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POPIS KRATICA

MPN — mijeloproliferativhe neoplazme

SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

PV — policitemija vera

ET — esencijalna trombocitemija

PMF — primarna mijelofibroza

KML — kroni¢na mijeloi€na leukemija

KNL — kroni¢na neutrofilna leukemija

KEL — kroni¢na eozinofilna leukemija
Ph-negativan — Philadelphia kromosom negativan
Ph-pozitivan — Philadelphia kromosom pozitivan
JAK2 — tirozin-kinaza, prema engl. janus kinase 2
SMF — sekundarna mijelofibroza

SAML — sekundarna akutna mijeloi¢na leukemija
CALR - drugi glasnik, prema engl. calreticulin
MPL — trombopoetinski receptor, prema engl. myeloproliferative leukemia protein
KKS — kompletna krvna slika

RT-PCR - lan€ana reakcija polimeraze u realnom vremenu, prema engl. real time
polymerase chain reaction

TGFb — transformirajuci ¢imbenik rasta beta, prema engl. transforming growth factor
beta

bFGF — bazi¢ni fibroblastni E¢imbenik rasta, prema engl. basic fibroblast growth factor
MF — mijelofibroza

LDH - laktat dehidrogenaza

RE — reaktivna eritrocitoza

KOPB - kroni¢na opstruktivna bolest plu¢a

CO - ugljikov monoksid, prema engl. carbon monoxide



RT - reaktivna trombocitoza
FOXP1 — transkripcijski faktor, prema engl. forkhead box P1

MALT — limfoidni tumor vezan uz sluznicu, prema engl. musoca-associated lymphoid
tissue

DLBCL - difuzni B velikostani¢ni limfom, prema engl. diffuse large B-cell ymphoma
MDS — mijelodisplastic¢ni sindrom

MRNA — glasni¢na ribonukleinska kiselina, prema engl. messenger ribonucleic acid
UPD - uniparentna disomija

cDNA — komplementarna deoksiribonukleinska kiselina, prema engl. complementary
deoxyribonucleid acid
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1. Sazetak

FOXP1 GEN U KRONICNIM MIJELOPROLIFERATIVNIM NEOPLAZMAMA
Martina Sedini¢

Sveuciliste u Zagrebu
Medicinski fakultet

UVOD: Kroni¢ne mijeloproliferativne neoplazme (MPN) poremecaji su kostane srzi
koji se oc€ituju abnormalnom proliferacijom i nakupljanjem zrelih krvnih stanica.
FOXP1 gen transkripcijski je faktor vazan za normalan razvoj embrionalnog tkiva, te
neuroloskog i imunolo$kog sustava. Moguca je povezanost ekspresije FOXP1 gena s
nastankom i progresijom kroni¢nih MPN-ova.

ISPITANICI | METODE: Istrazivanje je provedeno na 35 pacijenata dijagnosticiranih i
lijeCenih u KB Dubrava, u Zagrebu, u razdoblju izmedu 2006. i 2014. godine, te na 4
zdrava donora koStane srzi. Pacijenti su podijeljeni u 5 skupina, prema kliniCkim
entitetima, te su analizirane njihove demografske i kliniCke karakteristike. 1z stanica
tkiva koStane srzi izolirana je ribonukleinska kiselina (RNA), te podvrgnuta reakciji
reverzne transkripcije u svrhu dobivanja komplementarne deoksiribonukleinske
kiseline (cDNA), nakon Cega je provedeno umnazanje sekvence FOXP1 lan€anom
reakcijom polimeraze u realnom vremenu (RT-PCR).

REZULTATI: UoCavamo kako Philadelphia-negativni (Ph-negativni) klinicki i
hematoloski stabilni MPN-ovi pokazuju nizu relativnu ekspresiju FOXP1 gena u
usporedbi s kontrolnom koStanom srzi, dok istovremeno pokazuju viSu relativhu
ekspresiju gena u usporedbi s transformiranim entitetima. Statistickom analizom
pokazalo se kako rezultat nije statistiCki znaCajan. Smanjena ekspresija gena mogla
bi biti povezana s agresivnijom biologijom i sklonoséu transformaciji. Analizom
prezivlienja utvrdili smo kako je smrtnost najvisa u transformiranim entitetima,
pribliZzno jednaka u kroni¢nim stabilnim oblicima MPN-ova, a najmanja kod reaktivnih
eritrocitoza (RE) i reaktivnih trombocitoza (RT).

RASPRAVA: Zanimljiva je dvojna funkcija FOXP1 gena, ovisno o vrsti stanica, kao
onkogena ili tumor supresorskog gena. Nema mnogo radova o povezanosti FOXP1
gena s MPN-ovima. Usporedno s drugim radovima koji govore u prilog tumor
supresorskoj funkciji FOXP1 gena mi nalazimo smanjenu ekspresiju FOXP1 gena
kod svih Ph-negativnih MPN-ova, s time da se ekspresija dodatno smanjuje u
transformiranim entitetima, Sto takoder govori u prilog tumor supresorskoj funkciji
gena.



ZAKLJUCAK: Ekspresija FOXP1 gena smanjena je kod svih Ph-negativnih MPN-
ova u odnosu na kontrolne skupine. Ekspresija FOXP1 gena smanjena je u
transformiranim kliniCkim entitetima u odnosu na Klini¢ki i hematoloski stabilne Ph-
negativne MPN-ove. Razina ekspresije FOXP1 gena slicna je kod policitemije vere
(PV), esencijalne trombocitemije (ET) i primarne mijelofiboroze (PMF), dok je
minimalna ekspresija gena nadena kod leukemijske transformacije u sekundarnu
akutnu mijeloi¢nu leukemiju (SAML).

Kljuéne rije¢i:  kronicne  mijeloproliferativne  neoplazme, Ph-negativne
mijeloproliferativne neoplazme, FOXP1 gen, sekundarna mijelofibroza, sekundarna
akutna mijeloi¢na leukemija, ekspresija gena



2.Summary

FOXP1 GENE IN CHRONIC MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASMS
Martina Sedini¢

University of Zagreb
School of Medicine

INTRODUCTION: Chronic myeloproliferative neoplasms (MPN) are bone marrow
disorders, revealed by abnormal proliferation and accumulation of mature blood cells.
FOXP1 gene is a transcription factor important for normal development of embryonal
tissue and for neurological and immune systems. There is a possible connection of
FOXP1 gene expression with the occurrence as well as progression of chronic
MPNs.

SUBJECTS AND METHODS: The research included 35 patients diagnosed and
treated in Clinical Hospital Dubrava, Zagreb, from 2006 to 2014, as well as 4 healthy
bone marrow donors. Patients were divided in 5 groups, according to clinical entities.
Their demographic and clinical characteristics were analyzed. From the cells of bone
marrow tissue ribonucleid acid (RNA) was isolated and subjected to reverse
trascription to obtain complementary deoxyribonucleid acid (cDNA). After that FOXP1
sequence was multiplied with polymerase chain reaction in real time (RT-PCR).

RESULTS: We noticed Philadelphia-negative (Ph-negative) clinical and
hematological stable MPNs show lower relative FOXP1 gene expression compared
to control bone marrow, while also show higher relative gene expression compared to
transformed entities. Statistical analysis showed the result was not statistically
significant. It is possible lower gene expression is connected to more aggressive
biology and greater possibility of transformation. Survival analysis found mortality is
the highest in transformed entities, approximately equal in chronic stable MPNs and
the lowest in reactive erythrocytosis (RE) and reactive thrombocytosis (RT).

DISCUSSION: Dual function of FOXP1 gene as oncogene or tumor suppressor gene
depending on the cell type is of interest. There is only a handful of papers on
connection between FOXP1 gene and MPNs all indicating tumor suppressing
function of FOXP1 gene. We found lower FOXP1 gene expression in all Ph-negative
MPNs with the expression further reducing in transformed entities, supporting the
tumor suppressing function of the gene.

CONCLUSION: FOXP1 gene expression is lower in all Ph-negative MPNs compared
to the control group. FOXP1 gene expression is lower in transformed clinical entities



compared to clinical and hematological stable Ph-negative MPNs. Level of
expression of FOXP1 gene is similar in policitemia vera (PV), essential
thrombocythemia (ET) and primary myelofibrosis (PMF). Minimal gene expression
was found in leukemic transformation in secondary acute myeloid leukemia (SAML).

Keywords: chronic myeloproliferative neoplasms, Ph-negative myeloproliferative
neoplasms, FOXP1 gene, secondary myelofibrosis, secondary acute myeloid
leukemia, gene expression



3. Uvod
3.1. Kroni¢ne mijeloproliferativne neoplazme

3.1.1. Definicijai podjela

Kroni¢ne mijeloproliferativne neoplazme (MPN) rijetki su poremecaji koStane srzi u
kojima dolazi do abnormalne proliferacije i nakupljanja zrelih krvnih stanica u krvi,
kostanoj srzi, jetri i slezeni (1).

Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) 2008. godine MPN-ove dijeli, s obzirom na
stanice koje dominiraju, u sedam velikih skupina: policitemiju rubru veru (PV),
esencijalnu trombocitemiju (ET), primarnu mijelofibrozu (PMF), kroni¢nu mijeloi¢nu
leukemiju (KML), kroni€nu neutrofilnu leukemiju (KNL), kroni¢nu eozinofilnu leukemiju
(KEL) i mastocitozu (2).

U skupinu Philadelphia-negativnih (Ph-negativnih) MPN-ova ubrajamo PV, ET i PMF,
dok KML ubrajamo u skupinu Philadelphia-pozitivnih (Ph-pozitivnih) MPN-ova.

3.1.2. Policitemijarubravera

3.1.2.1. Definicija

Policitemija rubra vera mijeloproliferativna je bolest koju karakterizira abnormalno
stvaranje eritrocita (1).

3.1.2.2. Epidemiologijai etiopatogeneza

Bolest se javlja u€estalos¢u od 0,4 do 2,8 sluCajeva na 100 000 stanovnika godisnje
(3). Bolest se javlja u svim dobnim skupinama, iako incidencija raste s dobi (1).

U vecine bolesnika (65-97%) radi se o mutaciji JAK2V617F, mutaciji 617. kodona
JAK2 gena koja dovodi do zamjene aminokiseline valin s fenilalaninom. Pretpostavlja
se kako bolesnici koji nemaju mutiran JAK2 gen imaju neke druge genetske
promjene koje dovode do trajne aktivacije istog signalnog puta. Proizvod JAK2 gena
je JAK2 protein-kinaza koju aktivira eritropoetin kada se vezZe za eritropoetinski
receptor, te dolazi do aktivacije signalnog puta kojim nastaju zreli eritrociti. U slu€aju
mutacije JAK2 gena, JAK2 protein trajno je aktivan, bez obzira na status
eritropoetinskih receptora. Kao posljedica toga dolazi do abnormalne proliferacije i
prekomjernog stvaranja eritrocita (1).



3.1.2.3. Klinicka slika

Pacijenti su pletori¢ni, Cesto hipertenzivni, obilno se znoje, subfebrilni su, prisutan je
svrbez koze, te katkad splenomegalija i osjecaj nelagode ispod lijevog rebrenog luka.
Mogué je razvoj peptickog ulkusa. Cesto su prisutni glavobolja, vrtoglavica i oteZzano
disanje (1).

3.1.2.4. Dijagnostika

Prema kriterijima SZO-a iz 2008. godine, za dijagnozu PV-a moraju biti ispunjena
oba velika i jedan mali kriterij ili prvi veliki i dva mala kriterija. U velike kriterije
ubrajamo hemoglobin >185 g/L u muskaraca, odnosno >165 g/L u Zena, te prisutnost
JAK2V617F ili druge funkcionalno slicne mutacije. U male kriterije ubrajamo
hipercelularnost koStane srzi, smanjenu koncentraciju eritropoetina i formiranje
endogenih eritroidnih kolonija in vitro (4).

3.1.2.5. Lije€enje

Glavni cilj lijeCenja je sprijeCiti pojavu tromboembolijskin komplikacija. Provodi se
citoredukcija kako bi se hematokrit smanjio ispod 45% venepunkcijom (1-2 puta
tiedno), te kod visokorizi€nih pacijenata primjena citostatika, najcesce hidroksiureje.
Osim citoredukcijske terapije, primjenjuju se i male doze acetilsalicilne kiseline koja
djeluje antiagregacijski (5).

3.1.2.6. Prognoza

Bolest je sporoprogresivna i uz pravilno lijeCenje pacijenti mogu biti stabilni dugi niz
godina. 15-godiSnje preZivljenje iznosi oko 65% (6). Kroz 15 godina u 6-14%
oboljelih od PV-a dode do transformacije u sekundarnu mijelofibrozu (sMF), a u
otprilike 5,5-18,7% oboljelih u akutnu mijeloi¢nu leukemiju (AML) (7).

3.1.3. Esencijalnatrombocitemija

3.1.3.1. Definicija

Esencijalna trombocitemija mijeloproliferativna je bolest koju karakterizira
abnormalno stvaranje trombocita (1).



3.1.3.2. Epidemiologijai etiopatogeneza

Bolest se javlja u 0,38 do 1,7 slu€ajeva na 100 000 stanovnika godiSnje (3). Bolest se
javlja jednako u oba spola, a incidencija raste s dobi. Naj¢esc¢e se javlja u Sestom i
sedmom desetljecu Zivota (1).

Etiologija bolesti nije poznata. U otprilike 60% bolesnika moZe se dokazati mutacija
JAK2 gena, u 22% CALR gena, a u 3% MPL gena (5).

3.1.3.3. Klinicka slika

Mnogi pacijenti nemaju simptome, a bolest se naj¢es$c¢e dijagnosticira kada se u
kompletnoj krvnoj slici (KKS) radenoj iz drugih razloga nade znacajno povisen broj
trombocita. Simptomi su naj¢eSce posljedica formiranja krvnih ugru$aka, ovise o
lokaciji krvnog ugruska, a uklju€uju glavobolju, vrtoglavicu, slabost, bol u prsima,
povremene promjene vida, trnjenje, crvenilo i bol ruku i nogu, splenomegaliju, te
simptome cerebrovaskularnog inzulta. Rjede, kada je broj trombocita znacajno
povisen, moze se javiti krvarenje, koje Ce se najceSCe ocCitovati kao epistaksa,
krvarenje gingive, te prisutnost krvi u stolici (8).

3.1.3.4. Dijagnostika

Bolest se Cesto otkriva slu¢ajnim nalazom trombocitoze u krvnoj slici. Osim KKS-a,
potreban je pregled krvnog razmaza, kako bi se dokazali trombociti razli€itog oblika i
veli€ine, karakteristicni za ET. Lan€anom reakcijom polimeraze u realnom vremenu
(RT-PCR) odreduje se eventualna JAK2, CALR ili MPL mutacija. Katkada je potrebno
aspirirati koStanu srz ili provesti citoloSku, histoloSku, citogenetsku i molekularnu
analizu bioptata koStane srzi (4).

3.1.3.5. Lije€enje

Glavni cilj lije€enja je sprijeciti pojavu tromboembolijskih komplikacija. Kao i kod PV-
a, koristi se citoredukcijska i antiagregacijska terapija. MiSljenja su podijeljenja oko
toga kada se treba poceti s citoredukcijskom terapijom, a patoloSka krvarenja (Trc >
1000-1500 x 10%L) su opceprinvacena indikacija. Druga indikacija je pojava
vaskularnih komplikacija, usprkos antiagregacijskoj terapiji. Kao citoredukcijska
terapija najeS¢e se koristi hidroksiureja, rjede interferon alfa i anagrelid.
Antiagregacijska terapija provodi se uvijek ukoliko nema krvarenja ili kontraindikacija,
primjenjuje se acetilsalicilna kiselina (5).



3.1.3.6. Prognoza

Bolest je sporoprogresivna i uz pravilno lijeCenje pacijenti mogu biti stabilni dugi niz
godina. 15-godiSnje prezivljenje iznosi oko 73% (6).

Kroz 15 godina u 4-11% oboljelih od ET-a dode do transformacije u PMF, a u
otprilike 2,1-5,3% slu€ajeva u AML (7).

3.1.4. Primarna mijelofibroza
3.1.4.1. Definicija

Primarna mijelofibroza mijeloproliferativna je bolest u kojoj dolazi do progresivne
fibroze kostane srzi te posljedi€no ekstramedularne hematopoeze s organomegalijom

(1).
3.1.4.2. Epidemiologijai etiopatogeneza

Bolest se javlja uCestaloS¢u od 0,1 do 1 slucaj na 100 000 stanovnika godisSnje (3).
Pretezno se javlja u sedmom desetlje¢u zivota, iako je zabiljezeno pojavljivanje i u
mladim dobnim skupinama. Incidencija je jednaka kod muskaraca i Zena (9).

PMF povezan je u 90% slu€ajeva s mutacijama JAK2, CALR ili MPL gena.

Mutacija JAK2 gena Ccini hematopoetske stanice osjetljivie na faktore rasta
(eritropoetin i trombopoetin). MPL gen kodira protein koji djeluje kao receptor za
trombopoetin. Mutacija MPL gena (W515 mutacija) vodi do abnormalne proizvodnje
megakariocita. Trombociti, megakariociti i monociti, Ciji broj je povecéan, otpustaju
citokine kao Sto su transformirajuéi ¢imbenik rasta beta (TGFb) i bazi¢ni fibroblastni
¢imbenik rasta (bFGF) koji stimuliraju fibroblaste na formiranje retikulina i kolagena
(20).

Posljedi¢no fibrozi kostane srzi dolazi do ekstramedularne hematopoeze, Sto se
oCituje  hepatosplenomegalijom, te pancitopenijom (posebno anemijom i
trombocitopenijom).

Mijelofibroza (MF) se moze javiti i kao kasna komplikacija drugih kroni¢nih MPN-ova,
poput PV-a i rjede ET-a, te tada govorimo o mnogo ¢es¢em sMF-u (9).

3.1.4.3. Klinic¢ka slika

Primarna mijelofibroza klini¢ki se mozZe o itovati gubitkom tjelesne tezine, umorom,
no¢nim znojenjem, poviSenom tjelesnom temperaturom, krvarenjem, bolovima u
kostima, svrbezom, te simptomima anemije. U klinickom statusu Cesto se nalazi
splenomegalija (90%), te hepatomegalija (50%). U slu€aju infarkta slezene ili
perisplenitisa javlja se bol u podru¢ju slezene ili ljevog ramena. Zbog povecanog
splenoportalnog krvotoka mogu¢ je razvoj portalne hipertenzije s ascitesom,



varikozitetima jednjaka, krvarenjem u probavnom sustavu, te portalnom
encefalopatijom (10).

3.1.4.4. Dijagnostika

Prema kriterijima SZO-a iz 2008. godine, za dijagnozu PMF-a moraju biti ispunjena tri
velika, te dva mala kriterija. U velike kriterije ubrajamo megakariocitnu proliferaciju i
atipiju uz fibrozu koStane srzi ili pojaCanu celularnost i proliferaciju granulocita,
klonalne markere (pozitivan JAK2, CALR ili MPL) ili odsustvo reaktivne fibroze, te
izostanak kriterija za druga mijeloidna oboljenja (PV, ET, KML, druge MPN-ove). U
male kriterije ubrajamo palpabilnu splenomegaliju, neobjaSnjenu anemiju,
leukoeritroblastozu, te povecanu laktat dehidrogenazu (LDH) (4).

3.1.4.5. Lije€enje

Konvencionalni pristup podrazumijeva observaciju kod asimptomatskih pacijenata, te
primjenu androgena, rekombinantnog eritropoetina, imunosupresivne terapije,
citoredukcijske terapije, splenektomije i radioterapije u simptomatskih. Nedavno su
razvijeni JAK inhibitori (ruksolitinib) koji se mogu koristiti i kod JAK2 pozitivnih i kod
JAK2 negativhih PMF-ova, a pokazuju dobre rezultate u lije€enju splenomegalije i
konstitucijskih simptoma. Transplantacija koStane srzi ipak ostaje jedina kurativha
terapijska metoda (11).

3.1.4.6. Prognoza

Medijan preZivljenja za oboljele od PMF-a iznosi izmedu 3,5 i 5,5 godina od trenutka
postavljanja dijagnoze. Kroz 10 godina olekuje se preZivljenje manje od 20%
pocetno oboljelih.

Glavni uzroci smrti su infekcije, krvarenja, zatajenje srca, tromboze i transformacije u
akutnu leukemiju (1).

Najvazniji prognosti¢ki ¢imbenici su stupanj anemije, dob bolesnika, broj leukocita,
broj nezrelih stanica na periferiji, te postojanje mutacije V617F JAK2 gena (12).
Kroz 10 godina u 5-30% oboljelih od PMF-a dode do transformacije u AML (9).

3.2. Reaktivna kostana srz

3.2.1. Sekundarna (reaktivna) eritrocitoza

Eritrocitoza oznaCava povecan broj eritrocita u perifernoj krvi, a sekundarna je ona
eritrocitoza koja se javlja kao posljedica nekog poznatog ¢imbenika (1).

U moguce uzroke reaktivne eritrocitoze (RE) ubrajamo boravak na visokim
nadmorskim visinama, kroni¢nu opstruktivnu bolest plu¢a (KOPB), alveolarnu
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hipoventilaciju, kardiovaskularne bolesti s  desno-lijevim shuntovima,
hemoglobinopatije, izloZenost ugljikovom monoksidu (CO), stanja koja dovode do
bubrezne hipoksije i ostalo (13).

Slicno kao i kod PV-a, pacijenti su pletori¢ni i Cesto hipertezivni, mogu imati
glavobolje, te biti konfuzni i letargi¢ni. Ukoliko je u pozadini bolesti hipoksija, bolesnici
mogu biti cijanoticni (13).

3.2.2. Sekundarna (reaktivna) trombocitoza

Trombocitoza oznaCava povecan broj trombocita u perifernoj krvi, a sekundarna je
ona trombocitoza koja se javlja kao posljedica nekog poznatog ¢imbenika (1).

U moguce uzroke reaktivne trombocitoze (RT) ubrajamo infekcije i upalne bolesti,
stanje nakon splenektomije ili hiposlenizam, maligne bolesti, traume, kroni¢na upalna
stanja, obilnija krvarenja, sideropeni¢nu anemiju i ostalo (14).

Vecina pacijenata nema nikakve simptome, a dijagnoza se postavlja nakon rutinske
kontrole KKS-a. Moguci su simptomi povezani s uzrokom trombocitoze (14).

3.3. Forkhead box P1 (FOXP1) gen

3.3.1. Definicija

Forkhead box P1 (FOXP1l) gen je gen koji spada u forkhead box (FOX) obitel;
transkripcijskih faktora. Odgovoran je za sintezu FOXP1 proteina, vaznog za
normalan razvoj embrionalnog tkiva prije rodenja, te imunoloskog i neuroloskog
sustava nakon rodenja (15).

3.3.2. Lokacija na kromosomu

Gen se nalazi na kratkom kraku 3. kromosoma na poziciji 14.1 (16).
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Slika 1. Citogenetska lokacija FOXP1 gena (17)



3.3.3. Funkcija

Ekspresija gena dokazana je u vecini normalnih tkiva, kao i u razliCitim tumorskim
tkivima, gdje pokazuje gubitak ekspresije, prekomjernu ekspresiju ili abnormalnu
lokalizaciju (15).

FOXP1 gen ima vaznu ulogu u regulaciji stani€ne proliferacije i apoptoze. Dokazana
je vazna uloga u diferenciji pluénog epitela, regulaciji proliferacije sr¢anih misiénih
stanica, organizaciji spinalnih motornih neurona, nuzan je regulator transkripcije u
razvoju B limfocita, te regulator diferencijacije pomocnickih limfocita T (17).

3.3.4. Poremecaji vezani uz FOXP1 gen

FOXP1 gen se na temelju viSe provedenih istrazivanja dovodi u vezu s kognitivhim
poremecajima s jezitnim poteSkoama s ili bez autistickih znacajki, limfoidnim
tumorom vezanim uz sluznicu (MALT limfom), testikularnim limfomom, limfomima
srediSnjeg ziv€anog sustava, poremecajima govora, B stanichom akutnom
limfoblastichnom leukemijom, Burkittovim limfomom, difuznim B velikostaniCnim
limfomom (DLBCL), hipertonijom, te limfomima B stanica (18).

3.3.5. Povezanost FOXP1 gena s kroniénim mijeloproliferativhim
neoplazmama

Unazad zadnjih nekoliko desetlje¢a, zahvaljuju¢i znanstvenim i tehnoloSkim
dostignu¢ima, pomnije se prou€avaju genetski uzroci nastanka i progresije kronicnih
MPN-ova.

O povezanosti FOXP1 gena s kroni¢nim MPN-ovima u literaturi nema mnogo
podataka, za razliku od brojnih dokaza o povezanosti s limfoproliferativnim bolestima
i brojnim drugim tumorskim bolestima.

2011. godine Thorsten Klampfl i suradnici (19) prezentiraju kromosomske aberacije
pronadene na kohorti od 408 bolesnika s kroni¢nim MPN-ovima. ldentificirali su 25
ponavljajucih mutacija, nadenih u 3 ili viSe uzoraka. Nadena je znacajna povezanost
izmedu povecanog broja kromosomskih aberacija, te dobi pacijenta, progresije
bolesti i leukemijske transformacije.

U svom radu Thorsten Klampfl i suradnici (19) pokazuju genetsku kompleksnost
MPN-ova, ali i ukazuju na nove gene povezane s progresijom bolesti, izmedu ostalih i
FOXP1 gen.
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Slika 2. Prikaz kromosomskih aberacija (Circos plot); Prezentirano na European

Focus on MPN/MDS, Zagreb travanj 2015.

: Prikazao Dr. Robert Kralovics, CeMM,

Medicinsko SveudiliSte u Bedu

Crvenom bojom prikazane su kromosomske delecije, zelenom bojom kromosomske

amplifikacije, a plavom bojom uniparentalne

disomije (UPD).

Slika 3. Delecije FOXP1 gena (19)

Kod 5 pacijenata od njih 408 oboljelih dokazane su delecije FOXP1 gena (19).



4.Hipoteza
Ovaj rad poc€iva na dvije hipoteze.

Prva hipoteza jest da je razina ekspresije FOXP1 gena u pacijenata s kroni¢nim
MPN-ovima deregulirana.

Druga hipoteza jest da postoji povezanost izmedu progresije kronicnih MPN-ova i
razine ekspresije FOXP1 gena.



5. Ciljevi rada

Op¢i cilj rada bio je analizirati ekspresiju FOXP1 gena kod oboljelih od kroni¢nih
MPN-ova dijagnosticiranih u KB Dubrava i utvrditi povezanost veliine ekspresije
gena s progresijom bolesti.

Specifi¢ni ciljevi rada bili su:
e uspostaviti kvanitativnu PCR metodu u realnom vremenu za umnazanje
MRNA FOXP1,
e analizirati klinicke i hematoloSke parametre bolesnika,
e te analizirati preZivljenje pacijenata po skupinama prema klini¢kim entitetima.
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6. Ispitanici i metode rada

U ovo istrazivanje bila je uklju¢ena kohorta od 35 ispitanika lijeCenih na Zavodu za
hematologiju, Klinike za unutarnje bolesti, KliniCke bolnice Dubrava u Zagrebu, u
razdoblju od 2006.-2014. godine, te 4 zdrava donora kostane srzi.

Njih 6 (17,1%) imalo je dijagnozu PV-a ili ET-a, njih 6 (17,1%) imalo je dijagnozu
PMF-a, njih 14 (40%) imalo je dijagnozu post-PV MF-a ili post-ET MF-a, odnosno
sMF-a, kod njih 6 (17,1%) utvdena je transformacija MPN-a u sAML, a kod njih 3
(8,6%) utvrden je RE ili RT, te su takoder imali ulogu kontrole.

57% ispitanika bilo je muskog, a 43% Zenskog spola. Medijan dobi pri dijagnozi
iznosio je 70 godina.

mPV/ET
m PMF

= sMF

m sSAML
= RE/RT

Slika 4. Zastupljenost kliniCkih entiteta medu ispitanicima
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Tablica 1. Demografske i klinicke karakteristike ispitanika

Karakteristike Svi pacijenti PV /ET PMF sMF sAML RE/RT
(N =35) (n=6) (n=6) (n=14) (n=6) (n=3)
Dob 66+ 12 66 + 15 64 + 16 71+8 65+ 8 49 + 12
(godine)
Spol 17 2 4 5 3 1
(Zenski)
Spol 22 4 2 9 3 2
(muski)
Eritrociti 43+1,2 54+1,0 3,7+1,0 4,1+11 3,5+0,9 5210
(10*%/1)
Hemoglobin 114 £ 31 138 £ 32 101 +£ 25 110+ 25 97 £ 28 129 £ 47
(g/L)
Hematokrit 36,7+9,5 43,7+7,9 31,2+6,6 37,3+£9,1 31,0+7,8 40,3+12,2
(%)
Leukociti 17,8 £ 20,9 10,7 £3,3 10,8 +4,0 18,8+ 19,7 31,4+41,0 14,3+ 6,6
(10°/1)
Neutrofilni 68,0+ 18,0 75,5+5,9 66,6 +11,8 72,0+ 16,1 61,2+8,4 73,5+9,4
granulociti
(%)
Trombociti 408 + 298 528 £258 4131370 374 + 256 325+ 345 492 + 437
(10°/1)
LDH 740 £ 1100 217 +54 581 + 322 507 + 219 2331 + 2080 228 £101
(U/L)
Hepatomegalija 1,0£1,9 0 0 1,7+ 2,5 2,222 0
(cm)
Splenomegalija 3,2+4,2 2,3+4,1 6,0+5,0 3+4,8 4,4+3,0 0
(cm)
JAK2 V617F 14 6 1 6 1 0
mutacija (+)
JAK2 V617F 9 0 2 3 1 3
mutacija (-)

Vrijednosti unesene u tablicu aritmeticka su sredina sa standardnom devijacijom
demografskih i klini¢kih karakteristika ispitanika, rasporedenih u skupine prema

kliniCkom entitetu, u vrijeme postavljanja dijagnoze.
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Uzorci za istrazivanje bile su stanice tkiva koStane srzi pacijenata s PV-om, ET-om,
PMF-om, sMF-om, sAML-om, RE-om i RT-om, te zdravih donora. Po odvajanju
adekvatnog dijela citoloSkom punkcijom dobivenog uzorka za morfoloske
dijagnostiCke analize, ostatak punktata (oko 100-200 ul) preuzet je za izolaciju RNA
za analizu ekspresije FOXP1 gena.

Nativni uzorak stanica kosStane srzi razrijeden je u omjeru 1:10 s fizioloSkom
otopinom. Takav uzorak stavljen je u postupak izolacije RNA reagencijskim setom
Qiagen - QlIAamp RNA Blood Mini Kit.

Po izolaciji spektrofotometrijski je izmjerena koncentracija i Cistoca dobivene RNA te
je 1 ug podvrgnut reakciji reverzne transkripcije, odnosno konstrukciji cDNA
reakcijom enzima reverzne transkriptaze. Za FOXP1 PCR koristeno je 2 pyl cDNA po
reakciji. Uzorci su mjereni u triplikatu. Za specificnu sekvencu gena FOXP1 koristen
je TagMan gene expression esej, broj Hs00908900_m1, tvrtke Thermofisher.

N, FOXP1

NM_001244813.1

==

Slika 5. Polozaj PCR pocetnica i probe prema sekvenci FOXP1
(oznaceni zelenom zvjezdicom)

Real time PCR umnaZzanje sekvence FOXP1 radeno je u uredaju Applied Biosystems
7300.

Koristili smo 2"-(AACt) metodu za izraZavanje relativne ekspresije FOXP1 gena u
odnosu na GAPDH.
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7. Rezultati

Tablica 2. Prikupljeni podaci za izraéun relativne ekspresije FOXP1

Sifra Sifra grupe Broj cDNA | AvgCtFOXP1/ FOXP1 FOXP1 Avg FOXP1 dCt
bolesnika bolesti AvgCtGAPDH AvgCt dct std err
1 5 478/11 13.800 25.551 6.986 0,05
2 1 273/11 1,47 23.321 7.416 0,102
3 3 284/11 12.100 28.436 4.944 0,109
4 3 302/11 12.400 28.487 5.517 0,029
5 1 336/11 14.400 23.977 7.280 0,075
6 3 96/11 12.300 27.675 5.138 0,076
7 1 66/11 13.500 26.410 6.889 0,046
8 5 683/10 14.500 25.587 7.943 0,106
9 1 430/10 14.400 25.679 7.925 0,038
10 1 584/10 12.900 29.011 6.514 0,053
11 4 415/09 13.600 26.842 7.132 0,095
12 4 653/10 13.200 27.143 6.567 0,055
13 3 670/10 12.300 29.832 5.629 0,106
14 2 585/10 13.600 25.756 6.817 0,038
15 4 74/10 15.300 24.457 8.504 0,097
16 5 779/10 13.900 26.198 7.306 0,044
17 3 723/08 1.294 28.348 6.454 0,094
18 2 135/09 1.369 26.987 7.284 0,023
19 2 29/07 1.337 27.865 7.018 0,076
20 3 123/07 1.316 27.682 6.643 0,109
21 3 129/07 1.284 28.697 6.343 0,276
22 3 472/07 1.259 27.628 5.686 0,173
23 3 413/07 1.289 29.418 6.596 0,081
24 2 184R/07 1.406 26.913 7.451 0,461
25 2 34/07 1.303 27.194 6.326 0,108
26 3 22/08 1.529 25.355 8.776 0,123
27 3 24R/08 1.481 30.586 9.943 0,073
28 3 165/08 1.329 27.631 6.846 0,134
29 3 196/08 1.367 26.656 7.166 0,066
30 4 236/08 1.250 29.822 5.974 0,179
31 1 140/08 1.228 30.147 5.606 0,045
32 2 268/09 1.304 27.307 6.732 0,093
33 4 99/10 1.206 27.068 4.634 0,055
34 3 380/06 1.189 28.387 4.530 0,038
35 4 490/11 1.250 29.169 5.850 0,055
36 0 85R/08 1.254 27.277 5.522 0,055
37 0 88R/08 1.419 26.018 7.683 0,456
38 0 189R/08 1.293 26.990 6.125 0,187
39 0 94R/08 1.354 25.857 6.770 0,042
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Tablica 3. Prikupljeni podaci za izraéun relativne ekspresije FOXP1

Sifra FOXP1 FOXP1 RQ FOXP1 RQ FOXP1 RQ GAPDH FOXP1 GAPDH
bolesnika ddcCt min max AvgCt AvgCt AvgCt
1 2.597 0,165 0,149 0,184 18.565 25551,000 | 18565,000
2 0 1.000 0,738 1.354 15.905 23321,000 | 15905,000
3 -2.472 5.548 4.358 7.062 23.492 28436,000 | 23492,000
4 -1.900 3.731 3.500 3.977 22.970 28487,000 | 22970,000
5 2.890 0,135 0,114 0,159 16.698 23977,000 | 16698,000
6 0,749 0,595 0,503 0,704 22.537 27675,000 | 22537,000
7 2.500 0,177 0,16 0,195 19.520 26410,000 | 19520,000
8 0,018 0,987 0,782 1.247 17.644 25587,000 17644,000
9 0 1.000 0,92 1.087 17.754 25679,000 | 17754,000
10 -1.411 2.660 2.368 2.987 22.497 29011,000 | 22497,000
11 2.742 0,149 0,121 0,148 19.710 26842,000 | 19710,000
12 -1.357 2.562 2.268 2.895 20.575 27143,000 | 20575,000
13 -2.296 4.910 3.887 6.201 24.203 29832,000 | 24203,000
14 -1.108 2.155 1.981 2.345 18.939 25756,000 | 18939,000
15 0,579 0,669 0,541 0,828 15.953 24457,000 | 15953,000
16 -0,619 1.536 1.395 1.691 18.892 26198,000 | 18892,000
17 -0,189 1.140 0,926 1.403 21.894 28348,000 | 21894,000
18 0,641 0,641 0,609 0,674 19.703 26987,000 | 19703,000
19 0,376 0,771 0,652 0,912 20.847 27865,000 | 20847,000
20 0 1.000 0,787 1.271 21.039 27682,000 | 21039,000
21 -0,299 1.231 0,669 2.264 22.353 28697,000 | 22353,000
22 -0,957 1.941 1.324 2.845 21.942 27628,000 | 21942,000
23 -0,046 1.033 0,863 1.236 22.821 29418,000 | 22821,000
24 0,808 0,571 0,206 1.579 19.462 26913,000 | 19462,000
25 -0,316 1.245 0,981 1.581 20.867 27194,000 | 20867,000
26 2.134 0,228 0,174 0,299 16.578 25355,000 | 16578,000
27 3.300 0,102 0,086 0,119 20.643 30586,000 | 20643,000
28 0,204 0,868 0,646 1.168 20.785 27631,000 | 20785,000
29 0,523 0,696 0,601 0,805 19.490 26656,000 | 19490,000
30 -0,151 1.110 0,748 1.648 23.848 29822,000 | 23848,000
31 -0,52 1.434 1.300 1.582 24.541 30147,000 | 24541,000
32 0,247 0,843 0,687 1.034 20.934 27307,000 | 20934,000
33 -1.491 2.811 2.488 3.175 22.434 27068,000 | 22434,000
34 -1.596 3.023 2.781 3.285 23.857 28387,000 | 23857,000
35 -0,275 1.210 1.071 1.367 23.319 29169,000 | 23319,000
36 -1.121 2.174 1.927 2.453 21.755 27277,000 | 21755,000
37 1.041 0,486 0,178 1.329 18.335 26018,000 | 18335,000
38 0 1.000 0,663 1.509 20.865 26990,000 | 20865,000
39 0,644 0,64 0,583 0,701 19.088 25857,000 | 19088,000
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U tablicama 2 i 3, pacijentima koji se nalaze pod odgovaraju¢im Siframa, pridruZzili
smo dobivene podatke. Podatke iz tablica analizirali smo pomocu 2*-(AACt) metode.
Pri koristenju te metode raCunamo razliku izmedu GAPDH avg i FOXP1 avg za
svakog pojedinog pacijenta. Nakon $to smo vrijednosti razvrstali po skupinama,
racunali smo razliku ekspresije izmedu svakog pacijenta u skupini bolesti i svakog
pacijenta u kontrolnoj skupini koja se sastoji od Cetiri zdrava donora kosStane srzi.
Dobiveni rezultat smo podigli u negativni eksponent baze dva, te nam konacni
rezultat prikazuje relativnu ekspresiju izmedu pojedinog pacijenta u promatranoj
skupini i pojedinog subjekta u kontrolnoj skupini. Pri tome veca vrijednost dobivenog
rezultata pokazuje nizu relativhu ekspresiju i obratno, niza vrijednost pokazuje vecéu
relativnu ekspresiju. Odredivanje prosjeénog rezultata po skupinama radili smo u dva
koraka, prvotno smo odredili prosjecnu relativhu ekspresiju gena svakog pacijenta iz
pojedine skupine u usporedbi s pojedinim subjektom u kontrolnoj skupini, te na taj
nacin dobili Cetiri rezultata (slika 6). Zatim smo iz dobivena Cetiri rezultata odredili
prosje¢nu vrijednost i standardnu pogreSku relativne ekspresije gena po pojedinoj
skupini. Postupak smo ponovili za svaku skupinu (slika 7). Statisticka analiza
pokazuje da konacni rezultat ne mozemo uzeti kao statisticki znacajan.
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Slika 6. ProsjeCne vrijednosti relativne ekspresije FOXP1 gena svih pacijenata,
rasporedenih po skupinama prema klini¢kim entitetima,
u odnosu na pojedini subjekt iz kontrolne skupine
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Prvu skupinu predstavljaju pacijenti oboljeli od PV-a ili ET-a (17,1% ukupnog broja
ispitanika), drugu skupinu predstavljaju pacijenti s dijagnozom PMF-a (17,1%
ukupnog broja ispitanika), tre¢u skupinu predstavljaju pacijenti s transformacijom u
sMF (40% ukupnog broja ispitanika), Cetvrtu skupinu predstavljaju pacijenti s
dijagnozom sAML-a (17,1% ukupnog broja ispitanika), a petu skupinu predstavljaju
pacijenti s RE-om ili RT-om (8,6% ukupnog broja ispitanika).
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Slika 7. Prosje¢na vrijednost relativne ekspresije FOXP1 gena kod svih pacijenata
pojedine skupine u odnosu na sve subjekte kontrolne skupine

Uodili smo da Ph-negativni MPN-ovi pokazuju viSu relativhu ekspresiju FOXP1 gena
u usporedbi s transformiranim entitetima, a nizu u odnosu na kontrolne kostane srzi,
medutim rezultat nije statistiCki znacCajan.

Smanjena ekspresija FOXP1 gena mogla bi biti karakteristika Ph-negativhih MPN-
ova, a daljnji gubitak ekspresije mogao bi rezultirati agresivnijom biologijom i
sklonos$cu transformaciji.
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Analizom preZzivljenja po skupinama bolesnika ustanovili smo kako je od 6 pacijenata
oboljelih od PV-a i ET-a, do trenutka pisanja ovog rada, njih 3 (50%) umrlo. Od 6
pacijenata oboljelih od PMF-a, do trenutka pisanja ovog rada, umrlo ih je takoder 3
(50%), dok ih je 2 (33,3%) izgubljeno iz pracenja. Od 14 pacijenata kod kojih je doSlo
do transformacije u sMF, do trenutka pisanja ovog rada, umrlo je njih 9 (64,3%), a
njih 2 (14,3%) izgubljeno je iz pracenja. Od 6 pacijenata kod kojih je doSlo do
transformacije u sAML, do trenutka pisanja rada, umrlo je njih 5 (83,3%), a 1 (16,7%)
pacijentica izgubljena je iz praéenja. Od njih 3 s dijagnozom RE-a i RT-a, do trenutka
pisanja rada, umrla je 1 pacijentica (33,3%).
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Slika 8. GrafiCki prikaz prezivljenja pacijenata
po skupinama prema klini¢kim entitetima
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8. Rasprava

Gotovo pa i nema studija koje prou€avaju ulogu FOXP1 gena u kroni¢nim MPN-
ovima, dok je njegova uloga kao tumor supresorskog gena i onkogena u brojnim

v s

istrazena.

FOXP1 transkripcijski ¢imbenik moze imati funkciju i onkogena i tumor supresorskog
gena, ovisno o vrsti stanica. Upravo ta saznanja motiv su za daljnja istraZivanja
funkcije FOXP1 gena i u drugim tumorskim i hiperproliferativnim bolestima.
Prekomjerna ekspresija FOXP1 gena povezana je s loSijom prognozom u brojnim
limfomima (DLBCL, MALT limfom, ostali), $to sugerira njegovu onkogenu funkciju. S
druge strane, gubitak ekspresije FOXP1 gena kod pacijenata oboljelih od razlicitih
epitelnih tumora (gastrointestinalni karcinomi, karcinom pluca, karcinom glave i vrata,
karcinom endometrija, karcinom prostate, karcinom bubrega, karcinom dojke)
takoder se povezuje s loSijom prognozom, $to sugerira tumor supresorsku funkciju
gena (20).

Thorsten Klampfl i suradnici prvi povezuju FOXP1 gen s kronicnim MPN-ovima
dokazivanjem delecije gena kod 5 od 408 pacijenata s MPN-om, Sto ukazuje i na
rijetkost same delecije, Cija je uCestalost tada tek 1,2% u populaciji oboljeloj od MPN-
a (19).

Mi smo odredivali razinu ekspresije gena kod oboljelih od Ph-negativhih MPN-ova
stabilnog hematoloskog i klinickog statusa, te transformiranih entiteta, bez saznanja
postoji li kod nekoga od njih delecija gena. Usporedili smo ih sa zdravim donorima
koStane srzi i pacijentima s ustanovljenom eritrocitozom ili trombocitozom, kod kojih
su se eritrocitoza ili trombocitoza javile kao posljedica nekih drugih zbivanja.

Zanimljiv je nas nalaz smanjene ekspresije gena kod pacijenata oboljelih od klinic¢ki i
hematoloski stabilnih Ph-negativnih MPN-ova, te daljnje smanjenje ekspresije s
progresijom bolesti, u usporedbi s limfoidnim neoplazmama koje odlikuje poja¢ana
ekspresija FOXP1 gena.

Istrazivanje koje su proveli Thorsten Klampfl i suradnici (19) govori u prilog tome da
se FOXP1 gen u slu€aju MPN-ova nalazi u funkciji tumor supresorskog gena.
Poznato je kako tumor supresorski geni sudjeluju u kontroli staniCnog rasta
inhibirajuci stani¢nu proliferaciju i nastanak tumora. Kao i kod vecine gena, dva alela
kodiraju svaki tumor supresorski gen. U slu¢aju delecije jednog gena, koja moze biti
nasljedna ili steCena, preostaje samo jedan djelatni alel. Ukoliko dode do mutacije
tog drugog alela, gubi se kontrola na stani€nom proliferacijom i dolazi do
nekontroliranog bujanja tkiva (21).

Eva Lovri¢ i suradnice (22) analizirale su ekspresiju FOXP1 gena kod pacijenata s
MDS-om i pacijenata s MPN-ovima. Kod 22 od ukupno 25 pacijenata s dijagnozom
MDS-a dokazale su ekspresiju gena, dok ekspresija nije bila imunohistokemijski
detektabilna ni kod jednog od ukupno 35 pacijenata s dijagnozom MPN-a. Ti rezultati
u skladu su s nasim nalazima, gdje je ekspresija FOXP1 gena kod oboljelih od MPN-
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a smanjena u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih davatelja koStane srzi, ali i
skupinu s dijagnozom RE-a, odnosno RT-a.

Ista skupina (22) otvara mogucnost kako bi FOXP1 gen mogao imati ulogu u
tumorima nastalim u ranijim stadijima mijeloidnog sazrijevanja, na temelju ekspresije
gena u uzorcima pacijenata s dijagnozom MDS-a.

Akutna leukemija iz MDS-a nikako nije isto Sto i akutna leukemija iz MPN-a, Cime

mozZzemo objasniti nalaz smanjenja ekspresije gena s transformacijom bolesti,
dobiven naSom analizom.
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9. Zakljucci

1. Nalaz smanjene ekspresije FOXP1 gena u svim Ph-negativnim MPN-ovima (PV,
ET, PMF) u odnosu na kontrolne skupine.

2. Nalaz smanjene ekspresije FOXP1 gena u transformiranim entitetima (SMF,
SAML) u odnosu na klini¢ki i hematolo$ki stabilne Ph-negativnhe MPN-ove.

3. Ph-negativhi MPN-ovi medusobno pokazuju slicnu razinu ekspresije FOXP1
gena.

4. Ekspresija FOXP1 gena najniza je u slu€aju leukemijske transformacije u sAML,
Sto odgovara i najloSijoj prognozi.
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