoj masi (13%) (113,114). Prisutnost konstitucijskih simptoma znacajno
umanjuje kvalitetu zivota bolesnika s MPN, ali i svakodnevnu aktivnost i produktivnost na poslu
(114). Primjena steroida, ruksolitiniba ili interferona alfa, lijekova za koje je pokazano da svojim
antiupalnim ucinkom snizavaju razinu upalnih citokina u cirkulaciji, brzo dovodi do poboljsanja
op¢ih simptoma i regresije splenomegalije (26-34,47,49,54-56,67,69). Zanimljivo, rezultati
prospektivne opservacijske studije REVEAL (prema eng. The Prospective Observational Study of
Patients with Polycythemia Vera in US Clinical Practices) pokazali su kako prisutnost
konstitucijskih simptoma u bolesnika s PV, osim svrbeza i no¢nog znojenja, ne Korelira s
uspjesnosc¢u citoreduktivne terapije pri kontroli krvnih nalaza, $to indirektno implicira ulogu
upalnog miljea na razvoj simptoma u bolesnika s PV (115). Sli¢no je primjeceno i prilikom naglog
prestanka uzimanja ruksolitiniba, kada se u dijela bolesnika moze javiti ,,sindrom ustezanja“, s
naglim povratkom simptoma bolesti, porastom veli¢ine slezene, citopenijama, a u najtezim
slucajevima i s hemodinamskom nestabilno$c¢u uz klini¢ku sliku nalik sepsi (116).

Naposljetku, nekontrolirana sistemska upala u kroni¢nim upalnim i autoimunim bolestima ¢esto
dovodi do disfunkcije i fibroze organa (117), $to je prepoznato i u MPN, gdje je primjeé¢en povecan
rizik od razvoja progresivnog kroni¢nog bubreznog zatajenja (118), nezavisnog rizicnog ¢imbenika
za razvoj KV bolesti (119). Termin ,,MPN nefropatija“ sugeriran je kako bi se okarakterizirale
nespecifi¢ne glomerulopatije povezane s MPN (120). Klini¢ke posljedice kroni¢ne upale u MPN

slikovito su prikazane na Slici 4.
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1.4.3 Eksperimentalni dokazi

Velik dio bolesnika s MPN, poglavito PMF i SMF, u cirkulaciji ima poviSene razine razli¢itih
proupalnih citokina i faktora rasta, od kojih su najznacajniji monocitni kemotaktic¢ki protein-1
(MCP-1, prema eng. Monocyte chemotactic protein-1), makrofagni inflamatorni protein lalfa
(MIP-1a, prema eng. Macrophage inflammatory protein lalpha), interferon-y, interleukini (IL)-1,
IL-2R, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, IL-15 i IL-17, faktor nekroze tumora-alfa (TNF-a, prema eng.
Tumor necrosis factor-a), transformiraju¢i faktor rasta-beta (TGF-p, prema eng. Transforming
growth factor-p), faktor stimulacije granulocitnih kolonija (G-CSF, prema eng. Granulocyte colony
stimulating-factor), faktor stimulacije granulocitno-makrofagnih kolonija (GM-CSF, prema eng.
Granulocyte-monocyte colony-stimulating factor), vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF,
prema eng. Vascular endothelial growth factor) i trombocitni ¢imbenik rasta (PDGF, prema eng.
Platelet-derived growth factor) (35,36,121-125). Za pojedine citokine pokazano je kako mogu
utjecati na vrijednosti krvne slike, splenomegaliju i odredene simptome bolesti, a jedan dio njih ima
i negativan utjecaj na prezivljenje (121-126).

Bolesnici s MPN imaju i znacajno disregulirane gene povezane s upalnim odgovorom. Pomocéu
genskog ekpresijskog profila analizirani su geni u imunokompetentnim stanicama bolesnika s MPN
(granulociti, monociti, B- i T-limfociti) i pokazano je kako je u tih bolesnika snazno eksprimirana
aktivnost gena povezanih s interferonom, poglavito interferon-inducibilnim genom 27 (IFI27,
prema eng. interferon-inducible gene 27), Cija je aktivnost bila izrazenija osam, 16 i 30 puta u
bolesnika s ET, PV i PMF. Ovaj,,interferonski potpis* u MPN mogao bi zrcaliti hiperstimulirani, ali
I neefikasni imunosni sustav u MPN, najizrazenije u PMF kao ,,terminalnoj* fazi MPN (35,36,127).
Na primjeru TNF-a se moze vrlo lako demonstrirati vaznost upalne atmosfere u patogenezi MPN. U
studiji Fleischman i sur. pokazano je kako povisena razina TNF-a u MPN korelira s optere¢enjem
JAK2 alelom. U toj su studiji in vitro pokusom JAK2-V617F pozitivne stanice tretirane JAK-

inhibitorom, S$to je znacajno smanjilo transkripciju TNF-a. S druge strane, misevi koji nisu
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izrazavali gen za TNF-o nisu mogli razviti klinicke znacajke MPN. Jo$ zanimljivije, JAK2-V617F
pozitivne stanice, ali ne i one od zdravih kontrola, pokazivale su rezistenciju na supresiju rasta
posredovane s TNF-a. Naposljetku, zdrave, JAK2-V617F negativne CD34+ stanice, suprimirane su
S TNF-a, sugeriraju¢i kako TNF-a i kroni¢na upala mogu direktno poticati rast i razvoj zlo¢udnog
klona, te inhibirati rast zdravih krvotvornih stanica (128).

Medutim, proizvodnja upalnih citokina u MPN nije ekskluzivno vezana samo za JAK2-V617F
mutirane stanice. | zdrave stanice u mikrookolisu KS bolesnika s MPN mogu biti sekundarno
»inducirane* da prozvode proupalne citokine. Kleppe i sur. pokazali su kako zdrave hematopoetske
stanice iz mi§jih MPN modela, kao i one od bolesnika s MPN, aberantno sintetiziraju upalne
citokine (129). Dodatno, hiperaktivacija signalnog puta nuklearnog ¢imbenika — kapa B(NF-«kB,
prema eng. nuclear factor-xB) pokazana je u bolesnika s PMF (130), a inhibicija NF-kB smanjila je
rast CD34+ stani¢nih kultura u ovih bolesnika, direktno impliciraju¢i ulogu NF-kB inhibitora kao
potencijalnih terapijskih agensa u MPN (131).

Nadalje, iako postoje odredeni dokazi da bi osteoklasti u bolesnika s PMF mogli biti klonalni i
funkcionalno os$teceni (132), joS uvijek se smatra kako su kroni¢no upalno zbivanje, ,.citokinska
oluja“ (ponajprije cirkuliraju¢ih VEGF, PDGF, lipokalina-2 i IL-8) i vrlo slozene interakcije izmedu
tumorskih stanica i mikrookolisa KS (fibroblasta, osteoblasta i endotelnih stanica), odgovorni za
pretjeranu ekspresiju signalnog puta TGF-B, faktora rasta s centralnom ulogom u razvoju fibroze
KS u MPN (37,38). Naposljetku, postoje dokazi da bi u upalnom miljeu KS i akumulirani slobodni
kisikovi radikali (ROS, prema eng. reactive oxygene species) mogli dovesti do dodatne genske
nestabilnosti, selekcioniranja subklonova, fibroze 1 disfunkcije KS, s posljedicnom
granulocitopenijom, anemijom i trombocitopenijom. Pretjerana upalna aktivnost u KS mogla bi
utjecati i na in vivo aktivaciju granulocita s oslobadanjem razli¢itih proteoliti¢kih enzima i
poticanjem efluksa CD34+ stanica iz KS u cirkulaciju, s razvojem ekstramedularne hematopoeze
(,,metastaziranje®), §to je tipi¢na znacCajka PMF (35,36,124,125). Patofizioloska uloga kronic¢ne

upale u promociji i progresiji MPN slikovito je prikazana na Slici 5.
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Slika 4: Kroni¢na upala u bolesnika s MPN znacajno utjeCe na kardiovaskularni morbiditet i

konstitutivne simptome. Preuzeto i modificirano prema Hasselbalch HC, 2015 (36).
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F, 2017 (124).
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1.5 HITINAZE | HITINAZAMA SLICNE BJELANCEVINE

Hitin je polimer B-1,4-N-acetyil-glukozamina i produkt je mnogih zivih organizama, prvenstveno
biljki, insekata, bakterija, virusa, gljivica i parazita. Bioloska funkcija hitina je izgradnja stijenke
biljki, egzoskeleta insekata, mikrofilamenata parazita, a igra i vaznu ulogu u zivotnom ciklusu
gljiva. Dugo se smatralo kako sisavci ne proizvode hitinaze, s obzirom na to da njihov organizam ne
sadrzava hitin, no prisutnost hitinaza i bjelanc¢evina sli¢nih hitinazama (CLPs, prema eng. chitinase-
like proteins) dokazana je i u ljudi. Hitinaze svojom enzimatskom aktivnosc¢u razgraduju hitin, dok
se CLPs mogu vezati na hitin, no ne posjeduju kataliticku aktivnost. Glavna evolucijska uloga
hitinaza je urodena obrana od organizama koji posjeduju hitin (npr. parazita i gljiva) (133-137).

Skupini hitinaza i CLPs pripadaju bjelancevina 1 sli¢na hitinazi-3 (YKL-40), hitotriozidaza
(CHIT1), bjelan¢evina 2 sli¢na hitinazi-3 (YKL-39), kisela humana hitinaza (AMCase, prema eng.
Acidic mammalian chitinase), YM1, jajovodu-specifi¢na bjelanc¢evina (OVGP, prema eng. oviduct-
specific glycoprotein) i hitinazi-sli¢cna bjelan¢evina koji komunicira sa stabilinom-1 (SI-CLP, prema
eng. stabilin-lI-interacting chitinase-like protein). Ove se bjelancevine pojacano sintetiziraju u
razli¢itim patoloSkim stanjima, dok je u zdravom organizmu njihova ekspresija minimalna. lako
uloga hitinaza i CLPs u patogenezi ljudskih oboljenja jo§ uvijek nije sasvim jasna, postoje brojni
dokazi o vaznosti ovih bjelancevina u patofiziologiji upale, ateroskleroze i zlo¢udnih bolesti (138-

143). U naredna dva odlomka podrobnije ¢emo se osvrnuti na YKL-40 i CHITL.
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1.5.1 Bjelancevina 1 sli¢na hitinazi-3 (YKL-40)

Bjelancevina 1 slicna hitinazi-3 (YKL-40) ima vaznu ulogu u patogenezi upale, upalnog
remodeliranja tkiva, ateroskleroze i zlo¢udnih bolesti. Gen za sintezu YKL-40 nalazi se na
kromosomu 1932.1 i sastoji se od 10 egzona. Skra¢enica YKL-40 proizlazi iz prve tri N-terminalne
aminokiseline, tirozina (Y), lizina (K) i leucina (L), te molekularne mase od 40 kDa (149). Drugi
nazivi za ovaj glikoprotein su bjelancevina 1 sli¢na hitinazi-3 (CHI3L1, prema eng. chitinase-3-like
protein-1), ljudski hrskaviéni glikoprotein-39 (HC-gp39, prema eng. human cartilage glycoprotein-
39), heparin-vezu¢i glikoprotein mase 38-kDa (gp38, prema eng. 38-kDa heparin-binding
glycoprotein) i chondrex (138-143). Plazmatska koncentracija YKL-40 u zdravoj populaciji korelira
s dobi, nije ovisna o spolu ili dobi dana i godinama moze biti stabilna (139).

Sintezu i sekreciju YKL-40 snazno poti¢u IL-6 i interferon-y, a smanjuju IL-4 i deksametazon
(147,148). YKL-40 se dominantno sintetizira u makrofazima (145,146), monocitima (149,150),
granulocitima (151), megakariocitima (152), hondrocitima i sinovijalnim stanicama (153,154) i
vaskularnim glatkim misi¢nim stanicama (VSMC, prema eng. vascular smooth muscle cells) (155-
159), ali i u razli¢itim zlo¢udnim stanicama (138-141).

Bioloske funkcije YKL-40 su vrlo raznolike. Tijekom infekcija, YKL-40 se ponasa kao reaktant
akutne faze upale - luéi se iz granulocita (151), veze za patogen (138-143) i potice diferencijaciju
monocita u makrofage (149,150), a poviSene cirkuliraju¢e koncentracije YKL-40 opisane su kod
bolesnika s meningitisom (160), upalom pluca (161) i kandidijazom (162).

YKL-40 ima i vaznu ulogu u fibroznom remodeliranju tkiva. YKL-40 stimulira proliferaciju
vezivnog tkiva (fibroblasta, hondrocita i sinovijalnih stanica), slicno uéinku inzulinu-slicnog faktora
rasta (IGF-1, prema eng. Insulin-like growth factor 1), s kojim moze djelovati sinergisticki
(150,153,154). Stimuliraju¢i mitogenom-aktiviranu proteinsku kinazu (MAPK, prema eng.
Mitogen-activated protein kinase) i fosfatidilinozitol-3 kinazu (PI3K, prema eng. Phosphoinoside-3

kinase) preko fosforilacije vanstani¢nim signalom-reguliranih kinaza 1 i 2 (ERK1/ERK2, prema
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eng. Extracellular signal-regulated kinase-1 and 2) i proteinske kinaze B (PKB, prema eng. Protein
kinase B) YKL-40 poti¢e stanice vezivnog tkiva da zavrSe mitozu, poticuéi njihov rast i
proliferaciju (153). Dodatno, ¢ini se da se YKL-40 moze i direktno vezati na kolagen tipa I, 11 i I11
(138,141). S obzirom na to da je je YKL-40 povezan s upalnim remodeliranjem tkiva, njegov
izrazaj je analiziran i u autoimunim bolestima, poput upalnih bolesti crijeva (163), reumatoidnog
artritisa (164) i sarkoidoze (165), gdje se ¢ini da serumska koncentracija YKL-40 dobro korelira s
aktivno$¢u osnovne bolesti. Sli¢no je primjeceno i na primjeru alkoholne fibroze jetre, gdje
povisena serumska koncentracija YKL-40 vjerojatno zrcali poja¢anu aktivnost Kupfferovih stanica
(jetrenih makrofaga) (166).

Posljednjih godina akumulirani su i dokazi o ulozi YKL-40 u promicanju ateroskleroze. Nekoliko je
in vitro studija sugeriralo ulogu YKL-40 u formiranju i progresiji aterosklerotskog plaka. Pokazano
je kako YKL-40 potice migraciju VSMC kroz intimu krvnih zila, ali i njihovu morfolosku
reorganizaciju, kao odgovor na egzogene signale (155,156). Dodatno, imunohistokemijskim i
molekularnim metodama pronadena je pojacana ekspresija YKL-40 u VSMC i makrofazima unutar
aterosklerotskog plaka, sto implicira ulogu YKL-40 u neoangiogenezi i formiranju aterosklerotskog
plaka, primarno potpomazuéi diferencijaciju monocita u “pjenusave” makrofage unutar plaka
(157,158). Kasnije su in vivo studije pokazale kako serumska koncentracija YKL-40 dobro korelira
s prisutnoscu i prosirenoS¢u koronarne bolesti srca (167-169), ali i s pove¢anim rizikom od ukupne i
KV smrtnosti (170). Sli¢no, povisene cirkuliraju¢e vrijednosti YKL-40 opisane su i kod bolesnika s
ishemijskom cerebrovaskularnom boles¢u (171,172). Naposljetku, kod bolesnika sa Sec¢ernom
bolesti, YKL-40 korelira s inzulinskom rezistencijom i prisutno$¢u albuminurije, Sto opet ukazuje
na mogucu patofiziolosku ulogu YKL-40 u razvoju mikrovaskularnih komplikacija (173,174).
Budué¢i da bioloske funkcije YKL-40 ukljuéuju regulaciju stani¢ne proliferacije, adhezije,
migracije, aktivacije 1 remodeliranja vanstanicnog matriksa, mnogi istraZivaci su povisenu
ekspresiju YKL-40 dokazali i u razli¢itim vrstama zloCudnih tumora, poput osteosarkoma,

glioblastoma, melanoma, karcinoma dojke, bubrega, debelog crijeva, prostate i gusterace, a kod
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vecine njih, znacajno povisene serumske koncentracije YKL-40 uglavnom ukazuju na diseminaciju
bolesti s negativnim prognostickim znacajem (Slika 6). Ipak, pokazano je kako osjetljivost i
specifi¢nost YKL-40 nije dovoljna za identifikaciju primarnog tumora, u smislu “univerzalnog”
preglednog testa. Isto tako, ekspresija YKL-40 ne korelira s prisutno$éu individualnih tumorskih
antigena, Sto vjerojatno zrcali razli¢ite biologije tumora, u kojima neke zlo¢udne stanice lu¢e YKL-
40, a druge ne. Naposljetku, jos uvijek nije sasvim jasno luce li YKL-40 samo tumorske stanice ili i
peritumorski makrofazi (TAMs, prema eng. tumor-associated macrophages). Vrlo je moguce da
cirkulirajuée vrijednosti YKL-40 integriraju zajedni¢ku aktivnost primarnog tumora i TAMs (138-
140).

U bolesnika s hematoloskim zlo¢udnim bolestima, serumske koncentracije YKL-40 istrazene su u
akutnoj mijeloi¢noj leukemiji (175) i multiplom mijelomu (152), gdje se pokazalo kako su povisene
koncentracije ovog biljega povezane s loSijim prezivljenjem, te u Hodgkinovoj bolesti, u kojoj je
cirkuliraju¢i YKL-40 korelirao s uznapredovalom boles¢u, op¢im simptomima i cirkuliraju¢im IL-6
(145). Dvije su studije analizirale serumsku koncentraciju YKL-40 u MPN. Prva je analizirala
serumsku koncentraciju YKL-40 u 48 bolesnika s MPN i demonstrirala je povisenu vrijednost
YKL-40 u bolesnika s PMF, no ne i u bolesnika s ET i PV. Ta je studija imala vise nedostataka —
nije ukljucivala bolesnike sa SMF, odnos izmedu ET i PV prema PMF nije demonstriran, a klini¢ke
korelacije vezane uz YKL-40 nisu pokazane (176). Druga studija je ukljucila 47 bolesnika s ET i
PV lijeCenih vorinostatom, a pokazala je poviSenu koncentraciju serumskog YKL-40 u bolesnika s
PV u odnosu na zdrave kontrole i ET. Serumska je koncentracija YKL-40 u bolesnika s PV
korelirala s opterecenjem JAK2 alelom, brojem granulocita i trombocita, razinom LDH i CRP-a, a
nize vrijednosti zabiljezene su u kontrolnom intervalu kod bolesnika koji su povoljno odgovorili na
lijeCenje. Autori su stoga zakljucili kako bi YKL-40 mogao biti novi cirkulirajuéi biljeg tumorskog

opterecenja i progresije MPN (177).
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Slika 6: Imunohistokemijska ekspresija YKL-40 u razli¢itim solidnim tumorima. Preuzeto i

modificirano prema Schultz NA, 2010 (139). A) normalan epitel dojke sa slabom ekspresijom
YKL-40 uz pojacanu ekspresiju u upalnim stanicama, B) invazivni duktalni karcinom dojke, C)
kolorektalni karcinom, D) karcinom ovarija, E) planocelularni karcinom glave i vrata, F)
planocelularni karcinom cerviksa, G) melanom, H) hepatocelularni karcinom s niskom ekspresijom
YKL-40 (velike strelice) i normalan epitel Zuénih kanali¢a s poja¢anom ekspresijom YKL-40 (male

strelice), I) karcinom gusterace.
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1.5.2 Hitotriozidaza (CHIT1)

Serumska hitotriozidaza (CHIT1) je prva otkrivena hitinaza, a gen za CHIT1 se nalazi na
kromosomu 1g31-g32 i sastoji se od 12 egzona. Slicno YKL-40, glavna evolucijska uloga CHIT1 je
urodena zastita od mikroorganizama koji sadrzavaju hitin, ¢emu je dokaz i Cinjenica kako su
bolesnici s defektnim genom za CHIT1 pojacano skloni infestacijama filarijom, malarijom,
kriptokokom i kandidom (143,147,148,183-185).
Glavne stanice koje koje sintetiziraju, pohranjuju i otpustaju CHIT1 su aktivirani makrofazi i
granulociti, uglavnom stimulirani inteferonom-y, TNF-a, GM-CSF i putem Toll-like receptora

(186,187).

U svakodnevnom klinickom radu, mjerenje Serumske aktivnosti CHIT1 Koristi se kao biljeg
uspjeSnosti razli¢itih terapijskih pristupa u lijeCenju Gaucherove bolesti (GB), nasljedne
autosomno-recesivne bolesti uzrokovane manjkom lizosomalne glukocerebrozidaze s posljedi¢nim
nakupljanjem glukocerebrozida u ,,pjenusavim* tkivnim makrofazima, tzv. Gaucherovim stanicama
(Slika 7). Prosje¢na serumska aktivnost CHIT1 u GB je viSe od 600 puta veca nego u zdravoj
populaciji i predstavlja surogatni cirkuliraju¢i biljeg prisutnosti tkivnih Gaucherovih stanica
(188,189). Isto tako, pracenje serumske aktivnosti CHIT1 moze se koristiti i tijekom lije¢enja

drugih lizosomalnih bolesti, poput Niemann-Pickove bolesti (190,191).

Osim kod infekcija mikroorganizmima koji sadrzavaju hitin (192), povisena serumska aktivnost
CHIT1 se moze na¢i i u drugim stanjima povezanim s nespecificnom aktivacijom makrofagnog
sustava, poput kroni¢nih autoimunih bolesti karakteriziranih stvaranjem granuloma. Tipi¢ni primjeri
su Wegenerova granulomatoza (193), upalne bolesti crijeva (194) i sarkoidoza (195).

S druge strane, CHIT1 stimulira signalni put TGF- i tako utjece na upalno remodeliranje tkiva. Na
misjem je modelu pokazano kako je fibroza pluca uzrokovana bleomicinom bila znatno manje
izrazena u CHIT1-defektnih miSeva, naspram zdravim misevima (196). Povecana ekspresija CHIT1

opisana je i u bolesnika s kroni¢nom opstruktivnom pluénom bolesti, gdje moze pridonositi
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opstrukciji diSnih puteva i fibroznom remodeliranju bronha i pluénog parenhima (197). Sli¢no,
CHIT1 otpusten iz Kupfferovih stanica moze pridonositi razvoju jetrene ciroze (198).

Makrofazi imaju i vrlo vaznu ulogu u reguliranju normalne i patoloske eritropoeze. Eritroni u KS
razvijaju se unutar posebne, specijalizirane niSe, nazvanom ,.eritroblastni otok™ (Slika 8). Unutar
,eritroblastnog otoka‘, makrofazi stimuliraju proliferaciju i prezivljavanje zrelih eritroblasta (199).
Nakon sazrijevanja, eritrociti cirkuliraju u krvi oko 120 dana, a potom ih uklanjaju makrofazi jetre i
slezene. Zanimljivo, povecana serumska aktivnost CHIT1 opisana je u B-talasemiji, bolesti u kojoj
genski defekt za sintezu B-globinskog lanca dovodi do neproduktivne eritropoeze i ekspanzije
makrofagnog sustava u jetri i slezeni, posljedi¢no uklanjanju nefunkcionalnih eritrocita (200).

Vrlo zanimljivi rezultati proizasli su iz studije koja je istrazivala vaznost makrofaga u patofiziologiji
PV. U toj je studiji, nakon deplecije makrofaga klodronatom, doslo do reverzije PV fenotipa u
JAK2-V617F pozitivnih miseva. Nadalje, proliferacija JAK2-V617F pozitivnih stanica je u in vitro
uvjetima bila znacajno smanjena u kulturi stanica bez makrofaga, u usporedbi sa stani¢nom
kulturom koja je sadrzavala makrofage. Iz tih se rezultata da zakljuciti kako je JAK2-V617F
mutacija zacetnik PV, no moguée je da potpuna klinicka ekspresija PV dodatno ovisi i 0
mikrookolisu KS, prvenstveno makrofagnoj nisi (201).

Slicno kao i YKL-40, serumska aktivnost CHIT1 se pokazala osjetljivim upalnim biljegom
ateroskleroze, a imunohistokemijskim i molekularnim tehnikama je in vitro dokazana njena
prisutnost u razli¢itim subpopulacijama makrofaga unutar aterosklerotskog plaka (163) (Slika 9). U
in vivo studijama je pokazana poviSena serumska aktivnost CHIT1 u bolesnika s ishemijskim
mozdanim udarom i koronarnom boles¢u srca, gdje serumska aktivnost CHIT1 korelira s
prosirenoscu aterosklerotske bolesti (202-204). Temeljem ovih rezultata, serumska aktivnost CHIT1
je prihvacena kao jedan od biljega formacije aterosklerotskog plaka. Zanimljivo, primjena statina i
fibrata, lijekova koji snizavaju razinu kolesterola i triglicerida, ne utjeCe na redukciju Serumske
aktivnost CHIT1 $to upucuje kako CHIT1 nije optimalan biljeg za pracenje progresije ateroskleroze

(204). Nadalje, povisena serumska aktivnost CHIT1 opisana je i kod novodijagnosticiranih
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bolesnika sa Secernom bolescu, $to se moze tumaciti endotelnom disfunkcijom prisutnom u ovih
bolesnika (205).

Serumska aktivnost CHIT1 je istrazena i u zlo¢udnim bolestima. Blago je povisena u karcinomu
pluca, gdje se u slucaju eksudativnog pleuralnog izljeva nije pokazala dovoljno osjetljivom za
diferenciranje upale i tumora (206). Isto tako, povisena aktivnost CHIT1 demonstrirana je u
bolesnika s karcinomom prostate i visokim Gleasonovim skorom, ali ne i u sluc¢aju benigne
hipertrofije prostate (207). Takoder, vrlo dobra dijagnosti¢ka osjetljivost i specificnost serumske
aktivnosti CHIT1 za detekciju tumora zabiljezena je i u bolesnika s karcinomom dojke (208).
Serumska aktivnost CHIT1 do sada nije istrazivana u MPN. Nekoliko je ranih studija pokazalo
kako se u odredenih bolesnika s KML u KS mogu vizualizirati Gaucherove stanice uz povecanu
serumsku aktivnost CHIT1, vjerojatno posljedicno nakupljanju glukocerebrozida uzrokovanim
povecanom proliferacijom leukocita, a ne zbog nasljednog defekta enzima. Klinicko znacenje
Gaucherovih stanica u ovom kontekstu nije jasno (209,210). Budu¢i da GB ponekad moze klinicki
nalikovati primarnim hematoloskim zlo¢udnim bolestima (npr. imati simptome splenomegalije,
bolove u kostima, anemiju ili trombocitopeniju), ponekad nalaz Gaucherovih stanica u KS moze
klini¢ara uputiti na ispravnu dijagnozu (211). Stani¢no porijeklo YKL-40 i CHIT1, te njihova

potencijalna uloga u patogenezi ljudskih bolesti sumarno je prikazana u Tablici 7.
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Slika 7: Gaucherove stanice u KS bolesnika s JAK2-V617F pozitivnom MPN. Nakupine
Gaucherovih stanica (stanice poput ,,zguzvanog papira™) u hipercelularnoj KS (strelica, 40x). A)
Gaucherova stanica na velikom povecanju (100x), B) imunohistokemijsko bojenje CD68 (100x).

Preuzeto i modificrano prema Appiah-Cubi S, 2015 (206).

Slika 8: Prikaz ,.eritroblastnog otoka“, elektronska mikroskopija. Strelice oznacavaju centralno
smjestenog makrofaga okruzenog eritroblastima i retikulocitima (Rtc). Preuzeto i modificirano

prema Chasis JA, 2008 (194).
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Tablica 7: Stani¢no porijeklo YKL-40 i CHIT1 i njihova uloga u patogenezi ljudskih bolesti.

Stanice porijekla

YKL-40

CHIT1

Monociti kasnijih stadija
diferencijacije, makrofazi potaknuti
interferonom-vy, makrofazi povezani s

Makrofazi, monociti, Gaucherove

Makrofazi tumorom, granulomi u sarkoidozi stanice, pluéni makrofazi
pluca, makrofazi aterosklerotskog
plaka

Granulociti Aktivirani i neaktivirani granulociti Aktivirani i neaktivirani granulociti
T-limfociti Ne Ne
B-limfociti Ne Ne
Epitelne stanice Ne Ne
Sinovijalne stanice Stanice sinovije nalik fibroblastima Ne

- Hondrociti u reumatoidnom artritisu i
Hondrociti . Ne
osteoartritisu
Glatke miSi¢ne stanice Vaskularne glatke misi¢ne stanice Ne
. N . : Malarija, filarijaza, kandida,
Infekcije Meningitis, pneumonija, kandida J kriptékok

Autoimune bolesti

Reumatoidni artritis, sarkoidoza,
upalne bolesti crijeva

Wegenerova granulomatoza,
sarkoidoza, upalne bolesti crijeva

Zloéudni tumori i
tumorske stani¢ne
linije

Glioblastom, osteosarkom, melanom,
karcinom gusterace, ovarija, dojke i
prostate, multipli mijelom,
Hodgkinova bolest, akutna mijeloi¢na
leukemija, Philadelphia negativne
mijeloproliferativhe neoplazme

Karcinom pluéa, prostate i dojke
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Slika 8: Poja¢ana mRNA ekspresija CHIT1, YKL-40 i osteopontina u aterosklerotskom plaku

trbusne aorte. Detekcija VSMC (A) 1 makrofaga (B) pomoc¢u imunohistokemijskog bojenja na SM
a-aktin i HAMG5. In situ hibridizacijom vidljiva je ekspresija CHIT1 (C i D), YKL-40 (HCgp) (E) i
osteopontin (OPN) mRNA (F) u makrofazima unutar aterosklerotskog plaka. G) TRAP je

eksprimiran u svim makrofazima. Preuzeto i modificirano prema Boot RG, 1999 (158).

33



2. HIPOTEZA

Serumska koncentracija YKL-40 i aktivnost CHIT1 vise su u bolesnika s MPN u odnosu na zdrave

dobrovoljce i neovisne 0 JAK2-V617F ili CALRETICULIN mutacijskom statusu.
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3. CILJEVI RADA

3.1 OPCI CILJ: Analizirati serumsku koncentraciju YKL-40 i aktivnost CHIT1 u MPN i njihovu

povezanost s klinickim znacajkama bolesti.

3.2 SPECIFICNI CILJEVI:

1. Analizirati serumsku koncentraciju YKL-40 i aktivnost CHIT1 u bolesnika s MPN i u zdravih
dobrovoljaca.

2. Analizirati serumsku koncentraciju YKL-40 i aktivnost CHIT1 u bolesnika s ET, PMF i SMF u
odnosu na JAK2-V617F i CALRETICULIN mutacijski status.

3. Analizirati serumsku koncentraciju YKL-40 i aktivnost CHIT1 u bolesnika s PMF i SMF.

4. Analizirati serumsku koncentraciju YKL-40 i aktivnost CHIT1 u bolesnika s MPN u odnosu

na:
-apsolutni broj leukocita, granulocita, trombocita i blasta u perifernoj krvi,
-serumsku laktat dehidrogenazu,
-stupanj splenomegalije,
-konstitucijske simptome.

5. Analizirati serumsku koncentraciju YKL-40 i aktivnot CHIT1 u bolesnika s PMF i SMF u
odnosu na:
- stupanj anemije,
- opce tjelesno stanje bolesnika,
- stupanj fibroze kostane srzi,

- dinamicki internacionalni prognosticki sistemski skor.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1 ISPITANICI

Istrazivanje je provedeno u dva hematoloska centra u Republici Hrvatskoj, Odjelu za internu
medicinu, Opée bolnice Sibensko-kninske Zupanije i Zavodu za hematologiju Klinike za unutarnje
bolesti Klinickog bolnickog centra Zagreb. Bolesnici su ukljucivani u istrazivanje u razdoblju od
srpnja 2014. do veljace 2016. Dijagnoza ET, PV i PMF revidirana je prema kriterijima SZO iz 2016.
(25), a bolesnici s post-ET MF i post-PV MF dijagnosticirani su prema kriterijima IWG-MRT (77).
Kontrolnu skupinu ¢inili su dobrovoljni darivatelji krvi. Iz istrazivanja smo iskljucili bolesnike
mlade od 18 godina, trudnice, te bolesnike s akutnim infekcijama, autoimunim i drugim zlo¢udnim

bolestima.

4.2 METODE

Studija je dizajnirana kao istrazivanje parova (prema eng. case-control study). U trenutku
ukljuéivanja u studiju biljezeni su podaci o vrsti bolesti, dobi, spolu, duljini trajanja bolesti, JAK2-
V617F i CALR mutacijskom statusu, opéem tjelesnom stanju mjerenom prema Kriterijima Isto¢ne
kooperativne onkoloske grupe (ECOG, prema eng. Eastern Cooperative Oncology Group) (Tablica
8.) (207), DIPSS prognostickom stadiju bolesnika s PMF i SMF (85), prisutnosti konstitucijskih
simptoma definiranih prema kriterijima IWG-MRT (vruéica >37.5C, no¢no znojenje, gubitak na
tjelesnoj masi >10% u proteklih Sest mjeseci) (77) i KV rizi¢nih ¢imbenika (arterijska hipertenzija,
SeCerna bolest, hiperlipidemija), ranije preboljeloj trombozi (arterijskoj ili venskoj), ovisnosti o
transfuzijama krvnih pripravaka, te vrsti lijecenja (hidroksiureja, ruksolitinib, ASK i varfarin).
Duljina slezene mjerena je palpacijski u centimetrima (cm), pocevsi od lijevog rebranog luka.

Stupanj fibroze KS stupnjevan je prema Europskom konsenzusu (75).
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Tablica 8: Opce tjelesno stanje prema kriterijima Isto¢ne kooperativne onkoloske grupe (ECOG,

prema eng. Eastern Cooperative Oncology Group) (212).

Asimptomatski (potpuno aktivan, sposoban obavljati bez ikakvih poteskoca sve

Stupanj 0 aktivnosti kojima se bavio i prije bolesti

Simptomatski, ali potpuno ambulatorni pacijent (ograni¢en u napornim fizickim
Stupanj 1 aktivnostima, ali sposoban nastaviti posao koji je sjedilacki i nije pretjerano
zahtjevan kao §to su lagani kuc¢anski poslovi ili uredski posao)

Simptomatski, < 50% vremena tijekom dana provodi u krevetu ( ambulatorni
pacijent koji je sposoban sam se brinuti za sebe, ali je nesposoban izvrSavati bilo
kakve radne aktivnosti; nije vezan za krevet i >50% vremena koje provodi budan
nije ogranicen na krevet ili stolac)

Stupanj 2

Simptomatski, >50% vremena provodi u krevetu, ali nije vezan za krevet
Stupanj 3 (sposoban ograni¢eno brinuti se za sebe, ograni¢en na krevet ili stolac 50% ili
viSe vremena koje provodi budan)

Vezan za krevet (potpuno onemogucen, uopée se ne moze brinuti 0 sebi, u

Stupanj 4 potpunosti ogranic¢en na krevet ili stolac)

Stupanj 5 Mrtav

4.3 LABORATORISKE ANALIZE

Puna krv za odredivanje kompletne krvne slike, LDH i CRP uzeta je bolesnicima na dan
uklju¢ivanja u istrazivanje. Centrifugirajuci uzorke krvi (3500 okretaja u minuti, ukupno 10 minuta),
serum je odvojen od stani¢nih elemenata. Sve uzorke seruma pohranili smo na -80°C do vremena
laboratorijskih analiza.

Serumska koncentracija YKL-40 odredena je kvantitatitivnim imunoenzimskim testom (ELISA,
prema eng. Enzyme-linked immunosorbent assay) (Quantikine Human CHI3L1 Immunoassay,
R&D Systems, Abingdon, Ujedinjeno Kraljevstvo). Princip odredivanja temelji se na dodavanju
uzoraka seruma u mikrotitarsku plo€icu koja je prethodno obloZena specificnim antitijelima
usmjerenim na YKL-40, a koncentracija analita odreduje Se mjerenjem apsorpcije produkta

enzimske reakcije, nakon dodavanja poliklonskog antitijela specificnog za YKL-40 konjugiranog sa
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enzimom i enzimskog supstrata. Serumske vrijednosti koncentracije YKL-40 izrazene su u
pikogramima po mililitru (pg/mL).

Kataliticka aktivnost CHIT1 u uzorcima seruma odredena je fluorimetrijski na fluorimetru Cary
Eclipse (Agilent Technologies, Sjedinjene Americke Drzave) mjerenjem produkta enzimatske
hidrolize 4-metilumbeliferona pri odgovaraju¢im valnim duljinama ekscitacije (365 nm) i emisije
(450 nm). Enzimatska aktivnost CHIT1 izrazena je kao nanomol supstrata hidroliziranog po satu i

mililitru inkubiranog seruma (umol/L/h).
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4.4  STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticke analize provedene su koriste¢i licencirani komercijalni statisticki program MedCalc
Statistical Software® (verzija 19.0.3., Ostend, Belgija). Normalnost distribucije numerickih
varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Numericki parametri nisu bili normalno distribuirani
stoga su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon (IQR, prema eng. interquartile range).
Kategorijske varijable prikazane su kao broj i postotak. Kategorijske varijable usporedene su
pomocu 2 testa, a numericke pomoéu Mann-Whitney U i Kruskal-Wallis testova. Analiza krivulje
svojstva funkcioniranja prijemnika (ROC, prema eng. Receiver Operating Characteristic Curve
analysis) koriStena je za testiranja osjetljivosti i specificnosti. Spearmanova rank korelacija
koriStena je za usporedbu vrijednosti YKL-40 i CHIT1 i razli¢itih numeric¢kih varijabli. Kaplan i
Meierova, log-rank test te Coxova multivarijatna regresijska metoda koristene su za usporedbu
prezivljenja izmedu grupa bolesnika. Modeli binarne logisticke regresije koristeni su kako bi
analizirali da li dodatak visih vrijednosti serumskog YKL-40 ranije etabliranim rizi¢nim
¢imbenicima moze bolje diskriminirati bolesnike s povisenim rizikom za razvoj tromboze. Ukupno
prezivljenje (OS, prema eng. overall survival) i prezivljenje bez znakova tromboze (TFS, prema eng.
thrombosis-free survival) mjereno je kao vrijeme od uzimanja uzorka krvi do smrti bilo kojeg
uzroka ili tromboze (arterijske ili venske). Podaci o prezivljenju i trombozi biljezeni su za vrijeme
posljednjeg pregleda. Arterijske tromboze definirane su kao akutni infarkt miokarda, tranzitorna
mozdana ishemijska ataka, akutni ishemijski mozdani udar 1 akutna periferna arterijska okluzija.
Venske tromboze definirane su kao periferna duboka venska tromboza, pluéna tromboembolija i

tromboza splanhnickih vena. P vrijednosti manje od 0.05 smatrane su znacajnima U svim analizama.
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45 ETICKANACELA

Istrazivanje je provedeno u skladu s Helsinskom deklaracijom i odobreno od strane Etickih
povjerenstava Opée bolnice Sibensko-kninske Zupanije, Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb i

Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Svi sudionici potpisali su informirani pristanak.
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5. REZULTATI:

5.1 KARAKTERISTIKE ISPITANIKA

Serumska koncentracija YKL-40 i aktivnost CHIT1 analizirani su u ukupno 143 ispitanika. U
istrazivanje smo ukljucili 45 bolesnika s ET, 30 bolesnika s PV, 17 bolesnika s PMF, 19 bolesnika sa
SMF i 32 kontrolna ispitanika (Slika 9). Od 19 bolesnika sa SMF, bilo je 11 bolesnika s post-ET MF
i 8 bolesnika s post-PV MF. Cetrdeset i Sest (41,4%) bolesnika s MPN je bilo novodijagnosticirano,
a preostali su dijagnosticirani ranije. Medijan pracenja bolesnika s ET i PV bio je 50 mjeseci
(raspon 11-65), a zivih bolesnika s PMF i SMF 39 mjeseci. Medijan dobi kontrola bio je 55.5
godina (raspon 42-68), a 19 (59%) ih je bilo muskog spola. Nije bilo statisticki znacajne razlike

izmedu bolesnika i kontrola ovisno o spolu (p=0,195) i dobi (p=0,099).

post-PV MF
(6%)

post-ET MF
(8%) Zdravi

(22%)
PMF (12%)

PV (21%) ET (31%)

Slika 9: Prikaz udjela pojedinih dijagnoza u ukupnom uzorku od 143 ispitanika.
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5.2 YKL-40

Vise serumske koncentracije YKL-40 zabiljezene su u bolesnika s MPN (medijan 1238,9 pg/mL,
raspon 57,8-4000), u usporedbi s kontrolnom skupinom (medijan 466 pg/mL, raspon 117,3-801,7;
p<0,001) (Slika 10). Stovise, povisene serumske koncentracije YKL-40 u usporedbi s kontrolnom
skupinom zabiljezene su u svim entitetima unutar MPN spektra, kod bolesnika s ET (medijan
1053,2 pg/mL, raspon 728,9-4000), post-ET MF (medijan 1432,3 pg/mL, raspon 371,4-4000), PV
(medijan 1489,9 pg/mL, raspon 324,7-4000), post-PV MF (medijan 2048,3 pg/mL, raspon 57,8-
4000) i PMF (medijan 1079,1 pg/mL, raspon 220,1-4000) (ukupni p<0,001; p<0,050 za sve

individualne analize) (Slika 11).

4000 — e
3500 —

3000 —

2500 — p<0,001

2000 —

1500 —

YKLA40 (pg/mL)

1000 —

500 —

| |
Kontrole MPN

Slika 10: Vise serumske koncentracije YKL-40 u bolesnika s MPN u usporedbi s kontrolnom

skupinom.
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Slika 11: Povisene serumske koncentracije YKL-40 zabiljezene su u svim entitetima unutar MPN

spektra.

Razlika u serumskim koncentracijama YKL-40 izmedu bolesnika s ET, post-ET MF, PV, post-PV
MF i PMF nije bila statisticki znacajna (p=0,989), kao niti razlika u serumskoj koncentraciji YKL-

40 izmedu bolesnika s PMF i SMF (medijan 1797,8 pg/mL, raspon 57,8-4000, p=0,884).
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Potom smo ROC krivuljom testirali osjetljivost i specifi¢nost serumske koncentracije YKL-40 za
detekciju bolesnika s MPN. Povrsina ispod ROC krivulje bila je 0,868 (STD+0,029, 95% CI 0,801-
0,919, p<0,001). Prema ROC krivulji, serumska koncentracija YKL-40 >801,7 pg/mL ima

osjetljivost od 68,47% i specifi¢nost od 100% prilikom detekcije bolesnika s MPN (Slika 12).
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Slika 12: Serumska koncentracija YKL-40 > 801,7 pg/mL ima osjetljivost od 68,47% i specifi¢nost

od 100% za detekciju bolesnika s MPN.
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Budu¢i da se klinicki tijek, komplikacije, prezivljenje i pristup lije€enju znacajno razlikuje izmedu
ET i PV naspram PMF i SMF, te dvije skupine bolesnika analizirali smo odvojeno. Karakteristike

bolesnika s ET i PV prikazane su u Tablici 9.

Tablica 9: Karakteristike bolesnika s ET i PV.

Broj bolesnika
ET (%) / PV (%)
Novodijagnosticirani (%)
Dob, godine
Trajanje bolesti, godine
Musko (%) / Zensko (%)
JAK2-V617F (%) / CALR (%) /
Negativan (%)
Konstitucijski simptomi (%)
ECOG: 0-1 (%) / 2-4 (%)
Palpabilna splenomegalija (%)
Kardiovaskularni rizi¢ni ¢imbenici (%)
Ranija tromboza (%)
Retikulinska fibroza (%)
Hidroksiureja (%)
Acetilsalicilna kiselina (%)
Varfarin (%)
Leukociti (x10%/L)
Granulociti (x10%L)
Bazofili (x10%/L)
Eozinofili (x10%/L)
Eritrociti (x10'%/L)
Hemoglobin, g/L

75
45 (60%) / 30 (40%)
29 (39%)
67 IQR (39-81)
2 IQR (0-18)
31 (41%) / 44 (59%)

52 (69%) / 12 (16%) / 11 (15%)
31 (41%)
60 (80%) / 15 (20%)
28 (37%)
56 (25%)
17 (23%)
25 (67%)
43 (57%)
61 (82%)
6 (8%)

8,1 IQR (3,2-17,6)
5,3 IQR (1,1-17,0)
0,1 IQR (0-2)
0,2 IQR (0-8,1)
4,7 IQR (3,0-7,9)
138 IQR (87-202)

Hematokrit (%) 0,4 IQR (0,3-0,6)
Trombociti (x10%L) 502 IQR (142-1413)
LDH (1U/L) 233 IQR (130-696)

CRP (mg/L) 2,6 I0R (0,2-8,9)
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Korelacije YKL-40 s klinickim parametrima kod bolesnika s ET i PV:

U svih su bolesnika vise serumske koncentracije YKL-40 korelirale sa starijom zivotnom
dobi (rho=0,272, p=0,018), CRP-om (rho=0,712, p<0,001), konstitucijskim simptomima
(p<0,001), losijim op¢im tjelesnim stanjem (ECOG >2-4; p<0,001), KV rizi¢nim
¢imbenicima (p=0,012), retikulinskom fibrozom KS (p=0,002) i ranije preboljelom
trombozom (p<0,001). Terapija s ASK je bila povezana s nizom koncentracijom serumskog
YKL-40 (p=0,038), dok je lijecenje varfarinom bilo povezano s visim koncentracijama
YKL-40 (p=0,049). Novodijagnosticirani bolesnici su imali niZze vrijednosti serumskog
YKL-40, u odnosu na one dijagnosticirane ranije (p=0,018). Kod ranije dijagnosticiranih
bolesnika, nije bilo statisticki znacajne povezanosti izmedu serumske koncentracije YKL-40

i duljine trajanja bolesti (rho=-0,053, p=0,723).

Kod bolesnika s ET, vise serumske koncentracije YKL-40 su bile statisticki znacajno
povezane sa starijom zivotnom dobi (rho=0,318, p=0,033), CRP-om (rho=0,745, p<0,001),
konstitucijskim simptomima (p=0,007), losijim op¢im tjelesnim stanjem (ECOG >2-4;
p<0,001), KV rizi¢nim ¢imbenicima (p=0,021), retikulinskom fibrozom KS (p=0,008) i
ranije preboljelom trombozom (p<0,001). Nije bilo statisti¢ki znacajne povezanosti izmedu
vrijednosti serumskog YKL-40 i terapije s ASK (p=0,356) ili varfarinom (p=0,825).
Novodijagnosticirani bolesnici su imali jednake vrijednosti serumskog YKL-40 u odnosu na

one dijagnosticirane ranije (p=0,141).

U bolesnika s PV, vise serumske koncentracije YKL-40 su bile statisticki znac¢ajno povezane
sa CRP-om (rho=0,687, p<0,001), konstitucijskim simptomima (p=0,002), losijim opéim
tjelesnim stanjem (ECOG >2-4; p<0,001) i retikulinskom fibrozom KS (p=0,009). Bolesnici
pod terapijom ASK su imali nize vrijednosti serumskog YKL-40 (p=0,006), dok su bolesnici
tretirani varfarinom imali vise vrijednosti serumskog YKL-40 (p=0,009). Nije bilo statisticki

znacajne povezanosti izmedu vrijednosti serumskog YKL-40 u odnosu na dob bolesnika
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(rho=0,154, p=0,416), KV rizicne ¢imbenike (p=0,248) i ranije preboljelu trombozu
(p=0,123). Novodijagnosticirani bolesnici su imali viSe vrijednosti serumskog YKL-40 u

odnosu na one dijagnosticirane ranije, no bez statisticke znacajnosti (p=0,075).

U obje podskupine bolesnika nismo nasli povezanosti izmedu serumske koncentracije YKL-
40 i spola bolesnika, mutacijskog statusa bolesnika, apsolutnog broja leukocita, granulocita,
eozinofila, bazofila, eritrocita i trombocita, koncentracije hemoglobina, vrijednosti
hematokrita i serumskog LDH. Takoder, potreba za hidroksiurejom, prisutnost palpabilne
splenomegalije i palpatorna duljina slezene nisu korelirali sa serumskim koncentracijama

YKL-40 (p>0,050 za sve analize).

Dodatno smo analizirali klinicke karakteristike bolesnika s ET 1 PV koji su imali
,hormalnu serumsku koncentraciju YKL-40 (te smo bolesnike definirali kao one koji su
imali serumsku koncentraciju YKL-40 jednaku zdravim kontrolama, tj. <801,7 pg/mL, §to je
prijelomna vrijednost dobivena ROC krivuljom). Tim smo pristupom identificirali 22
bolesnika (15 s ET i1 7 s PV); sedam ih je bilo musSkog spola, a 15 Zenskog. U 16 bolesnika
je dokazana JAK2-V617F, a u sest CALR mutacija. U usporedbi s bolesnicima koji su imali
vise serumske koncentracije YKL-40 (>801,7 pg/mL), nismo nasli razlike u odnosu na
fenotip bolesti, spol, mutacijski status, lije¢enje hidroksiurejom ili prisutnost KV rizi¢nih
¢imbenika (p>0,050 za sve analize). Medutim, nize serumske koncentracije YKL-40 su bile
povezane s mladom Zivotnom dobi (<60 godina; p=0,006), a samo su ¢etiri bolesnika imala
konstitucijske simptome (p=0,039), jedan loSije opée tjelesno stanje (p=0,023), tri
retikulinsku fibrozu KS (p=0,006), pet palpabilnu slezenu (p=0,050), a dva raniji trombotski

dogadaj (p=0,072).

Nadalje, buduci da je visa serumska koncentracija YKL-40 bila povezana sa starijom dobi,
KV rizi¢nim ¢imbenicima i ranije preboljelom trombozom, analizirali Smo i moguci utjecaj

visih serumskih koncentracija YKL-40 na razvoj tromboze u bolesnika s ET i PV. Dvadeset i
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jednom bolesniku (28%) je tijekom pracenja dijagnosticirana tromboza. Ukupno je bilo 7
venskih (33,3%) i 14 arterijskih (66,7%) tromboza (p=0,126). Jedan je bolesnik imao
trombozu splanhnic¢kih vena. Nije bilo statisticki znacajne razlike u ucestalosti tromboza
izmedu bolesnika s ET (16 bolesnika) i PV (5 bolesnika) (p=0,075). U svrhu analize TFS
konstruirana je ROC krivulja s trombozom kao klasifikacijskom varijablom, a zbog
definiranja optimalne prijelomne vrijednosti serumske koncentracije YKL-40 (>1714,4
pg/mL). U univarijatnim analizama prezivljenja Su vise serumske koncentracije YKL-40
(HR 7,01, p<0,001) (Slika 13), ranije preboljela tromboza (HR 8,54, p<0,001), dob >60
godina (HR 3,50, p=0,004), prisutnost KV rizi¢nih ¢imbenika (HR 2,89, p=0,042) i PV
fenotip (HR 2,98, p=0,017) bili povezani s povecanim rizikom od nastanka tromboze. U
multivarijatnoj Coxovoj regresijskoj analizi, vise serumske koncentracije YKL-40 su

zadrZale svoj negativan prognosticki znac¢aj (Tablica 10.).

Pomoc¢u dva modela binarne logisticke regresije s trombozom kao nezavisnom varijablom
analizirali smo moze li dodatak visih serumskih koncentracija YKL-40 (>1714,4 pg/mL)
ranije poznatim rizinim ¢imbenicima za razvoj tromboze u bolesnika s MPN (dob >60
godina, preboljela tromboza, PV fenotip i prisutnost JAK2-V617F mutacije) bolje
diskriminirati bolesnike s povecanim rizikom od tromboze. Obzirom kako je tromboza
vremenski ovisna varijabla, te kako bismo izbjegli pristranost, iz analize smo iskljucili
bolesnike s vrlo kratkim pracenjem, tj. ukljucili smo samo one koji su praceni kroz barem 12
mjeseci. Statisticki model s dodatkom visih serumskih koncentracija YKL-40 (Model 2;
AUC 0,850, STD= 0,051, 95% CI 0,747-0,922) mogao je bolje identificirati bolesnike s
poveéanim rizikom od razvoja tromboze u usporedbi s ,klasi¢nim“ modelom bez YKL-40

(Model 1; AUC 0,800, STD#0,053, 95% CI 0,691-0,884; p=0,098) (Slika 14).
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Slika 13: Vise serumske koncentracije YKL-40 su povezane s povecanim rizikom od razvoja

tromboze u bolesnika s ET i PV.

Tablica 10: U multivarijatnoj Coxovoj regresijskoj analizi, viSe serumske koncentracije YKL-40 su

zadrzale negativan prognosticki znacaj na razvoj tromboze u bolesnika s ET 1 PV.

Varijabla HR 95% CI p
YKL >1714,4 pg/mL 3,89 [1,00-8,16] 0,048
KV rizi¢ni ¢imbenici 0,09 [0,16-11,84] 0,762
PV fenotip 6,78 [0,05-0,65] 0,009
Ranija tromboza 6,99 [1,40-10,01] 0,008
JAK2-V617F mutacija 0,01 [0,38-2,90] 0,909
Dob > 60 godina 3,99 [1,02-13,36] 0,045
HR=omjer ugrozenosti (prema eng. hazard ratio), Cl= interval pouzdanosti (prema eng.
confidence interval), KV=kardiovaskularni, PV=policitemija vera.
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Slika 14: Dodatak visih serumskih koncentracija YKL-40 (Model 2) ,klasi¢nim“ rizi¢nim
¢imbenicima u MPN za razvoj tromboze (dob >60 godina, preboljela tromboza, PV fenotip i
prisutnost JAK2-V617F mutacije) imao je sklonost ka boljoj diskriminaciji bolesnika s povec¢anim

rizikom od tromboze u usporedbi s Modelom 1 (bez YKL-40).
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Karakteristike bolesnika s PMF i SMF prikazane su u Tablici 8.

Tablica 11: Karakteristike bolesnika s PMF i SMF.

Broj bolesnika
PMF (%) / SMF (%)
Novodijagnosticirani (%)
Dob, godine
Trajanje bolesti, godine
Musko (%) / Zensko (%)
JAK2-V617F (%) / CALR (%) /
Negativan (%)
Konstitucijski simptomi(%)
ECOG: 0-1 (%) / 2-4 (%)

DIPSS: Nizak (%) / Srednji-1 (%) /
Srednji-2 %) / Visoki (%)

Prisutnost blasta, %
Stupanj fibroze koStane srzi:
MF-2 (%) / MF-3 (%)
Duljina slezene, cm

Ovisnost o transfuzijama eritrocita i/ili
trombocita, %

Kardiovaskularni rizi¢ni ¢imbenici (%)
Hidroksiureja (%)
Ruksolitinib (%)
Acetilsalicilina kiselina (%)
Varfarin (%)
Leukociti (x10%L)
Granulociti (x10%/L)
Bazofili (x10%/L)
Eozinofili (x10%/L)
Eritrociti (x10'%/L)
Hemaoglobin, g/L
Hematokrit (%)
Trombociti (x10%L)
LDH, (1U/L)

CRP (mg/L)

36
19 (53%) / 17 (47%)
16 (44%)

65 IQR (33-80)

5 1QR (0-15)

19 (53%) / 17 (47%)
25 (70%) / 8 (22%)
3 (8%)

21 (61%)

16 (44%) / 20 (56%)

6 (17%) / 9 (25%)
13 (36%) / 8 (22%)

18 (50%)
6 (17%) / 30 (83%)
7 1QR (0-26)

12 (33%)

21 (58%)
17 (47%)
10 (28%)
8 (22%)
0
10,8 IQR (2,1-91,0)
9,5 IQR (0,8-49,1)
0,6 IQR (0-4,7)
0,3 IQR (0-8,0)
3,4 1QR (2,2-7,2)
97 IQR (69-198)
0,3 IQR (0,21-0,53)
145 IQR (5-1120)
452 1QR (164-1987)
3,2 IQR (0,8-17,9)
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Korelacije s klinickim parametrima u bolesnika s PMF i SMF:

Vise serumske koncentracije YKL-40 su bile statisticki znaCajno povezane sa starijom
zivotnom dobi (rh0=0,362, p=0,029), CRP-om (rh0o=0,673, p<0,001), blastnom fazi bolesti
(p=0,003), visim postotkom cirkuliraju¢ih blasta (rho=0,387, p=0,021), tezim stupnjem
anemije (p=0,041) (Slika 15), losijim op¢im tjelesnim stanjem (ECOG>2-4; p=0,028),
konstitucijskim simptomima (p<0,001) i KV rizi¢nim ¢imbenicima (p=0,045). Primjetan je
bio i1 trend visih serumskih koncentracija YKL-40 u bolesnika s rizi¢nijim DIPSS
kategorijama (p<0,001) (Slika 16). Takoder, viSe serumske koncentracije YKL-40
zabiljeZzene su u bolesnika lijecenih hidroksiurejom (p<0,001), dok je primjena ruksolitiniba

bila povezana s nizim serumskim YKL-40 (p=0,002).

Nije bilo povezanosti izmedu serumske koncentracije YKL-40 i spola bolesnika,
mutacijskog statusa bolesti, apsolutnog broja leukocita granulocita, eozinofila, bazofila i
eritrocita, koncentracije hemoglobina, vrijednosti hematokrita i LDH (p>0,050 za sve
analize). Serumska koncentracija YKL-40 je bila jednaka kod bolesnika koji su bili ovisni o
transfuzijama eritrocita i trombocita, u odnosu na one koji to nisu bili (p=0,495). Bolesnici s
visim stupnjem fibroze KS (MF-3) imali su jednake vrijednosti serumskog YKL-40 kao
bolesnici s nizim stupnjem fibroze KS (MF-2) (p=0,477). Nije bilo statisticki znacajne
razlike u serumskim koncentracijama YKL-40 izmedu bolesnika lije¢enih s ASK, u odnosu
na one Kkoji tu terapiju nisu primali (p=0,113). Serumska koncentracija YKL-40 nije
korelirala s prisutno$¢u palpabilne splenomegalije (p=0,573), niti s palpatornom duljinom
slezene (rho=-0,032, p=0,850). Novodijagnosticirani bolesnici imali su jednake vrijednosti
serumskog YKL-40 u odnosu na bolesnike dijagnosticirane ranije (p=0,674). Kod ranije
dijagnosticiranih bolesnika, nije bilo statistiCki znacajne povezanosti izmedu serumske

koncentracije YKL-40 i duljine trajanja bolesti (rho=-0,237, p=0,313).
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Dodatno smo analizirali karakteristike bolesnika s PMF i SMF koji su imali serumsku
koncentraciju YKL-40 jednaku zdravim kontrolama (te smo bolesnike, kako je prije receno,
definirali kao one sa serumskom koncentracijom YKL-40 <801,7 pg/mL). Takvih je
bolesnika bilo 15; osam muskog, a sedam zenskog spola. U devet bolesnika je dokazana
JAK2-V617F, u pet CALR, a posljednjem bolesniku nije dokazana mutacija. U usporedbi s
bolesnicima koji su imali viSe serumske koncentracije YKL-40 (>801,7 pg/mL), nije bilo
razlike u odnosu na spol, dob, mutacijski status, broj leukocita i trombocita, opée tjelesno
stanje, KV rizi¢ne ¢imbenike, stupanj fibroze KS ili transfuzijsku ovisnost. Suprotno, samo
su dva bolesnika s niskom serumskom koncentracijom YKL-40 imala konstitucijske
simptome (p<0,001), pet anemiju (hemoglobin<100 g/L; p=0,025), Cetiri blaste u perifernoj
krvi (p=0,019), jedan je trebao lijecenje hidroksiurejom (p<0,001), a osam ih je primalo

ruksolitinib (p=0,004).

Budu¢i da su vise serumske koncentracije YKL-40 bile statisti¢cki znac¢ajno povezane s
klinickim 1 laboratorijskim parametrima indikativnim za agresivniju bolest (npr. visi DIPSS
skor, blastna faza bolesti, tezi stupanj anemije i prisutnost konstitucijskih simptoma),
dodatno smo analizirali prognosticki utjecaj visih serumskih koncentracija YKL-40 na OS.
Medijan OS bolesnika s PMF i SMF bio je 19 mjeseci. Usprkos manjem broju ukljucenih
bolesnika, DIPSS ih je mogao vrlo dobro prognosticki diskriminirati (p=0,005) (Slika 17). U
svrhu OS analize, konstruirali smo ROC krivulju sa smréu kao klasifikacijskom varijablom,
kako bi definirali optimalnu prijelomnu vrijednost serumske koncentracije YKL-40
(>1523,2 pg/mL). U univarijatnoj analizi prezivljenja, vise (>1532,2 pg/mL) serumske
koncentracije YKL-40 bile su povezane s losijim OS (HR 5,35, p<0,001) (Slika 18), a u
multivarijatnoj Coxovoj regresijskoj analizi, zadrzale su svoj prognosti¢ki znacaj, nakon

korekcije za DIPSS i spol bolesnika ( Tablica 12.).
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Slika 15: Vise serumske koncentracije YKL-40 u bolesnika s PMF i SMF korelirale su s tezim

stupnjem anemije.
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Slika 16: Vise serumske koncentracije YKL-40 u bolesnika s PMF i SMF korelirale su s rizi¢nijim

DIPSS stadijem.
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Slika 17: DIPSS je u naSoj skupini bolesnika s PMF i SMF mogao vrlo dobro prognosticki

diskriminirati bolesnike.
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Slika 18: Bolesnici s PMF i SMF koji su se prezentirali s vi§im serumskim koncentracijama YKL-

40 su imali losiji OS.

Tablica 12: U multivarijatnoj Coxovoj regresijskoj analizi su vise serumske koncentracije YKL-40

zadrZale svoj negativan prognosticki utjecaj na OS.

Varijabla HR 95% CI p
YKL >1523,2 pg/mL 4,31 [1,06-7,93] 0,037
DIPSS 5,09 [1,10-4,10] 0,024
Spol 0,48 [0,23-1,95] 0,484
HR=omjer ugrozenosti (prema eng. hazard ratio), Cl= interval pouzdanosti (prema eng.
confidence interval), DIPSS- Dynamic international prognostic scoring system.

56



5.3 CHIT1

Bolesnici s MPN imali su statisticki znacajno viSu serumsku aktivnost CHIT1 (medijan 44
umol/L/h, raspon 1-378) nego kontrolna grupa (medijan 34,5 umol/L/h, raspon 12-78; p=0,019)

(Slika 19).
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Slika 19: Visa serumska aktivnost CHIT1 u bolesnika s MPN u usporedbi sa zdravim kontrolama.

Ipak, samo su serumske aktivnosti CHIT1 u bolesnika s PV (medijan 60,5 umol/L/h, raspon 3-216;
p=0,001) i post-PV MF (medijan 93 pumol/L/h, raspon 25-162; p=0,009) bile vise u usporedbi sa
zdravim kontrolama (Slika 20). Nismo nasli statisticki znacajnu razliku u serumskoj aktivnosti
CHIT1 u bolesnika s ET (medijan 41 pumol/L/h, raspon 1-57,2; p=0,118), post-ET MF (medijan 44
umol/L/h, raspon 18-52,5; p=0,372) i PMF (medijan 30 umol/L/h, raspon 8-378; p=0,899) naspram
zdravih kontrola. Bolesnici s PV su imali statisticki znacajno visu serumsku aktivnost CHIT1 u
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odnosu na bolesnike s ET (p=0,030) i PMF (p=0,028), dok razlika prema bolesnicima s post-PV MF
I post-ET MF nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,566 i p=0,070). Sli¢no, bolesnici s post-PV MF su
imali visu serumsku aktivnost CHIT1 u odnosu na bolesnike s ET i PMF (p=0,049 i p=0,047).
Bolesnici sa SMF su imali statisti¢ki znacajno visu aktivnost CHIT1 (medijan 45 pumol/L/h, raspon
18-162) u odnosu na zdrave dobrovoljce (p=0,034), dok razlika u serumskoj aktivnosti CHIT1

izmedu bolesnika sa SMF i PMF nije bila znacajna (p=0,163).
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Slika 20: Vise serumske aktivnosti CHIT1 zabiljezene su u bolesnika s PV i post-PV MF u

usporedbi sa zdravim kontrolama.
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Korelacije s Klinickim parametrima u bolesnika s ET i PV:

U svih je bolesnika serumska aktivnost CHIT1 korelirala s apsolutnim brojem leukocita
(rho=0,473, p<0,001), granulocita (rho=0,473, p<0,001) i bazofila (rho=0,460, p<0,001),
hemoglobinom (rho=0,519, p<0,001), hematokritom (rho=0,581, p<0,001), CRP-om
(rho=0,382, p<0,001), YKL-40 (rho=0,248, p=0,031) i retikulinskom fibrozom KS
(p=0,008). Bolesnici s konstitucijskim simptomima, losijim op¢im tjelesnim stanjem, te oni
lijeceni varfarinom su imali vise serumske aktivnosti CHIT1, no ove razlike ipak nisu bile
statisticki znacajne (p=0,059, p=0,095 i p=0,077). Takoder, nije bilo razlike u serumskoj
aktivnosti CHIT1 izmedu novodijagnosticiranih bolesnika u odnosu na one dijagnosticirane
ranije (p=0,386). Zanimljivo, visa serumska aktivnost CHIT1 korelirala je s kra¢im
trajanjem bolesti (rho=-0,257, p=0,025), kod ranije dijagnosticiranih (rho=-0,313, p=0,022),
kao i kod novodijagnosticiranih bolesnika (rho=-0,337, p=0,078). Nismo zabiljezili zna¢ajne
korelacije s dobi, spolom, mutacijskim statusom, apsolutnim brojem eritrocita, eozinofila i
trombocita, LDH, KV riziénim ¢imbenicima, prisutno§éu palpabilne splenomegalije,
palpatornom duljinom slezene u cm, ranijom trombozom, potrebom za hidroksurejom ili
lije¢enjem s ASK (p>0,050 za sve analize).

U bolesnika s ET, vise serumske aktivnosti CHIT1 su Kkorelirale sa starijom Zivotnom dobi
(rho=0,420, p=0,004), CRP-om (rho=0,604, p<0,001), YKL-40 (rho=0,443, p=0,002).
losijim opc¢im tjelesnim stanjem (ECOG >2-4; p=0,004), KV riziénim c¢imbenicima
(p=0,049), te lijeCenjem s ASK (p=0,025). Bolesnici s preboljelom trombozom i
konstitucijskim simptomima su imali sklonost vi§im vrijednostima CHIT1, no bez statisticke
znacajnosti  (p=0,079 i p=0,065). Spol, mutacijski status, apsolutni broj leukocita,
granulocita, bazofila, eozinofila i trombocita, hemoglobin, hematokrit, LDH, prisutnost
palpabilne splenomegalije, duljina slezene u cm, retikulinska fibroza KS, te primjena
hidroksiureje ili varfarina nisu korelirali sa serumskom aktivnosti CHIT1 (p>0,050 za sve

analize).
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Kod bolesnika s PV, vise serumske aktivnosti CHIT1 su bile povezane s apsolutnim brojem
leukocita (rho=0,403, p=0,026), granulocita (rho=0,607, p<0,001) i bazofila (rho=0,541,
p=0,002), YKL-40 (rho=0,456, p=0,011), koncentracijom hemoglobina (rho=0,739, p<0,001)
(Slika 21), razinom hematokrita (rho=0,755, p<0,001) (Slika 22) i retikulinskom fibrozom
KS (p=0,023). Serumska aktivnost CHIT1 u bolesnika s PV nije korelirala s dobi, spolom,
mutacijskim statusom, apsolutnim brojem eozinofila i trombocita, konstitucijskim
simptomima, op¢im tjelesnim stanjem, KV riziénim ¢imbenicima, ranijom trombozom,
prisutnoséu palpabilne splenomegalije, duljinom slezene u cm, niti s lijeCenjem
hidroksiurejom, ASK ili varfarinom (p>0,050 za sve analize).

Dodatno smo analizirali karakteristike bolesnika s PV koji su imali serumsku aktivnost
CHIT1 jednaku kontrolama (<49 umol/L/h) i nismo nasli razlika u spolu, dobi, mutacijskom
statusu, konstitucijskim simptomima, opéem tjelesnom stanju, KV rizi¢nim ¢imbenicima ili
palpabilnoj slezeni, retikulinskoj fibrozi KS, ranijoj trombozi ili modalitetu lijecenja, u
odnosu na bolesnike s visim CHIT1 (p>0,050 za sve analize).

S obzirom na to da se povisena serumska aktivnost CHIT1 posebno isticala u bolesnika s PV,
ROC krivuljom smo testirali osjetljivost i specifi¢nost serumske aktivnosti CHIT1 za
dijagnozu PV. Povrsina ispod ROC krivulje je bila 0,739 (STD+0,065, 95% CI 0,611-0,842,
p<0,001). Prema toj analizi, serumska aktivnost CHIT1 >49 umol/L/h ima osjetljivost od
63,33 % i specifi¢nost od 87,50% za detekciju bolesnika s PV (Slika 23).

Budu¢i da su serumska koncentracija YKL-40 i aktivnost CHIT1 u bolesnika s ET i PV
korelirali s prisutno$c¢u retikulinske fibroze KS, testirali smo sposobnost ova dva biljega za
detekciju ove komplikacije. Prema ROC analizama, serumska koncentracija YKL-40 >801,8
pg/mL ima osjetljivost od 92,86% 1 specifi¢nost od 40,43% (AUC 0,712, STD=0,060, 95%
Cl 0,595-0,810, p<0,001), a aktivnost CHIT1 >78 umol/L/h osjetljivost od 44% i

specifi¢nost od 88% za detekciju retikulinske fibroze KS (AUC 0,647, STD+0,071, 95% ClI
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0,482-0,713, p=0,038). Usporedbom dviju krivulja, oba su biljega imala podjednaku
sposobnost za detekciju retikulinskih vlakana u KS (p=0,208) (Slika 24).

e U svrhu TFS analize, ROC krivuljom smo ustanovili optimalnu prijelomnu vrijednost
serumske aktivnosti CHIT1 (>81 umol/L/h). U univarijatnoj analizi prezivljenja, bolesnici s
visom serumskom aktivnosti CHIT1(>81 umol/L/h) imali su losiji TFS, no ova razlika ipak
nije bila statisti¢ki znacajna (HR 2,56, p=0,076) (Slika 25). Sli¢an rezultat je ostvaren i u
multivarijatnoj Coxovoj regresijskoj analizi kada smo viSoj serumskoj aktivnosti CHIT1

pridodali etablirane rizi¢ne ¢imbenike za razvoj tromboze u MPN (Tablica 13).

rho=0,739, p<0,001

CHIT1 (umol/L/h)

120 140 160 180 200 220
Hemoglobin (g/L)

Slika 21: Pozitivna korelacija serumske aktivnosti CHIT1 s hemoglobinom u bolesnika s PV.
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rho=0,755, p<0,001

CHIT1 (unmol/L/h)

Htc (%)

Slika 22: Pozitivna korelacija serumske aktivnosti CHIT1 s hematokritom u bolesnika s PV.
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Slika 23: Serumska aktivnost CHIT1 >49 pumol/L/h ima osjetljivost od 63,33% i specificnost od

87,50% za detekciju bolesnika s PV.
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Slika 24: Serumska koncentracija YKL-40 i aktivnost CHIT1 imaju podjednaku sposobnost za
detekciju retikulinske fibroze koStane srzi u bolesnika s ET 1 PV. Serumska koncentracija YKL-
40 >801,8 pg/mL ima osjetljivost od 92,86% i specifi¢nost od 40,43%, a aktivnost CHIT1 >78

umol/L/h osjetljivost od 44% 1 specifi¢nost od 88%.

63



100 —

CHIT1 <81 pmol/L/h

TFS (%)

Teasnssnnnnnnnnnn R

40 CHIT1 > 81 p mol/L/h

HR 2,56, p=0,076

. T - T r 1T T 1T T T T 1
10 20 30 40 S0 60 70

Vrijeme (mjeseci)
Slika 25: Bolesnici ET i PV koji su imali visu serumsku aktivnost CHIT1 imali su sklonost losijem

TFS.

Tablica 13: U multivarijatnoj Coxovoj regresijskoj analizi visa serumska aktivnost CHIT1 nije se

pokazala prognostickom za TFS kod bolesnika s ET i PV.

Varijabla HR 95% CI p
CHIT1 > 81 umol/L/h 0,36 [0,45-4,47] 0,545
KV riziéni ¢imbenici 0,01 [0,12-8,70] 0,979
PV fenotip 7,36 [0,03-0,58] 0,006
Ranija tromboza 7,89 [1,66-17,64] 0,005
JAK2-V617F mutacija 0,07 [0,34-4,17] 0,782
Dob > 60 godina 4,02 [1,05-72,65] 0,044
HR=omjer ugrozenosti (engl. hazard ratio-HR), Cl= interval pouzdanosti (engl. confidence
interval-Cl), KV=kardiovaskularni, PV=policitemija vera
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Korelacije s klinickim parametrima u bolesnika s PMF i SMF:

Visa serumska aktivnost CHIT1 je bila povezana s apsolutnim brojem granulocita
(rho=0,340, p=0,042), konstitucijskim simptomima (p=0,009), losijim op¢im tjelesnim
stanjem (ECOG>2-4; p=0,004) i palpatornom duljinom slezene mjerenom u cm (rho=0,372,
p=0,025). Bolesnici s viSom serumskom aktivnosti CHIT1 su bili starije zivotne dobi i ¢eSc¢e
su imali KV rizicne ¢imbenike, no ova povezanost ipak nije bila statisticki znacajna
(p=0,060 u obje analize).

Nije bilo statisticki znacajne povezanosti izmedu serumske aktivnosti CHIT1 i spola,
mutacijskog statusa, CRP-a, YKL-40, apsolutnog broja leukocita, eozinofila, bazofila,
eritrocita i trombocita, koncentracije hemoglobina, vrijednosti hematokrita i LDH (p>0,050
za sve analize). Serumska aktivnost CHIT1 nije korelirala s DIPSS-om (p=0,704) ili
blastnom fazom bolesti (p=0,326). Takoder, lijeCenje hidroksiurejom (p=0,310),
ruksolitinibom (p=0,273) i ASK (p=0,755) nije imalo utjecaja na serumsku aktivnost CHIT1.
Nadalje, nije bilo razlike u serumskoj aktivnosti CHIT1 kod bolesnika koji su bili ovisni o
transfuzijama eritrocita i trombocita, u odnosu na one koji to nisu bili (p=0,382). Isto tako,
serumska aktivnost CHIT1 se nije razlikovala ovisno o stupnju fibroze KS (p=0,631).
Novodijagnosticirani bolesnici su imali iste vrijednosti CHIT1 u odnosu na one
dijagnosticirane ranije (p=0,566). Kod bolesnika dijagnosticiranih ranije, nismo nasli
povezanost s duljinom trajanja bolesti (p=0,727).

Za potrebe analize OS, ROC krivuljom smo ustanovili optimalnu prijelomnu vrijednost
serumske aktivnosti CHIT1 (>25 pmol/L/h). Prema univarijatnoj analizi prezivljenja, nije
bilo razlike u OS izmedu bolesnika s visom serumskom aktivnosti CHIT1 u usporedbi s

onima koji su imali nizu aktivnost CHIT1 (p=0,168) (Slika 26).
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Slika 26: Visa serumska aktivnost CHIT1 se nije pokazala prognosticki znacajnom za OS u

bolesnika s PMF i SMF.
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6. RASPRAVA

6.1 CIRKULIRAJUCIYKL-40 U MPN

Dosada$njim su istrazivanjima demonstrirani proturje¢ni rezultati vezani uz cirkulirajuée vrijednosti
YKL-40 u bolesnika s MPN. U prvoj studiji koja je analizirala serumsku koncentraciju YKL-40 u
48 bolesnika s MPN (15 s ET, 16 s PV i 17 s PMF) nije pokazana razlika izmedu bolesnika s ET i
PV naspram zdravih kontrola, no demonstrirane su povisene koncentracije YKL-40 u bolesnika s
PMEF. Nazalost, autori nisu analizirali medusobni odnos izmedu serumske koncentracije YKL-40 u
bolesnika s ET i PV, niti odnos tih bolesnika prema PMF. Nadalje, ta studija nije ukljucivala
bolesnike sa SMF, niti je analizirana povezanost serumske koncentracije YKL-40 s klini¢kim i
laboratorijskim znacajkama MPN (176). Druga studija koja je ukljucivala 47 bolesnika s ET i PV
lije¢enih vorinostatom, pokazala je povisenu koncentraciju serumskog YKL-40 u bolesnika s PV u
odnosu na zdrave kontrole i bolesnike s ET, dok nije uoéena razlika u serumskoj koncentraciji

YKL-40 u bolesnika s ET naspram zdravih kontrola (177).

lako ovo istrazivanje nije prvo koje je analiziralo serumsku koncentraciju YKL-40 u bolesnika s
MPN, ono ukljucuje znacajno veci broj bolesnika s MPN (n=111), te dodatno i bolesnike sa SMF.
Naspram gore navedenih studija, naSe istrazivanje je jasno pokazalo da svi entiteti unutar MPN
spektra (ET, PV, post-ET MF, post-PV MF i PMF) imaju povisenu serumsku koncentraciju YKL-40
u odnosu na zdrave kontrole (Slika 11). Dodatno, prema nasoj je ROC analizi prijelomna vrijednost
serumske koncentracije YKL-40 >801,7 pg/mL imala odli¢nu specifi¢nost (100%) za dijagnosticko
,»Ukljuenje bolesnika s MPN, §to moze ukazivati na potencijalnu ulogu YKL-40 kao novog
cirkulirajuc¢eg dijagnostickog biljega u bolesnika s MPN (Slika 12). U svakodnevnom klinickom
radu bi poviSena serumska koncentracija YKL-40 mogla pomo¢i klini¢arima u situacijama kada je
klinicka prezentacija MPN nejasna. Tipican primjer jest bolesnik s trombocitozom, negativnim
mutacijskim testovima i1 ekvivokalnim nalazom bioptata kosti. U ovom slucaju, poviSena serumska

koncentracija YKL-40 bi mogla podrzati MPN dijagnozu. Naravno, kako bi se pravilno tumacila
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vrijednost ovog testa, prilikom dijagnosti¢kog postupka je potrebno iskljuciti postojanje autoimune
ili druge zlo¢udne bolesti, $to i jest uobicajena klinicka praksa kod sumnje na MPN. S druge strane,
nismo pronasli statisticki znacajnu razliku izmedu serumske koncentracije YKL-40 u odnosu na
razlicite entitete unutar MPN spektra, §to govori da razinu serumskog YKL-40 ne mozemo koristiti
kao dijagnosticki biljeg pojedinih bolesti unutar MPN spektra. Sli¢no, nismo pronasli razlike u
serumskoj koncentraciji YKL-40 izmedu bolesnika s ET, PV i SMF §to limitira YKL-40 kao
moguci cirkulirajuci biljeg fibroti¢ne transformacije bolesti. Ipak, nasi rezultati jasno pokazuju kako

se YKL-40 moze smatrati novim cirkuliraju¢im biljegom MPN.

Vise vrijednosti serumske koncentracije YKL-40 u bolesnika s MPN su bile povezane s klinickim i
laboratorijskim parametrima indikativnim za vece tumorsko optereéenje i kroni¢no upalno zbivanje
(povisen CRP, losije opce tjelesno stanje, prisutnost konstitucijskih simptoma i KV rizi¢nih
¢imbenika). Stovise, vrlo mali udio bolesnika s ET i PV i niskim serumskim koncentracijama YKL-
40 (tj. jednakim zdravim kontrolama) imao je konstitutivne simptome, losije opée tjelesno stanje ili
palpabilnu slezenu. Isto tako, bolesnici s PMF i SMF i niskim serumskim koncentracijama YKL-40
vrlo su rijetko imali konstitucijske simptome, anemiju, blaste u perifernoj krvi ili trebali lijecenje
hidroksiurejom. Zanimljivo, nize serumske koncentracije YKL-40 zabiljezili smo u bolesnika
lije¢enih ruksolitinibom ili ASK, §to bi lako mogli objasniti protuupalnim ucinkom navedenih
lijekova. U studiji s vorinostatom primjenjenim kod bolesnika s ET i PV, pocetne serumske
koncentracije YKL-40 korelirale su s ve¢im opterecenjem JAK2-V617F alelom, apsolutnim brojem
leukocita i trombocita, te serumskim CRP-om i LDH, a imale su trend pada kod bolesnika koji su
odgovorili na navedeno lijecenje (177). S druge strane, u naSem istrazivanju nismo pronasli
znacajne povezanosti izmedu serumske koncentracije YKL-40 i parametara povezanih sa snaznijom
mijeloproliferacijom (npr. brojem leukocita, granulocita ili trombocita, koncentracijom
hemoglobina, povisenim LDH ili stupnjem splenomegalije). Ovi rezultati mogli bi se objasniti

¢injenicom da je vecina nasih bolesnika (njih oko 60%) bila ranije dijagnosticirana, a u istrazivanje
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su uklju¢ivani u razli¢itim vremenskim trenucima njihove bolesti. LijeCenje hidroksiurejom i
ruksolitinibom sigurno je utjecalo na odredene klinicke i laboratorijske varijable (npr. na veli¢inu
slezene, konstitucijske simptome i krvne nalaze). Kako bismo umanjili moguéi utjecaj lijeCenja, u
istrazivanje smo ukljucili samo ambulantne bolesnike na stabilnoj dozi hidroksiureje ili
ruksolitiniba. No, bez obzira na heterogenost bolesnika, nasi rezultati potvrduju da bi povisene
serumske koncentracije YKL-40 u bolesnika s MPN zaista mogle predstavljati uznapredovalo

upalno zbivanje i vece tumorsko opterecenje.

Fibroza KS rezultat je slozenih odnosa izmedu klonalnih stanica, endotela, fibroblasta i upalnih
citokina u mikrookolisu KS (37,38). Nekoliko studija je pokazalo da YKL-40, kao faktor rasta za
fibroblaste, ima vaznu ulogu u remodeliranju ekstracelularnog matriksa (138,141,150,153,154,166).
U nasSem je istraZivanju visa serumska koncentracija YKL-40 u bolesnika s ET i PV bila povezana s
prisutnosc¢u retikulinske fibroze KS. Jo§ zanimljivije, samo su tri bolesnika s ET 1 PV 1 niskom
serumskom koncentracijom YKL-40 imali retikulinsku fibrozu KS. S obzirom na to da je
retikulinska fibroza jasno povezana sa sklono$¢u ka transformaciji u SMF (37,38), ovaj nalaz
ukazuje na potencijalnu ulogu YKL-40 u progresiji bolesti i promoviranju fibroze KS. Suprotno,
nije bilo povezanosti izmedu serumske koncentracije YKL-40 i stupnja fibroze KS u bolesnika s
PMF i SMF, sto je vjerojatno posljedica malog broja bolesnika s PMF i SMF u naSem istrazivanju,

ali i ¢injenicom da je u ovih bolesnika dominirala fibroza KS trec¢eg stupnja (83% bolesnika).

Posljednjih se godina YKL-40 nametnuo kao vazan patofizioloski ¢imbenik u promociji
aterosklerotske bolesti (155-157,167-174), §to je i potvrdeno in vivo pronalaskom proteina i mMRNA
YKL-40 u makrofazima i VSMC unutar aterosklerotskog plaka (Slika 8) (158). U naSem je
istrazivanju viSa serumska koncentracija YKL-40 u bolesnika s MPN bila povezana s prisutnosc¢u
KV rizi¢nih ¢imbenika i povisenim CRP-om. Vise su serumske koncentracije CRP-a, upalnog
biljega koji utjece na funkciju endotela, koagulaciju, fibrinolizu, oksidaciju masnih Cestica i razvoj

aterosklerotskog plaka, u brojnim pretklini¢kim, klini¢kim i epidemioloskim studijama povezane s
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poveéanim rizikom za razvoj ishemijske koronarne bolesti srca, zatajenja srca, ishemijskog
mozdanog udara, ali i ukupnom vaskularnom smrtnos¢u (110). Slicno, pokazano je kako u
bolesnika s MPN vise vrijednosti CRP-a koreliraju s pove¢anom ucestaloséu stetnih KV dogadaja
(111). Zanimljivo, u nasem smo istrazivanju nize serumske koncentracije YKL-40 zabiljezili kod
bolesnika koji su primali ASK, sto moze indirektno ukazivati na ateroprotektivni i protuupalni
ucinak navedenog lijeka. Suprotno, primjena varfarina je bila povezana s visSim serumskim YKL-40,
Sto bi mogli objasniti ¢injenicom da su svi nasi bolesnici pod terapijom varfarinom imali dodatno i
atrijsku fibrilaciju kao indikaciju za antikoagulantno lijeCenje, a istu prate povisene cirkulirajuce
vrijednosti YKL-40 (169,170). S obzirom na navedeno, poviSena serumska koncentracija YKL-40 u
bolesnika s MPN mogla bi zrcaliti i aterosklerotsko upalno zbivanje u podlozi razvoja KV bolesti.
StoviSe, nasi su rezultati pokazali i kako Ssu povisene serumske koncentracije YKL-40 rizi¢ni
¢imbenik za razvoj tromboze u MPN, ¢ak i uz korekciju za klasi¢ne riziéne ¢imbenike u bolesnika s
MPN (Slika 13, Tablica 10.). Naposljetku, logisticka regresija je pokazala kako dodatak visih
serumskih koncentracija YKL-40 ,klasi¢nim* rizicnim ¢imbenicima moze bolje identificirati
bolesnike s MPN pod povecanim rizikom za razvoj tromboze (Slika 14). Ovi rezultati pokazuju
kako bi YKL-40 mogao imati patofizioloSku ulogu u razvoju tromboze u MPN, a ¢ini se da bi
dodatak cirkuliraju¢eg YKL-40 ranije etabliranim rizi¢nim ¢imbenicima mogao unaprijediti trenutni
prognosti¢ki model. Ipak, potrebne su dodatne prospektivne studije na vecem broju bolesnika S

MPN kako bi potvrdile nase rezultate.

Koliko nam je poznato, nase istrazivanje je prvo koje je analiziralo izrazaj serumskog YKL-40 u
bolesnika sa SMF, kao i povezanost izmedu cirkuliraju¢eg YKL-40 i razli¢itih klinickih znacajki
kod bolesnika s PMF i SMF. Tumace¢i nase rezultate, ¢ini se kako bi poviSene serumske
koncentracije YKL-40 kod ovih bolesnika mogle integrirati dva patofizioloska procesa, snazniju
mijeloproliferaciju (losije opce tjelesno stanje, blastna faza bolesti i ve¢i postotak cirkuliraju¢ih

blasta) i uznapredovalo upalno zbivanje (visi CRP, prisutnost konstitucijskih simptoma, KV rizi¢nih
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¢imbenika 1 anemije). Dodatno, bolesnici unutar visih DIPSS rizi¢nih kategorija su imali i vise
serumske koncentracije YKL-40 (Slika 16). Sve navedeno nam ukazuje na mogucu patofiziolosku
ulogu cirkuliraju¢eg YKL-40 u poticanju progresije MPN. Jo§ vazZnije, povisene serumske
koncentracije YKL-40 bile su povezane s losijim prezivljenjem bolesnika s PMF i SMF, neovisno o
DIPSS-u (Slika 18 i Tablica 12.) Ti rezultati nam ukazuju da bi, uz DIPPS, odredivanje
cirkuliraju¢eg YKL-40 u bolesnika s PMF i SMF moglo dodatno pomoc¢i u identifikaciji bolesnika s
losijom prognozom. Zanimljivo, nize serumske koncentracije YKL-40 zabiljezili smo kod bolesnika
koji su primali ruksolitinib, §to bi se moglo objasniti u¢inkom ruksolitiniba na smanjenje produkcije
upalnih citokina, ukljucuju¢i YKL-40. Ipak, prognosticki utjecaj YKL-40 treba potvrditi u vecoj
kohorti prospektivno prac¢enih i uniformno lijeenih bolesnika s PMF i SMF. Takoder, dodatne
studije su potrebne kako bi razjasnile stani¢no porijeklo cirkuliraju¢eg YKL-40, ali i patofizoloske

procese kojima bi YKL-40 mogao utjecati na progresiju MPN.

Naposljetku, ovi rezultati pozivaju na dodatne studije koje bi mogle razjasniti potencijalnu ulogu
YKL-40 kao nove terapijske mete u bolesnika s MPN. Ta istrazivanja mogla bi nam odgovoriti da li
terapijsko ,,blokiranje“ glikoproteina YKL-40 u bolesnika s MPN moze dovesti do poboljsanih
ishoda. Dobri rezultati takvim pristupom ve¢ su demonstrirani na primjeru glioblastoma, gdje je
blokada YKL-40 monoklonskim protutijelom smanjila rast tumora i neoangiogenezu te poboljsala
osjetljivost na radioterapijsko lijeCenje (208). S druge strane, uporaba monoklonskog protutijela
protiv YKL-40 (doduse s razli¢itim epitopom od protutijela Koristenim na primjeru glioblastoma) u
lijeCenju melanoma polucila je potpuno druge ucinke, s rastom tumora i intratumorskom
hemoragijom (vjerojatno zbog interakcije protutijela s vaskularnim endotelom u blizini tumora)
(209). Ti nam podaci jasno sugeriraju kako je potreban dodatan oprez prilikom dizajniranja takvih
klini¢kih istrazivanja u bolesnika s MPN. Dobro dizajnirane pretklinicke studije na Zivotinjskim

MPN modelima mogle bi nam dati odgovore na trazena pitanja.
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6.2 AKTIVNOST CHIT1 U MPN

Nase je istrazivanje prvo koje je analiziralo izrazaj i klinicke korelacije serumske aktivnosti CHIT1
u bolesnika s MPN. Kako smo ve¢ naveli, mikrookoli§ KS i makrofagna nisa igraju vaznu ulogu u
reguliranju normalne (194), ali i patoloske eritropoeze (npr. u PV), gdje aktivnost makrofaga unutar
,.eritroblastnog otoka“ dodatno stimulira konstitutivno aktivno JAK-STAT signaliziranje (196).
Opcenito su u nasem istrazivanju bolesnici s MPN imali poviSenu serumsku aktivnost CHIT1 u
odnosu na kontrolnu grupu (Slika 19), no zapravo su prilikom zasebnih analiza jedino bolesnici s
,policitemi¢nim™ fenotipom (PV i post-PV MF) imali povisenu serumsku aktivnost CHIT1 u

odnosu na kontrole (Slika 20), ali i na ET i PMF.

Dodatno smo, u bolesnika s ET i PV, zabiljezili i pozitivne korelacije izmedu serumske aktivnosti
CHIT1, hematokrita i hemoglobina (Slike 21 i 22). Zanimljivo, ti laboratorijski parametri pripadaju
velikim dijagnosti¢kim Kriterijima za dijagnozu PV prema Kklasifikaciji SZO (25). Isto tako,
serumska aktivnost CHIT1 je u PV korelirala i s povisenim brojem leukocita, granulocita i bazofila,
Sto ukazuje kako bi serumska aktivnost CHIT1 u ovih bolesnika mogla zrcaliti i klonalnu
mijeloproliferaciju. Sto se ti¢e bazofilije, ista je est pratioc MPN, pogotovo u PV, gdje predstavlja
dio zlo¢udnog klona i korelira s prisutnoséu akvagenog svrbeza (Cestog simptoma u ovih bolesnika)
(210). Sli¢no, u bolesnika s PMF i SMF povisen apsolutni broj bazofila povezan je s losijim OS
(211). Te su stanice opskrbljene velikim brojem proupalnih citokina, medu ostalim i s GM-CSF, za
koji je dokazano kako poti¢e sintezu makrofaga i njihovu aktivnost (212,213). Tumace¢i nase
rezultate, ¢ini se kako bi povisena serumska aktivnost CHIT1 u bolesnika s PV mogla biti
uzrokovana pojacanom aktivno$¢u makrofaga u neposrednoj blizini klonalne hematopoetske
mati¢ne stanice i, barem dijelom, odgovorna za ,,policitemi¢ni* fenotip ovih bolesnika. S druge
strane, povisena serumska aktivnost CHIT1 mogla bi zrcaliti 1 povisSenu makrofagnu aktivaciju u
slezeni, prilikom uklanjanja starih i oStecenih eritrocita. Ipak, ¢ini nam se kako je ova hipoteza

manje vjerojatna, s obzirom na to da CHIT1 u nas$ih bolesnika s ET i PV nije korelirao s brojem

72



eritrocita ili veli¢inom slezene. Naposljetku, prema nasoj ROC analizi, serumska aktivnost CHIT1 >
49 umol/L/h je imala vrlo dobru specificnost (87,50%) za dijagnosticko ,,ukljucenje* bolesnika s PV.
Ipak, pri pogledu na ROC krivulju, ne ¢ini nam se da je serumska aktivnost CHIT1 optimalan
dijagnosticki biljeg PV (Slika 23). Dodatne studije su potrebne kako bi potvrdile nase hipoteze,
razjasnile stanice porijekla CHIT1 i patofiziolosku ulogu CHIT1 u stimuliranju eritrocitne

proliferacije u bolesnika s PV.

S druge strane, zabiljezili smo i statisti¢ki znac¢ajnu povezanost izmedu serumske aktivnosti CHIT1,
CRP-a, YKL-40 i KV rizi¢nih ¢imbenika, uz sklonost konstitucijskim simptomima i lo§ijem opéem
tjelesnom stanju, sto je bilo izrazenije u bolesnika s ET, PMF i SMF. 1z ovih se rezultata namece
zakljuc¢ak kako serumska aktivnost CHIT1 u bolesnika s MPN moze integrirati vise patofizoloskih
procesa, s jedne strane snazniju mijeloproliferaciju i ve¢e tumorsko opterecenje, a s druge kroni¢no

upalno zbivanje karakteristicno za MPN.

Kako smo ranije naveli, CHIT1 ima vaznu ulogu i u upalnom remodeliranju tkiva preko induciranja
TGF-B signalnog puta (191-193), ¢ija se pojacana aktivnost u bolesnika s PMF i SMF smatra
patofizioloski kljuénom za razvoj fibroti¢ne transformacije KS (37,38). U bolesnika s MPN,
pojacane ekspresije TNF-o. i CHIT1 mogle bi zajednicki, induciranjem TGF-B signalnog puta,
promovirati upalno remodeliranje tkiva, tj. fibrozu KS (128,181). U nasem su istrazivanju bolesnici
sa SMF, a pogotovo oni s post-PV MF, imali poviSenu serumsku aktivnost CHIT1 u odnosu na
zdrave kontrole, a dodatno smo u bolesnika s ET i PV pronasli i statisticki zna¢ajnu povezanost
izmedu povisene serumske aktivnosti CHIT1 i retikulinske fibroze KS, §to moze ukazivati na
potencijalnu ulogu CHIT1 u poticanju progresije bolesti i upalnog remodeliranja tkiva. S druge
strane, bolesnici s PMF nisu imali poviSenu serumsku aktivnost CHIT1 u odnosu na zdrave kontrole,
a u bolesnika s PMF i SMF nije bilo niti povezanosti izmedu serumske aktivnosti CHIT1 i stupnja
fibroze KS. Moguce je da izostanak povezanosti izmedu serumske aktivnosti CHITL i stupnja

fibroze KS u bolesnika s PMF i SMF uzrokovan malim brojem ovih bolesnika uklju¢enim u
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istrazivanje, ali i ¢injenicom da je u istih izrazito dominirala fibroza KS treceg stupnja (83%). Isto
tako, krajnji stupanj fibroze KS moze ukazivati i na izrazito smanjenu celularnost KS s posljedi¢no
nizom serumskom aktivnosti CHIT1 (,,izgorena‘“ faza PMF i SMF). U tom smjeru je i opservacija
kako je serumska aktivnost CHIT1 u nasih bolesnika S PMF i SMF bila povezana s kra¢im, a ne

duzim trajanjem bolesti.

Retikulinska fibroza KS je povezana s loSijim klinickim ishodima bolesnika s ET i PV, poglavito u
smislu transformacije bolesti u SMF (37,38), stoga ju je vrlo vazno pravodobno detektirati. U
nasem smo istrazivanju pokazali kako cirkuliraju¢i YKL-40 i CHIT1 imaju podjednaku sposobnost
za detekciju ove komplikacije (Slika 24). Stovise, serumska koncentracija YKL-40 je imala odli¢nu
osjetljivost (92,86%), a aktivnost CHIT1 vrlo dobru specifi¢nost (88%) za identifikaciju bolesnika s
retikulinskim vlaknima u KS. Kombiniranjem ova dva testa moze se s vrlo visokom sigurno$éu
identificirati bolesnike s retikulinskom fibrozom KS. Navedeno bi moglo pomo¢i tijekom pracenja
bolesnika s MPN, gdje bi ova dva jednostavna testa mogla usmjeriti klini¢ara na reevaluaciju KS.
Naravno, na$ rezultat nije definitivan i potrebno ga je potvrditi u studijama s veéim brojem

prospektivno pracenih bolesnika s ET i PV.

Pojacana ekspresija CHIT1 je povezana i s promoviranjem ateroskleroze. Smatra se kako makrofazi
unutar aterosklerotskog plaka luc¢enjem CHIT1 i upalnim remodeliranjem tkiva uzrokuju fibrozu
plaka, ali i njegovo pucanje, s posljedi¢nom trombozom (158,197-199). Kako su viSe vrijednosti
CHIT1 u nasih bolesnika s MPN korelirale s prisutnos¢u KV rizi¢nih ¢imbenika, povisenim CRP-
om i YKL-40, a u bolesnika s ET i s odsustvom lije¢enja s ASK (kao ateroprotektivnog i
protuupalnog lijeka), istrazili smo potencijalnu ulogu CHIT1 u razvoju tromboze bolesnika s MPN.
U univarijatnoj analizi, bolesnici s poviSenom serumskom aktivnosti CHIT1 imali su sklonost ka
razvoju tromboze (Slika 25), medutim, ova razlika se izgubila u multivarijatnoj analizi kada smo ju
korigirali za klasi¢ne rizi¢ne ¢imbenike za razvoj tromboze u MPN (Tablica 13). Moguce je da je u

toj analizi PV fenotip ,,integrirao* serumsku aktivnost CHIT1 kao jedinistveni rizi¢ni ¢imbenik, a
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koja je time izgubila na znacaju. S druge strane, povisena bi serumska aktivnost CHIT1 u nasih
bolesnika mogla jednostavno biti odraz prisustva KV ¢imbenika i prosirene aterosklerotske bolesti
(197-199). Sli¢no, u analizi prezivljenja, serumska aktivnost CHIT1 u bolesnika s PMF i SMF nije
imala prognosticki utjecaj (Slika 26). Navedeni rezultati ograni¢avaju ulogu serumske aktivnosti

CHIT1 kao potencijalnog prognosti¢kog biljega u bolesnika s MPN.

Zanimljivo, iako je u nasem istrazivanju postojala statisticki znacajna korelacija izmedu serumske
aktivnosti CHIT1 i YKL-40, lijeCenje hidroksiurejom ili ruksolitinibom nije utjecalo na serumsku
aktivnost CHITI1, kao S$to je utjecala na cirkulirajuée vrijednosti YKL-40. Ovi podaci nam
indirektno ukazuju kako bi stanice koje luce CHIT1 ipak mogle biti druk¢ijeg porijekla od onih koje
lu¢e YKL-40 (makrofazi ili granulociti), ali i na razli¢ite podlezece patofizioloSke procese i ucinke
lijekova. Kako je objasnjeno ranije, in vitro deplecija makrofaga bifosfonatom (klodronatom)
dovela je do reverzije PV fenotipa u miseva (196). No, u multicentri¢noj prospektivnoj studiji faze
II zoledroni¢na kiselina u bolesnika s PMF nije pokazala u¢inka (214). Ipak, dokazano je kako
statini svojim pleiotropnim u¢incima mogu inducirati apoptozu makrofaga unutar aterosklerotskog
plaka 1 sprijeciti njihovu aktivaciju, $to se i koristi u svakodnevnom klinickom radu kod bolesnika s
aterosklerotskom boles¢u (215-218). Ti lijekovi imaju i snaznu antiproliferativnu i proapoptoticku
aktivnost s dodatnim potencijalnom da smanje klonalnu proliferaciju (219-223). Pokazano je kako
statini inhibiraju rast JAK2-V617F-pozitivnih stanica, ali i JAK-STAT stani¢no signaliziranje (224).
Zanimljiv je i prikaz bolesnika s PV koji je lijeCen samo simvastatinom i aledronatom (zbog
hiperlipidemije i osteoporoze), s izvrsnim hematoloskim i molekularnim odgovorom uz znacajnu
redukciju JAK2-V617F alela (225). Ipak, dodatna eksperimentalna i klinicka istrazivanja potrebna
su kako bi se razjasnila uloga ovih relativno netoksi¢nih lijekova u lijeenju bolesnika s MPN.
Uzimajuc¢i u obzir rezultate zoledroni¢ne kiseline u bolesnika s PMF, mozemo samo spekulirati
kako bi se bolji ucinak navedenim lijeCenjem mogao postici u ,,celularnoj“ fazi bolesti. S druge

strane, inhibiranje CHIT1 monospecificnim ili polispecifiénim antitijelima je u eksperimentalnim
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animalnim modelima autoimunih bolesti smanjio upalu i fibrozu tkiva, vjerojatno redukcijom
razlicitih citokina i faktora rasta (226). Ipak, sigurnost ovog pristupa u ljudi nije dokazana, s
obzirom da postoji realna opasnost od sklonosti protozoalnim i parazitarnim infekcijama. Ako se
ovaj pristup pokaze sigurnim, razvoj te ciljane terapije mogao bi biti vrijedna dodatna opcija u

lijecenju bolesnika s MPN, poglavito u PV.
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6.3 OGRANICENJA ISTRAZIVANJA

Populacija bolesnika u nasem istrazivanju je bila relativno mala i heterogena, tj. bolesnici su
uklju¢ivani u razli¢itim vremenskim trenucima njihove bolesti, a manjina bolesnika (40%) je bila
novodijagnosticirana. Isto tako, lijeCenje hidroksiurejom, ruksolitinibom i acetilsalicinom kiselinom,
sigurno je utjecalo na odredene klinicke i laboratorijske varijable (npr. na veli¢inu slezene,
konstitucijske simptome i krvne nalaze), a vrlo moguce i na serumsku koncentraciju YKL-40 i
aktivnost CHIT1. Iako bi bilo optimalno da smo ukljucili samo novodijagnosticirane bolesnike s
MPN, to nismo bili u moguénosti, s obzirom da se radi o bolestima s niskom pojavnosti, posebno
kod bolesnika s PMF i SMF (44). Kako bismo umanjili utjecaj lijeCenja, u istraZivanje smo ukljucili
samo ambulantne bolesnike na stabilnoj dozi hidroksiureje ili ruksolitiniba, tj. bolesnike za koje
smo pretpostavljali da su stvorili odredenu ravnotezu izmedu ,,stvaranja®“ i ,,destrukcije* krvnih

stanica.

Drugi nedostatci studije predstavljaju kratak period praéenja bolesnika i relativno malen broj
trombotskih dogadaja. No, s obzirom na to da se prezivljenje bolesnika s ET i PV procjenjuje u
desetlje¢ima, a kod visokorizi¢nih bolesnika s PMF i SMF u mjesecima, smatramo kako bi period

pracenja nasih bolesnika ipak mogao biti dovoljan za procjenu analiziranih u¢inaka.

Nadalje, procjena prisutnosti palpabilne splenomegalije i njene duljine pomoé¢u palpacije, a ne
dodatnim radioloskim metodama (npr. ultrazvukom, kompjutoriziranom tomografijom ili

magnetskom rezonancijom), takoder se moZe navesti kao jedan od nedostataka naSeg istrazivanja.

No, bez obzira na navedene nedostatke i ¢injenicu da prikazani rezultati naravno ne mogu biti
definitivni, oni predstavljaju originalni znanstveni doprinos i poti¢u nove hipoteze koje treba

istrazivati u budu¢im studijama.
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6.4 PUBLIKACIJE PROIZASLE 1Z ISTRAZIVANJA

1. Dio rezultata ovog istrazivanja vezan uz cirkuliraju¢i YKL-40 u bolesnika s MPN i njegove
klini¢ke korelacije objavljen je ¢asopisu Acta Clinica Belgica (indeksiran u Current Contents, IF

0,960).

2. Drugi dio rezultata ovog istraZivanja vezan uz serumsku aktivnost CHIT1 u bolesnika S MPN i
njene klini¢ke korelacije objavljen je u Casopisu Hematology (indeksiran u Current Contents, IF

1,318).

3. Dio podataka iz ovog istrazivanja iskoristen je za izradu rada u kojem je pokazano kako povisena
serumska koncentracija uri¢ne kiseline u bolesnika s ET i PV ima negativan utjecaj na TFS. Rad je

objavljen u ¢asopisu Leukemia and Lymphoma (indeksiran u Current Contents, IF 2.674).
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7. ZAKLJUCCI

1. Svi bolesnici s MPN, uklju¢uju¢i i one sa SMF, imaju znacajno poviSene serumske
koncentracije YKL-40 u odnosu na zdrave kontrole, a bolesnici s PV i post-PV MF i
znacajno povisenu serumsku aktivnost CHIT1. Serumska koncentracija YKL-40 i aktivnost
CHIT1 u bolesnika s MPN nisu povezane s JAK2-V617F ili CALR mutacijskim statusom,
Sto upucuje kako je upalna komponenta posljedica konstitutivno aktivnog JAK-STAT

signalnog puta i neovisna o vrsti ,,odgovorne* mutacije.

2. Povisene serumske koncentracije YKL-40 i aktivnost CHIT1 u bolesnika s MPN korelirale
su s parametrima povezanim s ve¢im tumorskim opterecenjem i snaznijim upalnim
zbivanjem (CRP-om, prisutno$c¢u konstitucijskih simptoma, losijim opéim tjelesnim stanjem

1 KV rizicnim ¢imbenicima).

3. Povisena serumska koncentracija YKL-40 je u bolesnika s PMF i SMF Kkorelirala s
agresivnijim bioloskim ponaSanjem (blastnom fazom bolesti, ve¢im stupnjem anemije i
visim DIPSS rizi¢nim stadijem), dok je lijeCenje ruksolitinibom bilo povezano s nizim
serumskim koncentracijama YKL-40, §to upucuje na antiupalni u¢inak lijeka. S druge strane,
lijeCenje hidroksiurejom i ruksolitinibom nije imalo utjecaj na serumsku aktivnost CHIT1
Sto ukazuje kako bi stanice koje lu¢e CHIT1 mogle biti druk¢ijeg porijekla od onih koje luce

YKL-40, ali 1 na razli¢ite podlezece patofizioloSke procese 1 ucinke lijekova.

4. Serumska aktivnost CHITL je u bolesnika s MPN korelirala s ,,policitemi¢nim* fenotipom
bolesti, sto upucuje kako bi pojacana aktivacija makrofaga iz neposredne blizine klonalne
hematopoetske mati¢ne stanice i sinteza CHIT1 mogla, barem dijelom, biti odgovorna i za

klini¢ki fenotip PV.

5. PoviSene serumske koncentracije YKL-40 i aktivnost CHIT1 u bolesnika s ET i PV
korelirale su sa prisutno$cu retikulinske fibroze KS $to nam ukazuje na moguc¢u ulogu ovih
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10.

proteina u progresiji bolesti i upalnom remodeliranju tkiva, tj. indukciji i promociji fibroze

KS.

PoviSena serumska koncentracija YKL-40 je u analizama prezivljenja bila povezana s
povecanim rizikom tromboze u bolesnika s ET i PV, a u bolesnika s PMF i SMF s lo§ijim
prezivljenjem. Nasuprot tome, serumska aktivnost CHIT1 nije imala prognosticki utjecaj na

razvoj tromboze u bolesnika s ET i PV, kao ni na prezivljenje bolesnika s PMF i SMF.

Odredivanje serumske koncentracije YKL-40 u bolesnika s ET i PV moglo bi pomo¢i
prilikom identificiranja bolesnika s povecanim rizikom od Stetnih KV dogadaja te

identificirati bolesnike s PMF i SMF koji su pod povec¢anim rizikom od smrti.

Nasi rezultati impliciraju patofiziolosku ulogu hitinaza i hitinazama-sli¢nih proteina u
patogenezi MPN, dominantno u smislu razvoja upalnih simptoma bolesti, te promoviranju

trombotskih komplikacija i fibroze KS.

Potrebne su dodatne studije kako bi se razjasnila stani¢na podrijetla YKL-40 i CHITL, ali i

patofizioloski procesi odgovorni za navedene komplikacije.

Ovo istrazivanje i klinicke korelacije koje smo dokazali mogli bi pomo¢i i u identificiranju

novih terapijskih pristupa ovim bolesnicima.
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8. SAZETAK

Philadelphia negativne mijeloproliferativne neoplazme (MPN), esencijalna trombocitemija (ET),
policitemija vera (PV) 1 mijelofiboroza (MF), su bolesti karakterizirane klonalnom
mijeloproliferacijom, snaznom upalnom atmosferom i povecanim rizikom od kardiovaskularnih
(KV) dogadaja. YKL-40 i hitotriozidaza (CHIT1) imaju vaznu ulogu u reguliranju upalnog
odgovora i vanstanicnom remodeliranju tkiva. Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati izrazaj
serumske koncentracije YKL-40 i aktivnosti CHIT1 u bolesnika s MPN te ga korelirati s klinickim
znaCajkama bolesti. Koriste¢i imunoenzimski test i fluorometrijsku metodu analizirali smo
cirkuliraju¢e vrijednosti YKL-40 i CHIT1 u 111 bolesnika s MPN i u 32 zdrava dobrovoljca. Svi
entiteti unutar MPN spektra su imali povisen YKL-40, dok su samo ,,policitemi¢ni* bolesnici (PV i
post-PV MF) imali i znacajno povisen CHIT1. YKL-40 i CHITL1 su u bolesnika s MPN korelirali s
parametrima povezanim s veéim tumorskim opterecenjem i snaznijim upalnim zbivanjem (C-
reaktivnim proteinom, prisutnos$¢u konstitucijskih simptoma, losijim opéim tjelesnim stanjem i KV
rizicnim ¢imbenicima). U multivarijatnim analizama prezivljenja, povisen YKL-40 je u bolesnika s
ET i PV bio rizi¢ni ¢imbenik za razvoj tromboze, a u bolesnika s MF i prediktor losijeg prezivljenja.
Nasi rezultati impliciraju patofiziolo§ku ulogu hitinaza i hitinazama-sli¢nih proteina u patogenezi

MPN, a mogli bi pomo¢i i u identificiranju novih terapijskih pristupa.

Kljuéne rijeci: esencijalna trombocitemija; policitemija vera; mijelofibroza; YKL-40;

hitotriozidaza
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9. SUMMARY

Philadelphia-negative myeloproliferative neoplasms (MPNSs), essential thrombocythemia (ET),
polycythemia vera (PV) and myelofibrosis (MF), are characterized by clonal myeloproliferation,
strong inflammatory atmosphere, and an increased cardiovascular (CV) burden. YKL-40 and serum
chitotriosidase activity (CHIT1) have an important role in atherosclerotic inflammation and tissue
remodelling. The aim of this study was to investigate circulating YKL-40 and CHIT1 in patients
with MPNs and to assess its clinical correlations. Enzyme-linked immunosorbent assay and
flurometry were used to analyze serum YKL-40 concentrations and CHIT1 activity in 111 MPN
patients and in 32 healthy controls, respectively. YKL-40 was higher in MPNs when compared to
healthy controls, whereas CHIT1 was higher only in the “polycythemic” disorders (PV and post-PV
MF). Higher circulating YKL-40 and CHIT1 were associated with parameters indicative of the
increased inflammatory state (C-reactive protein, poor performance status, presence of
constitutional symptoms and CV risk factors). Higher YKL-40 was associated with an increased
risk of thrombosis in ET and PV, as well as with impaired survival in MF patients. These results
implicate a role of chitinases and chitinase-like proteins in the pathogenesis of MPNs. Further
studies are needed to elucidate if these circulating MPN biomarkers might be a novel therapeutic

targets in MPNs.

Keywords: essential thrombocythemia; polycythemia vera; myelofibrosis; YKL-40; chitotriosidase
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