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Sazetak

MUTACIJE GENA ZA HEREDITARNU HEMOKROMATOZU U MIJELODISPLASTICNOM
SINDROMU

Tamara Vasilj

Sveuciliste u Zagrebu
Medicinski fakultet

UVOD: Mijelodisplasti¢ni sindrom (MDS) je klonalna bolest hematopoetske mati¢ne stanice.
Zbog potrebe za lije€enjem transfuzijama krvi te intrinzi¢nih karakteristika patogeneze same
bolesti, u sklopu MDS-a razvija se preoptereéenje Zeljezom i sekundarna hemokromatoza.
Poznato je da to¢kaste mutacije HFE gena (C282Y i H63D) dovode do gomilanja Zeljeza u
organizmu i uzrok su hereditarne hemokromatoze (HH). Mutacije HFE gena moguce utjeCu i
na tijek i prognozu MDS-a.

ISPITANICI | METODE: Istrazivanje je provedeno na 37 pacijenata dijagnosticiranih u KB
Dubrava, Zagreb od 2008. godine nadalje. Pacijenti su genetski testirani na mutacije u HFE
genu te su im analizirani parametri Zeljeza i utjecaj mutacija na preZivljenje i progresiju
bolesti u leukemiju.

REZULTATI: Dokazali smo da C282Y mutacija ima znacajno nepovoljan u¢inak na
prezivljenje pacijenata s MDS-om, dok je u¢inak H63D mutacije na prezivljenje grani¢no
nepovoljan. Dokazano je da H63D mutacija ima nepovoljan u€inak u pogledu uéestalosti
progresije bolesti u akutnu mijelogenu leukemiju (AML). Nije dokazana statisticki znacajno
ucestalija mutiranost HFE gena u oboljelih od MDS-a u usporedbi sa zdravom hrvatskom
populacijom. Analiza parametara metabolizma Zeljeza pokazala je da pacijenti s H63D
mutacijom imaju znacajno nizi TIBC, a podgrupa netransfudiranih s tom mutacijom znacajno
viSu razinu feritina. Ostali parametri se nisu statistiCki znacajno razlikovali izmedu mutirane i
nemutirane grupe pacijenata.

RASPRAVA: U skladu s prijasnjim radovima, nismo dokazali pove¢anu ucestalost HFE
mutacija u oboljelih od MDS-a, ali smo takoder u skladu s ve¢ objavljenim rezultatima drugih
autora dokazali da status mutiranosti HFE gena utjeCe na metabolizam Zeljeza. Vjerojatno
najvazniji rezultat ovog rada je nalaz nepovoljnog uc¢inka HFE mutacija na ukupno
prezivljenje (OS, prema engl. overall survival) pacijenata $to motivira pitanje treba li svakog
oboljelog od MDS-a genetski testirati na HFE mutacije i je li racionalno u tih pacijenata ranije

razmatrati terapiju kelatorima zeljeza.



ZAKLJUCAK:Broj mutiranih pojedinaca u grupi oboljelih od MDS-a vi$i je nego u grupi
zdravih pojedinaca, no nismo uspjeli dokazati statisti¢ki znacajnu razliku. HFE mutacije
nepovoljno utje€u na preZivljenje pacijenata s MDS-om i progresiju bolesti u leukemiju.
Takoder je primjeéen utjecaj HFE mutacija na parametre Zeljeza $to vodi u optereéenje

organizma Zeljezom.

Kljuéne rijeéi: mijelodisplasti¢ni sindrom, hemokromatoza, mutacije HFE gena, parametri

metabolizma Zeljeza, ukupno prezivljenje, progresija u leukemiju



Summary

HEREDITARY HEMOCHROMATOSIS GENE MUTATIONS IN MYELODYSPLASTIC
SYNDROME

Tamara Vasilj

University of Zagreb
School of Medicine

INTRODUCTION: Myelodysplastic syndrome (MDS) is a clonal bone marrow disorder
characterized by abnormalities in hematopoietic stem cell. Many patients with MDS become
transfusion therapy dependent and are prone to iron overload. The latter is caused by
frequent transfusions and intrinsic characteristics of the disease. It is well known that HFE
gene mutations (C282Y and H63D) lead to iron accumulation and cause hereditary
hemochromatosis (HH). HFE gene mutations possibly affect disease course and prognosis
of MDS.

SUBJECTS AND METHODS: This research included 37 patients diagnosed with MDS in
Clinical Hospital Dubrava, Zagreb, from 2008 to 2014. Patients were genetically tested for
HFE gene mutations and effect of these mutations on iron metabolism parameters, overall

survival (OS) and progression to leukemia were assesed.

RESULTS: We have proved that C282Y mutation has significantly unfavourable effect on
overall survival in patients with MDS. H63D mutation showes trend toward significance in OS
when compared to wild type (wt) patients. We observed unfavourable effect of H63D
mutation on MDS progression to leukemia frequency. HFE gene mutations incidence in
healthy Croatian blood donors and in our patients does not differ significantly. Iron
metabolism parameters analysis reveals that patients with H63D mutation have significantly
lower TIBC levels and among them the transfusion naive patients have significantly higher
ferritin levels. We did not observe statistically significant difference in other iron metabolism

parameters.

DISCUSSION: Our study found statistically insignificant difference in HFE mutations
frequencies between healthy population and patients diagnosed with MDS. This observation
is accordant with foreign authors' views and studies, as is our data that confirm evident effect

of HFE mutations on iron metabolism. Probably the most notable finding of this study is the



effect of HFE mutations on OS which is significantly worse in patients with mutated gene.
These findings arouse dilemmas whether every MDS patient should be genetically tested for
HFE mutations and whether earlier iron chelators therapy consideration in mutated patients

is rational.

CONCLUSION: A relative number of mutated individuals among MDS patients is higher than
among healthy individuals but we were not able to prove statistically significant difference.
HFE mutations have a poor effect on survival and progression to leukemia in MDS patients.

Furthermore, HFE mutations' effect on iron parameters resulting in iron overload was noted.

Keywords: myelodysplastic syndrome, hemochromatosis, HFE gene mutations, iron

metabolism parameters, overall survival, progression to leukemia



1. Uvod

1.1. Mijelodisplasti¢ni sindrom

1.1.1. Definicija i klasifikacija

Mijelodisplasti¢ni sindromi (MDS) predstavljaju heterogenu grupu klonalnih bolesti
hematopoetske mati¢ne stanice, te su karakterizirani citopenijom, displazijom jedne ili vise
mijeloidnih stani¢nih loza i poviSenim rizikom pretvorbe u akutnu mijelogenu leukemiju
(AML). Displaziji moze biti pridruzeno poviSenje broja mijeloblasta u perifernoj krvi (PK) i
kostanoj srzi (KS), ali je broj tih stanica ispod 20%, $to razlikuje MDS od AML-a. (Brunning,
R. D. et al. 2008)

Prema posljednjom klasifikaciji unutar mijelodisplasti¢nih sindroma razlikuju se refraktorna
citopenija s displazijom jedne loze (RCUD), refraktorna anemija s prstenastim sideroblastima
(RARS), refraktorna citopenija s displazijom vise loza (RCMD), refraktorna anemija s viSkom
blasta 1i 2 (RAEB- 1, RAEB- 2), neklasificirani MDS (MDS-U) i MDS povezan s izoliranom
delecijom 5q kromosoma. RCUD obuhvaéa refraktornu anemiju (RA), neutropeniju (RN) i
trombocitopeniju (RT).(Vardiman, J. W. et al. 2009)

1.1.2. Patogeneza

SloZenost patogeneze MDS-a pokuSava se raspetljati mnogim znanstvenim radovima. Brojni
od tih radova istrazuju klonalne poremecaje mati¢ne hematopoetske stanice, ali i klonalnost
mezenhimalnih mati¢nih stanica, cirkuliraju¢ih endotelnih stanica te ¢ak i stanica limfoidne
loze, kao pocetne dogadaje u nastanku MDS-a (Janssen, J. W. G. et al. 1989; Mehrotra, B.
et al. 1995; Della Porta, M. G. et al. 2008).Otprilike 90% pacijenata s MDS-om ima najmanje
jednu onkogenu mutaciju. Pokretacke mutacije ukljuuju mutacije gena za RNA spilcing
(SF3B1, SRSF2, U2AF1 i ZRSR2), DNA metilaciju (TET2, DNMT3A i IDH1/2), regulaciju
transkripcije (RUNX1), popravak DNA (TP53), modificiranje kromatina (ASXL1) te signalnu
transdukciju (NRAS i KRAS). Prilikom dijagnoze vecina pacijenata ima dvije do tri pokretacke
mutacije i stotine pozadinskih mutacija.(Bacher, U. et al. 2007; Delhommeau, F. et al. 2009;
Gelsi-Boyer, V. et al. 2009; Cazzola, M. et al. 2013) Uloga nabrojanih mutacija u patogenezi
bolesti ostaje jo$ uvijek nedovoljno razjasnjena.

Delecija 5q kromosoma se patogenetski dovodi u vezu s MDS-om te prema novijoj
klasifikaciji Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) izdvaja MDS s del(5q) kao zasebni

entitet unutar grupe mijelodisplasti¢nih sindroma. Smatra se da se uz deleciju 5q kromosoma
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gubi funkcionalnost nekih gena, poput RPS14 i SPARC. Tako na primjer haploinsuficijencija
RPS14 gena vodi u disregulaciju drugih gena vaznih za proces translacije, a uslijed
haploinsuficijencije gubi se i znaaj SPARC gena kao tumor supresora. (Vandenbe.H et al.
1974; Pellagatti, A. et al. 2007; Ebert, B. L. et al. 2008)

Do neefektivne hematopoeze u MDS-u dolazi zbog abnormalne sklonosti progenitornih
stanica apoptozi i ograni¢enog odgovora na stimulaciju faktorima rasta. Proapoptoti¢ni
signali vjerojatno nastaju zbog poremecene signalizacije, povec¢ane proizvodnje proupalnih
citokina, promijenjenog imunosnog odgovora T stanica i/ili promjena u mikrookoliSu strome
KS. (Sawada, K. et al. 1993; Claessens, Y. E. et al. 2002)

Takoder, epigenetske promjene igraju ulogu u patogenezi MDS-a, te svi bolesnici imaju
abnormalnu metilaciju na mjestu promotora transkripcije, a broj zahvacenih lokusa raste s

progresijom bolesti (Jiang, Y. et al. 2009).

1.1.3. Dijagnosticki izazovi

Dijagnosticiranje MDS-a Cesto moze biti zahtjevno. Klini¢ki i laboratorijski nalazi mogu
ukazivati na MDS uz neuvjerljive morfoloske nalaze. Takoder diferencijalnodijagnosticki
sekundarnu displaziju mogu uzrokovati malnutricija, lijekovi, toksini, terapija faktorima rasta,
upale i infekcije. Ujedno, hipocelularnost KS ili mijelofibroza mogu otezavati dijagnozu
podlezeCceg MDS-a. Stoga je odreden minimum morfoloSkih kriterija koji moraju biti
zadovoljeni za postavljanje dijaganoze MDS-a, te su doneSene smjernice koje pomaZzu pri
dijagnosticiranju manje jasnih sluCajeva bolesti, na temelju saznanja o citogenetici MDS-a.
Za dijagnozu MDS-a potrebno je da uz odgovarajucu KliniCku prezentaciju pacijenta,
najmanje 10% stanica barem jedne mijeloidne loze u KS nedvosmisleno pokazuje displaziju.
Ipak, ukoliko je prisutna samo displazija jedne loze u KS bez u nastavku navedenih dodatnih
dijagnostickih kriterija, preporucuje se pracenje pacijenta tijekom 6 mjeseci prije postavljanja
dijagnoze.U PK u sklopu RCUD-a nalazi se monocitopenija ili eventualno bicitopenija, a u
sklopu RARS-a i MDS s del(5q) anemija, dok se u ostalim nozoloSkim entitetima u PK nade
citopenija uslijed zahvacanja viSe loza. Za dijagnozu RARS-a potrebno je da viSe od 15%
eritroidnih prekursora u KS ¢&ine prstenasti sideroblasti. Za dijagnozu RAEB- 1 potrebno je 5
do 9% blasta u KS i manje od 5% blasta u PK uz odsudstvo Auerovih Stapi¢a u KS ili PK, a
za dijagnozu RAEB- 2 10 do 19% blasta u KS te 5 do 19% blasta u PK, i uz nalaz Auerovih
Stapica. Ako morfoloski kriteriji nisu dosljedni, a klini¢ki i laboratorijski nalazi upuéuju na
MDS, dijagnoza se moze postaviti ukoliko postoje specificne kromosmske abnormalnosti. Od

nebalansiranih abnormalnosti to su -7 ili del(7q), -5 ili del(5q), i(17q) ili t(17p), -13 ili del(13p),
6



del(11q), del(12p) ili t(12p), del(9q), te od balansiranih abnormalnosti t(11;16)(q23;p13.3),
t(3;21)(926.2;922.1), t(1;3)(p36.3;921.1), 1(2;11)(p21;923), inv(3)(q21926.2), 1(6;9)(p23;q34).
Tada mozemo govoriti o MDS-U. (Vardiman, J. W. et al. 2009)

1.1.4. Epidemiologija i etiologija

Prema istrazivanjima u Europi, incidencija MDS-a iznosi 1,8 na 100 000. Incidencija raste s
dobi te je bolest rijetkost u osoba mladih od 50 godina, a vecina oboljelih je starija od 70.
Stopa incidencije kod osoba starijih od 70 godina iznosi 20 na 100 000. Ucestalost je najveca
u bijele rase i nesto je veca u muskog spola. PrezZivljenje unutar pet godina iznosi 27% te je
nesto bolje u zena, nego u muskaraca. (Rollison, D. E. et al. 2008; Visser, O. et al. 2012)
Faktori rizika za obolijevanje od MDS-a, osim dobi, su kemoterapija i terapija zracenjem,

pusenje te izlozenost otapalima i poljoprivrednim kemikalijama (Nisse, C. et al. 1995).

Rizik za obolijevanje od MDS-a povisen je i u nekim nasljednim bolestima poput Diamond-
Blackfan sindroma, Schwachman-Diamond sindroma, kongenitalne diskeratoze i

Fanconijeve anemije.

1.1.5. Kilinic¢ka slika

Pacijenti mogu biti bez simptoma bolesti, a najéeS¢e se zbog anemije osjeéaju umorno i
fizikalnom se statusu nade blijeda koza i slabije prokrvljene sluznice tetahikardija u sklopu
anemije. Uz teSku trombocitopeniju mogu biti prisutni znakovi krvarenja u vidu petehija,
ekhimoza, purpure, epistakse i sl. Pacijenti s niskim brojem neutrofila obolijevaju od
infektivnih bolesti pa tada simptomi tih bolesti dominiraju. Katkad se pacijenti s MDS-om
mogu prezentirati kao vruéica nepoznatog porijekla. Fizikalni nalaz hepatomegalije ili

splenomegalije nade se u 5 do 10% bolesnika. (Saarni, M. I. & Linman, J. W. 1973)

1.1.6. Prognoza

Revidirani IPSS (IPSS-R) sustav bodovanja svrstava bolesnike u jednu od pet kategorija
rizika. Skoring uzima u obzir citogenetiku, postotak blasta u KS, razinu hemoglobina, broj
trombocita i apsolutni broj neutrofila. Citogenetski, pacijenti se mogu svrstati u pet podgrupa

pa vrlo dobar kariotip ukljuuje =Y i del(11q), dobrim kariotipom se smatra i normalan, del
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(59), del(12p), del(20q) kariotip, a intermedijarnim kariotipom se oznaCava sve ostale
citogenetske abnormalnosti. Tri i viSe kromosomskih poremecaja i poremecaj kromosoma 7,
osim del(7q) spada u lo$ i vrlo 10§ kariotip. Na temelju navedenih promatranih parametra
pribrajaju se bodovi od 0 do 4 ovisno o rezultatima pretraga te se na temelju zbroja bodova
bolesnika mozZe svrstati u skupinu vrlo niskog, niskog, intermedijarnog, visokog ili vrlo
visokog rizika prema ¢emu se moze predvidjeti oCekivano prezivljenje i rizik progresije MDS-
a u AML. Medijan preZivljenja iznosi od 8,8 godina u skupini vrlo niskog rizika do 9,6 mjeseci

u skupini vrlo visokog rizika. (Greenberg, P. L. et al. 2012)

1.1.7. Lije€enje

Alogena transplantacija koStane srzi je jedini danas raspoloziv nacin lije€enja koji oboljele od
MDS-a moze uvesti u dugotrajnu remisiju (Chang, C. K. et al. 2007). Razumljivo, takva
terapija nije primjenjiva u velikom broju slu¢ajeva jer je vecina bolesnika starija od 70 godina
i usto se preporucuje samo za uznapredovale stadije bolesti.

Potporna terapija podrazumijeva transfuzije eritrocita i trombocita u pacijenata sa
simptomatskom anemijom i trombocitopenijom. Kelatori Zeljeza daju se bolesnicima u kojih
se razvije sekundarna hemokromatoza. U lije€enju se mogu Kkoristiti demetilirajuci agensi,
azacitidin i decitabin, ili niske doze citarabina te se ovim lijekovima uspijeva postic¢i remisija
bolesti i u nekim slu€ajevima odgoditi progresija u AML (Silverman, L. R. et al. 2002;
Kantarjian, H. et al. 2006). Imunomodulator lenalidomid smanjuje potrebu za transfuzijama
kao potpornim lije€enjem u otprilike dvije tre¢ine oboljelih od MDS del(5q) i u gotovo polovice
inducira potpuni citogenetski odgovor, ali ostaje nepoznato produljuje li ovaj lijek prezivljenje
(Pellagatti, A. et al. 2007). Terapija eritropoetinom indicirana je u niskorizi¢nih pacijenata
kojima je serumski eritropoetin nizi od 200 mIU/ml (Greenberg, P. L. et al. 2009). Terapija
faktorima rasta granulocita (GCSF) isplativa je samo u pacijenata s neutropenijom uz

vrucicu ili o€itu infekciju (Negrin, R. S. et al. 1989).

1.1.8. MDS i preoptereéenje zeljezom

Veéina pacijenata koji boluju od MDS-a u tijeku bolesti postane ovisna o transfuzijama
eritrocita zbog poremecene eritropoeze i velikog pada u koncentraciji hemoglobina. Uslijed
Cestih transfuzija eritrocita razvija se preopterec¢enje Zeljezom i sekundarna hemokromatoza.
Preopterecenju zeljezom u MDS-u pridonosi i patogeneza same bolesti s obzirom da
neucinkovita eritropoeza proizvodi signale koji stimuliraju intestinalnu apsorpciju Zeljeza.

8



Dokazano je da se uslijed neucinkovite eritropoeze pojacano luci diferencijacijski faktor rasta
15 (GDF15) Sto suprimira proizvodnju hepcidina u jetri (Tanno, T. et al. 2010). Ovaj
mehanizam doprinosi nakupljanju Zeljeza u organizmu, ali rijetko vodi u veliko poviSenje
koncentracije serumskog feritina te se smatra da je ipak glavni uzrok preopterecenju

Zeljezom u MDS-u ovisnost pacijenata o transfuzijama.

Ovisnost o transfuzijama jasno smanjuje prezivljenje pacijenata s MDS-om. Nije do kraja
jasno je li to tako zbog komplikacija uzrokovanih preopterecenjem Zeljezom ili zato Sto
potreba za uc€estalom terapijom transfuzijama ukazuje na tezi poremecaj kostane srzi. Ipak,
utvrdeno je da je potreba za transfuzijama rizi¢ni faktor neovisan o citogenetici pacijenta s
MDS-om §to govori u prilog tome da preopterecenje zeljiezom skracuje ocekivano
prezivljenje zbog utjecaja koje ima na organizam. Zbog toga je preopterecenje Zeljezom uz
serumski feritin visi od 1000 ng/ml ostao nezavisni prognostiCki faktor za prezivljenje i
progresiju u AML. (Malcovati, L. 2007; Valent, P. et al. 2008; Gattermann, N. & Rachmilewitz,
E. A 2011)

1.2. Metabolizam zeljeza

U ljudskom organizmu Zeljezo je jedan od esencijalnih elemenata u tragovima i vazno je za
mnogobrojne vitalne bioloSke procese poput transporta kisika, oksidativne fosforilacije,
biosinteze DNK i ksenobiotskih reakcija. Sudjelovanjem u redoks reakcijama Zeljezo mijenja
oksidativno stanje iz Fe(2+) oblika u Fe(3+) oblik i obrnuto. Kroz takav prijenos elektrona ono
omogucuje brojne fizioloSke procese, ali moze biti uzrokom toksi¢nih ostecenja u organizmu
uslijed viska tzv. labilnog Zeljeza i posljediénog stvaranja slobodnih radikala.

Sisavci gube Zeljezo odumiranjem stanica mukoze i koze ili krvarenjem, ali evolucijom nisu
razvili nikakav mehanizam za ekskreciju Zeljeza iz tijela. Zato je ravnoteza koli€ine zeljeza u
tijelu sisavaca regulirana kontrolom unosa Zeljeza prehranom i apsorpcije u probavilu.
Proces apsorpcije Zeljeza moze se didakticki podijeliti u tri faze: 1) unos zeljeza, 2) transport
u enterocitima i 3) pohrana i ekstraenterocitni transfer. Apsorpcija se odvija u duodenumu i
gornjem jejunumu i Zeljezo se apsorbira u enterocite u reduciranom obliku (Fe2+) ili u
sastavu hema. (Schumann, K. et al. 1990) Unos Zeljeza ukljuCuje redukciju Fe(3+) oblika u
lumenu crijeva pomocu Zeljezove reduktaze poput duodenalnog citokroma b (Dcytb) i kasniji
transport Fe(2+) oblika preko apikalne membrane enterocita pomocu divalenthog metalnog
transportera (DMT1) (Fleming, M. D. et al. 1997; Ohgami, R. S. et al. 2005).

Hem iz hrane se takoder moZe transportirati kroz apikalnu membranu enterocita te se zatim

metabolizira u Fe(2+) oblik u enterocitima pomoc¢u hem oksigenaze 1 (HO-1). Prije desetak



godina je otkriven transportni protein za hem u enterocitima - protein nosa¢ hema -1 (HMP-1)
(Shayeghi, M. et al. 2005). Fe(2+) oblik Zeljeza naposlijetku kroz bazolatelarnu membranu
enterocita dospijeva u krvotok vezan uz nosac feroportin te se reooksidira u Fe(3+) oblik uz
djelovanje feroksidaze hefestina kao katalizatora reakcije (Yeh, K. Y. et al. 2009). Analogno
reakcijama prilikom prijenosa Zeljeza iz enterocita u krv, Zzeljezo se i iz makrofaga
retikuloendotelnog sustava (RES) prenosi u krovotok vezano uz feroportin i prolazeci kroz
redoks reakciju kataliziranu hefestinom.

Efluks Fe(2+) iz enterocita i makrofaga posredovan feroportinom je kriti¢ni dogadaj u
kontekstu homeostaze zeljeza. Ovaj proces inhibira hepcidin, jetreni protein koji se veze za
feroportin i poti¢e njegovu fosforilaciju, internalizaciju i razgradnju u lizosomima. Hepcidin se
akumulira nakon unosa Zeljeza i tijekom upalnih zbivanja sto rezultira smanjenom
apsorpcijom zeljeza unesenog hranom i retencijom zeljeza u makrofagima. Suprotno tome,
koncentracija hepcidina opada tijekom hipoksije ili anemije inducirane krvarenjem §to potice
apsorpciju i oslobadanje zeljeza iz makrofaga. Poremecaj u djelovanju hepcidina povezan je
s preooptereéenjem zeljezom u hereditarnoj hemokromatozi (HH), dok patoloSkom porastu
razine hepcidina pridonosi razvoj anemije kroni¢ne bolesti, smatra se zbog poveéanih razina
interleukina 6 (IL-6). (Nemeth, E. et al. 2003; Hentze, M. W. et al. 2010)

Buduci da pri fizioloSkom pH Zeljezo nije topivo u plazmi, ono se prenosi u obliku transferina
(normalna zasiéenost je oko 30 %). Zeljezo eksportirano iz enterocita ili makrofaga u krvotok
veZe se za transferin (Tf) koji ga odrzava u Fe(3+) obliku. Zeljezo vezano za Tf &ini manje od
0,1% ukupnog Zeljeza, ali je kao takvo vrlo dinami¢no. Eritroidni prekursori trebaju Zeljezo za
sazrijevanje. Te stanice prikupljaju Zeljezo putem plazmatskog Tf koji se visokim afinitetom
veze za Tf receptor (TfR1) na povrsini stanica. Kiseli okoli§ u endosomu poti¢e otpustanje
Fe(3+) od transferina koji ostaje vezan za svoj receptor. Ferireduktaza reducira Fe(3+) u
dvovalentni oblik koji se putem DMT1 transportira kroz membranu endosoma u citosol ili
direktno u mitohondrij eritroidnih stanica. Istovremeno afinitet TfR1 za Tf opada i dolazi do
disocijacije Tf od receptora te apo-Tf secerniran u krvotok moze ponovno vezati Fe(3+).
Mnoge druge stanice takoder dolaze do potrebnog zeljeza preko transferina. (Ponka, P. et al.
1998; Levy, J. E. et al. 1999) Stanice uglavnom koriste Zeljezo za proizvodnju hema i
Zeljezo-sumpornih proteina.

Kada se premasi kapacitet vezivanja zeljeza za transferin, ono se nade u slobodnom obliku u
plazmi (NTBI). Proporcija NTBI-a koji je najslabije vezan za biomolekule plazme naziva se
labilnim plazmatskim Zeljezom (LPI) koje moze ulaziti u redoks reakcije i prouzrogiti Stetu na
raznim tkivima produkcijom reaktivnih kisikovih radikala (ROS).

Stanice se mogu rijesiti viSka intracelularnog Zeljeza sekrecijom Fe(2+) preko feroportina ili

sekrecijom hema preko eksportera FLVCR (Keel, S. B. et al. 2008). Stanice mogu i pohraniti
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Zeljezo u citosolu u obliku proteina feritina (Arosio, P. et al. 2009). Takvo se Zeljezo smatra
bioloski dostupnim i moZe biti mobilizirano u metaboli¢ke svrhe. Razli€ite stanice pak sadrze
prijelaznu zalihu citosolnog Zeljeza vezanog za niskomolekularne kelate poput citrata,
peptida, ATP-a, AMP-a ili pirofosfata, tzv. labile iron pool (LIP) (Kakhlon, O. & Cabantchik, Z.
I. 2002). LIP moze izazvati oksidativnu Stetu na stani€nim proteinima, lipidima ili nukleinskim
kiselinama. Nadalje, ¢ak se i kroni€no poviSene razine feritina dovode u vezu s
prooksidativnim ucinkom Zeljeza sekvestriranog u feritinu, iako se dosad smatralo da feritin
sprjeCava oksidativno ostecenje reducirajuéi citosolni LIP (Petrat, F. et al. 2002; Kaur, D. et
al. 2009).

1.3. Hereditarna hemokromatoza

1.3.1. Definicija i klasifikacija

Hereditarna hemokromatoza je autosomno-recesivna nasljedna bolest obiljeZzena
poremeé¢enom regulacijom apsorpcije Zeljeza koja mozZe voditi u osteéenje organa zbog

preopterecenja organizma Zeljezom.

Baza podataka projekta Mendelovo nasljedivanja kod ¢ovjeka (OMIM, prema engl. Online
Mendelian Inheritance in Man) trenutno navodi Cetiri tipa bolesti od kojih je svaka uzrokovana
mutacijom razli€itih gena.

Klasi¢na HH (tip 1) povezana je s mutacijom HFE gena na Sestom kromosomu.U najveéem
broju slu¢ajeva radi se o zamjeni aminokiseline (AK) tirozin za cistein na polozaju 282 HFE
proteina (C282Y), a u manjem broju dolazi do zamjene AK histidin za aspartnu kiselinu na
polozaju 63 (H63D) (Feder, J. N. et al. 1996; Gochee, P. A. et al. 2002).

U juvenilnoj HH (tip Il) mutiran je gen za hemojuvelin (HJV) u podtipu A, a gen HAMP koji
kodira za hepcidin u podtipu B, na prvom odnosno devetnaestom kromosomu, te je
potencijal za razvoj teSke klinicke slike viSi nego u tipu | bolesti, a po€etak bolesti raniji
(Cazzola, M. et al. 1998).

Uz TfR2 povezan oblik bolesti (tip Ill) karakterizira mutacija gena za transferinski receptor
(TfR2) (Camaschella, C. et al. 2000).
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Uz feroportin povezano preoopterecenje zeljezom (tip IV) karakterizira mutacija gena

SLC40A1 na drugom kromosomu koji kodira za protein feroportin.

1.3.2. Epidemiologija i etiologija

Neki autori smatraju HH najéeS¢om genskom bolesc¢u u bjelackoj populaciji. Mutacija C282Y
Cini se potiCe od jednog Keltskog ili Vikinskog pretka sa sjeverozapada europskog kontinenta
i stara je oko dvije tisuce godina te se do danas zadrzala u populaciji.

Prevalencija bolesti iznosi oko 1:250 (Tavill, A. S. 2001). Ucestalost homozigota za mutaciju
C282Y medu oboljelima iznosi od 52 do 100% u razli¢itim studijama. SloZenih heterozigota
(C282Y/H63D)je u velikoj revijalnoj studiji uestalosti HFE mutacija medu oboljelima bilo 5%,
a 1,5% oboljelih bili su homozigoti za H63D mutaciju. U opéoj populaciji uestalost
C282Y/C282Y iznosi 0,4%. Heterozigotnost za C282Y mutaciju iznosi od 9,2% u Europljana
do nule u Azijata, Indijaca i Afrikanaca dok je u€estalst nositelja H63D mutacije u Europljana
¢ak 2%. Procjenjuje se da ¢e 40 do 70% osoba s C282Y/C282Y genotipom razviti klinicki
manifestnu bolest. (Hanson E.H. et al. 2001)

U istrazivanju provedenom u Rijeci medu oboljelima od HH bilo je 7,4% homozigota za
C282Y mutaciju, 6,3% slozenih heterozigota i 5,7% homozigota za H63D mutaciju. U samo
20% oboljelik bolest se mogla pripisati mutacijama gena $to upucuje na sloZzenost

patogeneze preopterecenja zeljezom. (Milic, S. et al. 2011)

1.3.3. Patogeneza

U HH potrebe eritropoeze za Zeljezom su u potpunosti zadovoljene, ali enterociti unato¢
tome apsorbiraju nepotrebno zeljezo. Dva su modela koja objasnjavaju mogucu patogenezu
preopterecenja Zeljezom u HH. Prvi model pripisuje povecanu intestinalnu apsorpciju Zeljeza
abnormalnoj interakciji TfR1 i mutiranog HFE u stanicama crijevnih kripti. Nije razjasnjeno je
li povecanoj apsorpciji uzrok izmjenjen luminalni transport Zeljeza ili alteracija u transportu
kroz bazolatelarne membrane stanica u krvotok.(Parkkila, S. et al. 1997) Genski profil
metabolizma Zeljeza u makrofagima se takoder Cini vaznim za patogenetsko shvacanje
bolesti. Ekspresija gena u makrofagima sukladna je stanjima manjka Zeljeza u organizmu.
(Cairo, G. et al. 1997) To navodi na zakljuCak da preopterecenje Zeljezom nastaje ne samo
zbog prekomjernog otpustanja Zeljeza iz enterocita, nego i iz makrofaga. Ovu tvrdnju jo$
bolje objasnjava drugi predlozeni patogenetski model bolesti, koji se temelji na ulozi

hepcidina u metabolizmu Zeljeza, a koji je doveo u sumnju prethodnu hipotezu (Ganz, T.
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2003). Hipoteza o vaznosti hepcidina u patogenetskom slijedu bolesti potvrdena je u tipu | i
tipu Il HH. Smatra se da toCkasto mutirani HFE mijenja jo$ nepoznate signale ili faktore za
primjerenu sintezu i up-regulaciju hepcidina u hepatocitima $to vodi nekontroliranom
oslobadanju Zeljeza iz duodenalnih enterocita i makrofaga (Bridle, K. R. et al. 2003). U

juvenilnom tipu bolesti nema cirkuliraju¢eg hepcidina .

1.3.4. Klini¢ka slika i dijagnostika

Povecane vrijednosti TIBC su najraniji biokemijski znak klasicne HH, a odrazava
progredijentnu ekspanziju plazmatskog odjeljika ZzZeljeza. Vrijednosti feritina su takoder
povisene te vrijednosti iznad 1000 ng/ml mogu upucivati na cirozu jetre. Danas je trijas HH
koji uklju€uje cirozu, dijabetes i bronCano obojenje koze rijetkost zbog relativno ranog
postavljanja dijagnoze. Pacijentima koji se jave lijeCniku zbog umora, artralgije,
hepatomegalije i povisenih jetrenih enzima trebalo bi napraviti biokemijske testove radi
utvrdivanja saturacije transferina. Ukoliko testovi pokazu vrijednosti iznad 45% indicirana je
prva linija genskog testiranja na C282Y i H63D mutacije. Ukoliko je rije¢ o homozigotu ili
sloZzenom heterozigotu postavlja se dijagnoza HH. Ukoliko je rije€ o wt jedinki ili nosiocu
mutacije potrebno je izmijeriti serumski feritin te se ovisno o vrijednostima feritina odlucuje
hoce li se pacijentu jednom godidnje pratiti vrijednosti feritina ili ¢e ga se uputiti na daljnje
gensko testiranje u svrhu otkrivanja rijetkih mutacija gena TfR2, HAMP i HJV i eventualno,
ovisno o rezultatima, na biopsiju jetre. Dijagnoza HH se moze postaviti na temelju
indikativnog nalaza biopsije jetre ili otkrivenih mutacija gena testiranih drugom linijom

genskog testiranja. (Pietrangelo, A. 2000; Pietrangelo, A. 2004)

1.3.5. Lije€enje

Simptomatskim pacijentima uglavnhom je potrebna terapija flebotomijom. Flebotomija je
mandatorna kad serumski feritin premaSuje 1000 ng/ml zbog rizika od ciroze jetre. To je
najsigurnija, najefektnija i najekonomicnija terapija HH. Inicijalno se pacijentu uzima jedna do
dvije jedinice krvi tjedno dok se vrijednost serumskog feritina ne spusti na ispod 50 ng/ml, a
saturacija transferina na ispod 30%. Postizanje tih terapijskih ciljeva katkad traje nekoliko
godina. Kasnije u tijeku bolesti obvezna je doZivotna terapija odrZzavanja kojom se razina
feritina treba odrzavati na ispod 100 ng/ml, a saturacija transferina ispod 40%. Ciroza,
destruktivni artritis i inzulin-ovisni dijabetes nisu reverzibilni, ali se terapijom progresija tih
komplikacija bolesti usporava.(Tavill, A. S. 2001)
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1.4. MDS i mutacije HFE gena

Provedeno je viSe istraZzivanja s ciljem utvrdivanja ucestalosti mutacija u HFE genu u
pacijenata koji boluju od MDS-a. Istrazivanja su bila motivirana pretpostavkom da mutacije
HFE gena pridonose patofiziologiji MDS-a, pogotovo preoptere¢enju zeljiezom u sklopu
bolesti. U studiji provedenoj u Budimpestinije utvrdena statistiCki znacajno povecana
uCestalost C282Y mutacija, kao i H63D mutacija u oboljelih od MDS-a. Ipak, uestalost
nosioca neke od mutacija alela bila je 52%, u usporedbi s 31% u kontrolnoj skupini donora
krvi, §to je statistiCki signifikantna razlika.. (Varkonyi, J. et al. 2003)Druge grupe autora
dokazale su povecanu ucestalost mutacija HFE gena u podskupini oboljelih od RARS-a, ali
ne i od MDS-a kao patoloSkog entiteta opéenito. U Kanadi je provedena studija na oboljelima
od RARS-a i dokazano je da su 21% bolesnika s dijagnozom heterozigoti za C282Y mutaciju
Sto je signifikantno veca ucestalost mutacija nego u kontrolnoj grupi u kojoj iznosi 10%.
H63D genotip nije bio zna¢ajno ucestaliji u pacijenata nego u kontroli. (Nearman, Z. P. et al.
2007)U znanstvenom radu provedenom na grékim pacijentima s MDS-om nije nadena
signifikantna povezanost izmedu MDS-a i u€estalosti mutacija u HFE genu, &to je u skladu s
epidemioloSkim podatcima koji govore kako se ucestalost tih mutacija smanjuje geografski
od sjevera prema jugu (Speletas, M. et al. 2003). Nadalje, u Kineza takoder nije nadena
povecana ucestalost navedenih mutacija u pacijenata koji boluju od MDS-a (Nie, L. et al.
2010). Razlika izmedu HFE pozitivnin i HFE negativnih MDS pacijenata u razinama
serumskog Zzeljeza i saturacije transferina nije bila statisticki zna¢ajna u spomenutim
radovima. Inicijalna razina serumskog Zeljeza u grupi madarskih pacijenata s mutacijom u
HFE genu iznosila je 26,8 umol/l, odnosno 19,77 umol/l u pacijenata bez mutacija. Saturacija
transferina u pacijenata s mutiranim genom iznosila je 50,93%, a u pacijenata s divljim tipom
gena 39,99%. PreopterecCenje Zeljezom, koje je u navedenom radu definirano kao razina
serumskog zeljeza iznad 26,9 ymol/l, se u pacijenata s mutiranim HFE genom javlja nakon
manjeg broja primljenih transfuzija (11,67) u terapiji bolesti, nego kod pacijenata bez
mutacija (31,57) i ovaj rezultat bio je statisticki znac¢ajan. (Varkonyi, J. et al. 2003)Niti u
kanadskoj populaciji pacijenata s MDS-om nije nadena signifikantna razlika u razinama
serumskog feritina, Zeljeza i saturacije transferina izmedu pacijenata s mutacijom i divljim
tipom gena (Nearman, Z. P. et al. 2007). Nadalje, niti studija provedena u Kini, niti ona
provedena u Gr&koj nisu pokazale statistiCki signifikantnu povezanost izmedu spomenutih
parametara Zeljeza usporedujuéi dvije grupe pacijenata s MDS-om (Speletas, M. et al. 2003;
Nie, L. et al. 2010). Sindrom preopterecenja Zeljezom se neizbjeZno razvija u pacijenata s
MDS-om zbog intrinzi¢kih karakteristika bolesti i rastu¢e potrebe za terapijom transfuzijama

krvi. Tom zaCaranom krugu bi mogle doprinositi i istrazivane mutacije. (Varkonyi, J. et al.
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2003) Do sada nije istrazeno kako mutacije u HFE genu utjeCu na prezivljenje i prognozu
obljelih od MDS-a.
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2. Hipoteza

Ovaj rad pociva na dvije hipoteze.

Prva hipoteza je da oboljeli od MDS-a u populaciji hrvatskih pacijenata, imaju vidu uCestalost

HFE mutacija u usporedbi s dobrovoljnim darivateljima krvi.

Druga hipoteza je da oboljeli od MDS-a koji nose mutaciju u HFE genu imaju loSije ukupno

preZivljenje u odnosu na oboljele bez mutacija u HFE genu.
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3. Ciljevirada

Opéi cilj rada bio je analizirati populaciju oboljelih od MDS dijagnosticiranih u KB Dubrava na
mutacije u HFE genu i utvrditi kako mutacijski status gena utjeCe na metabolizam Zeljeza i
prezivljenje oboljelih.
Specificni ciljevi rada bili su:
1. utvrditi ukupno prezivljenje (OS) medu pacijentima s divljim tipom (wt) gena i onima s
mutacijom u HFE genu
2. utvrditi imaju li mutacije u HFE genu nepovoljan uginak na vrijeme preZzivljenja bez
progresije u AML (LFS, prema engl. leukemia free survival i TTL, prema engl. time to
leukemia)
3. istraziti postoji li razlika u parametrima Zeljeza (serumsko Zeljezo, TIBC, saturacija

transferina i feritin) izmedu mutirane i wt grupe bolesnika
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4. Ispitanici i metode rada

U ovo istrazivanje bila je uklju¢ena kohorta od 37 bolesnika s dijagnozom MDS-a u razdoblju
od 2008. do 2014. godine, od kojih je 57% bilo muskog spola, a 43% zZenskog spola. Medijan
dobi pri dijagnozi iznosio je 74 godine. Kriterij za uklju€ivanje u istrazivanje bila je postavljena
dijagnoza MDS-a prema smjernicama SZO-a iz 2008. godine (Vardiman, J. W. et al. 2009).

Svi bolesnici bili su lije¢eni u Klini¢koj bolnici Dubrava, u Zagrebu.

Od molekularnih metoda koriStene su izolacija DNA i lan¢ana reakcija polimeraze (PCR) na

uzorcima periferne krvi bolesnika.

Genomska DNA izolirana je koriste¢i QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN) prema uputama

koje je prilozZio proizvodac.

Za detekciju C282Y i H63A mutacija na uzorcima DNA ispitanika koristili smo RFLP-PCR. Ta
metoda koristi oligonukleotide za umnazZanje mutiranog dijela gena HFE. Restrikcijske
endonukleaze Rsa1 i Mbo1 cijepaju DNA u fragmente odredene molekularne mase, ovisno
koja mutacija je prisutna ili se pak radi o divllem tipu gena, s obzirom da zamjenom
nukleotida u sklopu toCkastih mutacija dolazi do promjene reznog mjesta za te enzime.
Razdvajanje fragmenata vrSi se elektroforezom na 3,5 %-tnom agaroznom gelu kroz 30

minuta, na naponu od 120V.

Nalaz dobiven RFLP-PCR-om tumacdimo uzevsSi u obzir broj fragmenata i genotip. Pri
testiranju na C282Y mutaciju, divlji tip gena ima dva fragmenta (248 pb (parova baza) i 142
pb), mutirani homozigot tri fragmenta (248 pb, 113 pb i 29 pb), a mutirani heterozigot cetiri
fragmenta ( 248 pb, 142 pb, 113 pb, 29 pb).

Pri testiranju na H63D mutaciju, nalaz upuéuje na divlji tip ukoliko postoje tri fragmenta (138
ob, 99 pb i 57 pb), dok mutirani homozigot ima dva fragmenta (237 pb i 57 pb), a mutirani
heterozigot Cetiri fragmenta (237 pb, 138 pb, 99 pb i 57 pb).
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5. Reazultati

Od ukupno 37 bolesnika s MDS-om, dijagnosticiranih putem hematoloSke dnevne bolnice
KB Dubrava od 2008. godine nadalje, prema podentitetima MDS-a njih 12 (32%) je imalo
dijagnozu RA, 12 (32%) RARS, 6 (16%) RAEB; od kojih su 2 pacijenta imala dijagnozu
RAEB1, a 4 RAEB2; te 3 (8%) CMML koja unutar novije klasifikacije hematoloSkih neoplazmi
pripada u skupinu s obiljezjima mijelodisplazije i mijeloproliferacije. MDS-U je bio
dijagnosticiran u 2 (5%) pacijenta te u jednog pacijenta -5q sindrom i u jednog pacijenta
RT.Bolesnici koji su se pri dijagnozi prezentirali kao akutna leukemija sa znakovima
displazije (ukupno 6 bolesnika) iskljueni su iz analize jer ovaj entitet ne predstavlja nuzno

evoluciju MDS-a.

MDS PODENTITETI

BRA HERARS ERAEB2 ECMML MERAEB1 ®mMDS-U M-5¢sindrom MRT

Slika 1. Zastupljenost MDS podentiteta u grupi ispitanika

Analizom oboljelih od MDS-a utvrdili smo kako u 4 od 37 bolesnika, odnosno 10,81%, postoji
toCkasta mutacija C282Y HFE gena. Jedan je pacijent bio homozigot za C282Y mutaciju, a
ostali heterozigotni nosioci. Takoder smo utvrdili kako su11 od 37 oboljelih, odnosno 29,37%,
heterozigotni nosioci za toCkastu mutaciju H63D HFE gena. Jedna bolesnica bila je slozeni
heterozigot i nositeljica obje mutacije.

Zanimljivo je reci kako je u 4 od 6, odnosno u 66% isklju€enih bolesnika s novootkrivenom
AML uz znakove displazije, pronaden mutirani status HFE gena (1 heterozigot za C282Y i 3
heterozigota za H63D).

Prevalencija HFE mutacija u populaciji dobrovoljnih darivatelja krvi u Hrvatskoj iznosi 6,5%
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za C282Y mutaciju, 26,6% za H63D mutaciju te 32% za bilo koju od tih dviju mutacija(Milic,
S. et al. 2011). lako su postotci mutacija u nasoj grupi oboljelih od MDS-a visi nego u zdravoj

populaciji, nismo dokazali statisticki zna€ajnu razliku u udjelu mutacija niti u jednoj grupi.

Tablica 1. Ucestalost mutacija HFE gena

MDS pacijenti Darivatelji krvi p (Chi Sq ili Fisher
test)
Cc282yY | 4/37 (10,81%) 13/200 (6,5%) 0,314
H63D | 11/37 (29,73%) 53/200 (26,5%) 0,684
Kombinirano | 14/37 (37,84%) 64/200 (32%) 0,488

U usporedbi mutirane i nemutirane skupine oboljelih za svaku mutaciju pojedina¢no, kao i
kombinirano, nije nadeno statistiCki znaCajne razlike u dobi dijagnoze, spolu, ulestalosti
akutne leukemije, ucestalosti druge maligne bolesti u anamnezi, ucestalosti ovisnosti o
transfuziji kao i u€estalosti poviSenih vrijednosti feritina iznad 1000 pg/l, Sto znaci da su u
obje usporedivane grupe u sva tri sluCaja analizirana i gore navedena svojstva bila
podjednako zastupljena. Pokazalo se da pacijenti s H63D mutacijom imaju statistiCki vecu

uCestalost progresije u AML (p=0,07).

Od parametara Zeljeza, vaznih u patogenezi MDS-a, analizirali smo feritin, serumsko Zeljezo,
TIBC i saturaciju transferina Zeljezom izmedu mutiranih i nemutiranih grupa bolesnika.
Utvrdili smo poviSene vrijednosti serumskog Zeljeza, saturacije transferina Zeljezom i feritina
te smanjene vrijednosti TIBC-a u bolesnika s mutacijom u HFE genu u usporedbi s
bolesnicima s divljim tipom gena. Ipak, statisticki zna¢ajna razlika pronadena je jedino za
vrijednosti TIBC-a u bolesnika s H63D mutacijom gena (medijan 39,45 vs. 50,25, p=0,028).
Medu pacijenatima koji u tijeku bolesti nisu razvili ovisnost o transfuzijskom lijecenju, a
nositelji su H63D mutacije u HFE genu, dokazali smo statisticki znacajnu razliku u
vrijednostima feritina u usporedbi s grupom netransfudiranih pacijenata bez mutacije
(medijan 947,5 vs. 378, p=0,021). U nasoj kohorti samo jedan pacijent s C282Y mutacijom
nije bio ovisan o tranfuzijama pa stoga nismo mogli analizirati razine feritina u grupi
netransfudiranih pacijenata s tom mutacijom. U grupi pacijenata ovisnih o transfuzijama
nismo uspjeli dokazati statisicki znaCajnu razliku u paramterima metabolizma Zeljeza
usporedujuci pacijente mutiranog gena s onima bez mutacija. Ipak, primjeéena je grani¢no
znacajna razlika u saturaciji transferina Zeljezom izmedu pacijenata s C282Y mutacijom i
pacijenata bez mutacije (medijan 89% vs. 54%, p=0,063). Medijani vrijednosti feritina su bili

gotovo jednaki u sve tri grupe pacijenata.
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Tablica 2. Parametri Zeljeza u pacijenata s mutacijama i divljim tipom gena

Divlji tip (23/37) C282Y (4/37) H63D (11/37)
Feritin 561,5 963,5 1005 (p=0,128)
(p=0,831)
Feritin u 378 / 947,5 (p=0,021)
netransfudranih
Feritin u 1148,5 1120 1113 (p=0,713)
ovisnih o (p=0,735)
transfuzijama
TIBC 50,25 40,3 (p=0,245) 39,45 (p=0,028)
Saturacija
transferina u
L 54% 89% (p=0,063) 54% (p=0,806)
ovisnih o
transfuzijama

Analizirali smo ucinak HFE mutacijskog statusa na ukupno preZivljenje pacijenata (OS,
prema engl. overall survival). Pronasli smo statisti¢ki znacajnu razliku u ukupnom preZivljenju
usporedujuéi pacijente s C282Y mutacijom i one bez mutacija (p=0,002, HR 7,03) i grani¢no
znacajnu razliku u prezivljenju u pacijenata s H63D mutacijom (p=0,06, HR 3,22). Medijan
prezivljenja iznosio je 46,07 mjeseci za cijelu grupu ispitivanih pacijenata, dok je u podgrupi s
C282Y mutacijom u HFE genu iznosio 12,7 mjeseci, a u podgrupi s H63D mutacijom 33,43
mjeseca. NaSi podatci podrzavaju hipotezu kako je ukupno prezZivljenje loSije u grupi s

mutiranim statusom HFE gena.
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Slika 2. Kaplan-Meierova krivulja ukupnog prezivljenja u pacijenata s HFE mutacijama
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Takoder smo istrazili kako mutacije u HFE genu utje€u na vrijeme do progresije bolesti u

leukemiju (TTL, prema engl. time to leukemia) te na duljinu perioda bolesti bez leukemije

(LFS, leukemia free survival). Efekt H63D mutacije na TTL bio je statisticki znacajan
(p=0,041, HR 4,91), dok za C282Y mutacija nije utvrden takav efekt.

Kaplan-
-]
-]

Kaplan-Meier estimate

Slika 3. Kaplan-Meierova krivulja time-to-leukemia u pacijenata s HFE mutacijama

Primjetili smo i statistiCki znacajan utjecaj H63D mutacije (p=0,049, HR 3,41), kao i C282Y

mutacije (p=0,002 HR 7,18), na LFS.
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Slika 4. Kaplan-Meierova krivulja leukemia-free-survival u pacijenata s HFE mutacijama
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6. Rasprava

Rezultati rada pokazali su kako nema statisticki znac€ajne razlike u ucCestalosti mutacija u
HFE genu izmedu oboljelih od MDS-a i zdravih dobrovoljnih darivatelja krvi koje smo koristili
kao kontrolnu skupinu. Taj nalaz je u skladu s rezultatima radova stranih autora koji su
takoder pokazali kako su mutacije HFE gena podjednako ucestale u oboljelih od MDS-a i u
zdravoj populaciji. Za razliku od autora iz Kanade (Nearman, Z. P. et al. 2007), nismo
primijetili poveéanu ucestalost HFE mutacija u oboljelih od RARS podentiteta, ali smo
primijetili da tri od triju pacijenta oboljelih od CMML-a nose mutaciju u HFE genu. Takvi
nalazi mogu biti posljedica malog uzorka ispitanika. Razli¢itost rezultata u prou€¢avanju HFE
mutacija u sklopu MDS-a mogla je proizadi iz razliCite geografske distribucije tih mutacija, ali
ne treba zanemariti niti utjecaj razlika u klini¢koj obradi i/ili upucivanju pacijenata s MDS-om
u vece i opremljenije bolni¢ke centre. Kao sto ovaj rad i pokazuje, pacijenti s mutacijama u
prou¢avanom genu imaju viSe izgleda za loSiji ishod bolesti te se ¢es¢e upuéuju u vece
zdravstvene institucije i nad njima se provodi vise dijagnostickih pretraga, pa im se ¢eSce i
odreduje status mutiranosti gena HFE. Referentne grupe autora (Speletas, M. et al. 2003;
Varkonyi, J. et al. 2003; Nearman, Z. P. et al. 2007; Nie, L. et al. 2010) ukljuCivale su
pacijente s MDS-om u fazi transformacije u svoje analize, dok je u ovom radu Sestero

pacijenata s AML-om i znakovima mijelodisplazije isklju¢eno iz istrazivanja.

Status mutiranosti HFE gena dokazano utje€e na metabolizam Zzeljeza. Ucinak je
najizrazeniji uz visokorizicne kombinacije mutacija (C282Y/C282Y i C282Y/H63D). Ovo
istrazivanje pokazalo je da, kao $to se moze pretpostaviti, i heterozigoti za neku od
navedenih mutacija imaju poremecen metabolizam Zeljeza u sklopu bolesti MDS-a; H63D
mutacija signifikantno utje€e na vrijednosti TIBC-a (p=0,028), a u podgrupi netransfudiranih
pacijenata Cini se da utjeCe na poviSenje razine feritina (p=0,021). Mutacija H63D ili neki
vezani gen pridonosi intrinzi€noj patofizioloSkoj pojavi akumuliranja Zeljeza u sklopu MDS-a,
8to se ne dogada u zdravih pojedinaca (Jackson, H. A. et al. 2001; Raddatz, D. et al. 2003).
lako to u radu nismo dokazalli, za pretpostaviti je da bi isti efekt mogla imati i C282Y
mutacija. Veéina pacijenata ovisnih o terapiji transfuzijama razvije preopterecenje Zeljezom
zbog same terapije te nismo primijetili signifikantnu razliku u razinama feritina izmedu
pacijenata s mutiranim, odnosno divljim tipom gena, $to je u skladu s prethodnim
istrazivanjima.

Naijistaknutiji rezultat ovog rada je ucinak mutacije u HFE genu na OS, TTL i LFS. Mutacija
C282Y ima izrazen ucinak na OS (p=0,002), dok je ucinak mutacije H63D grani¢no
signifikantan (p=0,062), ali jasno uodljiv na krivulji prezivljenja. Na skra¢enje TTL-a utjecaj je

prema nasim podacima dokazan samo za mutaciju H63D (p=0,041), a za obje mutacije
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dokazan je u€inak na LFS u pacijenata (p=0,002 za C282Y, p=0,049 za H63D). Posljednje je
vjerojatno rezultat prije navedenih ucinaka na ukupno preZivljenje i vrijeme do leukemije.
Uzevsi u razmatranje prije istraZivane i dokumentirane prognosticke faktore MDS-a, poput
ovisnosti o transfuzijama i vrijednosti feritina iznad 1000ug/l, obradili smo podatke
istraZivanja koriste¢i Coxovu regresiju i pritom testirali Cetiri varijable: postojanje C282Y i/ili
H63D mutacije u HFE genu, ovinost o transfuzijskom lijecenju te feritin iznad 1000pg/l.
Postojanje C282Y mutacije (p=0,01) i feritin iznad 1000 ug/l(p=0,026) prepoznali smo kao

nezavisne prognosti¢ke faktore.

Prepoznat je u€inak mutacija HFE gena na prezivljenje oboljelih od MDS-a, §to je vjerojatno
posredovano promjenom u metabolizmu Zeljeza koji je u bolesti Cija se terapija velikim
dijelom temelji na transfuzijama krvi ionako poremecen, u smislu preoptere¢enja organizma
Zeljezom. Navedeno takoder moze voditi poveéanom stvaranju slobodnih radikala istoga
oSteéenju stanica i tkiva, a dovodi se i u vezu s onkogenim potencijalom (Andrikovics, H. et
al. 2009). Postavlja se pitanje treba li svakog pacijenta oboljelog od MDS-a genetski testirati
na mutacije HFE gena i treba |i u pacijenata s mutiranim genom uvesti terapiju kelatorima
zeljeza pri razinama feritina nizim nego navedenim u dosadasnjim smjernicama, odnosno

prije razvoja preopterecéenja zeljezom.
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7.  Zakljuéci

1. Postotci mutacija u nasoj grupi oboljelih od MDS-a viSi su nego u zdravoj kontrolnoj
populaciji darivatelja krvi, no ipak nismo uspjeli dokazati statisticki znacajnu razliku u
udjelu mutacija.

Pacijenti s H63D mutacijom imaju nize vrijednosti TIBC-a.
Netransfudirani pacijenti s H63D mutacijom imaju znacajno viSe vrijednosti feritina
nego oni s divljim tipom gena.

4. Pacijenti s C282Y mutacijom imaju loSije ukupno prezZivljenje, a pacijenti s H63D
mutacijom grani¢no loSije ukupno prezivljenje u usporedbi s pacijentima bez mutacija.

5. Obje istrazivane mutacije HFE gena nepovoljno utjeCu na trajanje prezivljenja bez

leukemije, a mutacija H63D ima nepovoljan utjecaj i na vrijeme do leukemije.
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Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu upisala je 2007. godine. Studentskim znanstvenim
radom bavila se na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu i pri Jedinici za
molekularnu dijagnostiku i genetiku Klinicke bolnice Dubrava. Autorica je vide studentskih
znanstvenih ¢lanaka te je prisustvovala kao aktivna sudionica ili organizatorica na vise
studentskih i biomedicinskih kongresa u Hrvatskoj i inozemstvu (ICUR Split 2008., CROSS
Zagreb 2008.-2013., TDK Peéuh 2010., Stamparovi dani, Pozega 2009.). Dvije akademske
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studenata Medicinskog fakulteta u Zagrebu ,Medicinar. Polaznica je i kasnije suradnica
Ljetne Skole znanosti (Summer School of Science, S3), Visnjan, Hrvatska. Od stranih jezika

koristi se engleskim (razina C) i njemackim (razina B) jezikom.
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