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Mitohondrijski genom u bolesnika s kroni¢nim mijeloproliferativnim

neoplazmama s mutacijom V617F u genu JAK?2

Ivona Ari¢ Zrna
Klini¢ka Vbolnica Dubrava
Avenija Gojka Suska 6, 10 000 Zagreb

Mijeloproliferativne neoplazme (MPN) skupina su bolesti koje karakterizira
prekomjerna proizvodnja jedne ili viSe loza hematopoetskih stanica. Najc¢es¢i uzrok MPN-a je
tockasta mutacija c.1849G>T u genu JAK2, koja dovodi do trajne aktivacije signalnog puta
JAK-STAT. Razvoj kroni¢ne i akutne faze bolesti te povezanost mitohondrijskog genoma s
razvojem MPN-a do sada nisu objasnjeni. U ovom istrazivanju analizirani su mitohondrijski
funkcionalni parametri, razina oksidativnog stresa i slijed mitohondrijske DNA (mtDNA)
primjenom sekvenciranja nove generacije. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na poremecaj
mitohondrijske funkcije i antioksidativne obrane u bolesnika te povezanost izmedu udjela
varijantnog alela i mitohondrijskih parametara. Analiza sekvence mitohondrijskog genoma
pokazala je povecano mutacijsko opterecenje u bolesnika, ukljucujuéi prisutnost potencijalno
patogenih tockastih promjena, uz odsutnost vecih strukturnih poremecaja. 1z rezultata proizlazi
zakljucak da mitohondrijska disfunkcija i narusena redoks ravnoteza predstavljaju vazan aspekt
patofiziologije MPN-a, dok mtDNA vjerojatno ima modulacijsku, ali ne 1 primarnu ulogu u
oblikovanju fenotipa bolesti. Rezultati upucuju na potrebu za daljnjim istrazivanjima

prognostickih biljega u MPN-u.
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Myeloproliferative neoplasms (MPNs) are a group of disorders characterized by
the excessive production of one or more hematopoietic cell lineages. The most common cause
of MPNs is a point mutation ¢.1849G>T in the JAK2 gene, which leads to constitutive
activation of the JAK-STAT signaling pathway. The development of chronic and acute phases
of the disease, as well as the role of the mitochondrial genome in MPN pathogenesis, remain
unclear. In this study, mitochondrial functional parameters, oxidative stress levels, and
mitochondrial DNA (mtDNA) sequence were analyzed using next-generation sequencing. The
results indicate impaired mitochondrial function and antioxidant defense in patients, as well as
an association between the mutant allele burden and mitochondrial parameters. Analysis of the
mitochondrial genome sequence revealed an increased mutational burden in patients, including
the presence of potentially pathogenic point variants, in the absence of major structural
alterations. These findings suggest that mitochondrial dysfunction and disrupted redox balance
represent important aspects of MPN pathophysiology, while mtDNA likely plays a modulatory
rather than a primary role in shaping the disease phenotype. The results highlight the need for

further research to identify prognostic biomarkers in MPNSs.

(100 pages, 25 figures, 7 tables, 198 references, original in Croatian)
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Popis kratica

ADP — adenozin difosfat (engl. Adenosine Diphosphate)

AKT — protein kinaza B (engl. Protein Kinase B)

AML — akutna mijeloi¢na leukemija (engl. Acute Myeloid Leukemia)

ASXL1 — protein sli¢an dodatnom spolnom ceslju 1 (engl. Additional Sex Combs-Like 1)
ATP — adenozin trifosfat (engl. Adenosine Triphosphate)

BCR::ABL1- fuzijski gen regije prijelomne tocke i Abelsonove tirozin kinaze 1 (engl.
Breakpoint Cluster Region—Abelson Tyrosine Kinase)

CALR — kalretikulin (engl. Calreticulin)

CAT - katalaza (engl. Catalase)

CBL — protoonkogen CBL (engl. Casitas B-Lineage Lymphoma)

CEL — kroni¢na eozinofilna leukemija (engl. Chronic Eosinophilic Leukemia)
CEL-NOS - kroni¢na eozinofilna leukemija, nespecificirana (engl. Chronic Eosinophilic
Leukemia, Not Otherwise Specified)

CML — kroni¢na mijeloi¢na leukemija (engl. Chronic Myeloid Leukemia)

CNL - kroni¢na neutrofilna leukemija (engl. Chronic Neutrophilic Leukemia)

COX — citokrom c oksidaza (engl. Cytochrome C Oxidase)

CYB - citokrom b (engl. Cytochrome B)

dNTP — deoksiribonukleotid trifosfat (engl. Deoxyribonucleotide Triphosphate)
EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina (engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid)
EPO — eritropoetin (engl. Erythropoietin)

ET — esencijalna trombocitemija (engl. Essential Thrombocythemia)

ETC — lanac transporta elektrona (engl. Electron Transport Chain)

EZH?2 — histon-lizin N-metiltransferaza EZH2 (engl. Enhancer Of Zeste Homolog 2)
FAB — Francusko-Americ¢ko-Britanska klasifikacija (engl. French-American-British
Classification)

FOXO3a — transkripcijski faktor FOXO3a (engl. Forkhead Box O3)

GM-CSF — faktor stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (engl. Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor)

GPx — glutation peroksidaza (engl. Glutathione Peroxidase)

HCT — hematokrit (engl. Hematocrit)

HGB — hemoglobin (engl. Hemoglobin)

HIF — hipoksijom inducibilni faktor (engl. Hypoxia-Inducible Factor)



HSC — hematopoetske mati¢ne stanice (engl. Hematopoietic Stem Cells)

HVR — hipervarijabilna regija (engl. Hypervariable Region)

HVS — hipervarijabilni segment (engl. Hypervariable Segment)

ICC — medunarodna konsenzusna klasifikacija (engl. International Consensus Classification)
IDHI — izocitrat dehidrogenaza 1 (engl. Isocitrate Dehydrogenase 1)

IDH2 — izocitrat dehidrogenaza 2 (engl. Isocitrate Dehydrogenase 2)

JAK — Janus kinaza (engl. Janus Kinase)

JAK1 — Janus kinaza 1 (engl. Janus Kinase 1)

JAK?2 — Janus kinaza 2 (engl. Janus Kinase 2)

JAK3 — Janus kinaza 3 (engl. Janus Kinase 3)

JAK-STAT - signalni put Janus kinaze i STAT proteina (engl. Janus Kinase/Signal
Transducer And Activator Of Transcription Pathway)

JMML — juvenilna mijelomonocitna leukemija (engl. Juvenile Myelomonocytic Leukemia)
KRAS — protoonkogen KRAS (engl. Kirsten Rat Sarcoma Virus)

LHON - Leberova nasljedna opticka neuropatija (engl. Leber s Hereditary Optic
Neuropathy)

MAPK — mitogenom aktivirana protein kinaza (engl. Mitogen-Activated Protein Kinase)
MCYV - srednji volumen eritrocita (engl. Mean Corpuscular Volume)

MCH - srednja koli¢ina hemoglobina u eritrocitu (engl. Mean Corpuscular Hemoglobin)
MCHC - srednja koncentracija hemoglobina u eritrocitu (engl. Mean Corpuscular
Hemoglobin Concentration)

MDS — mijelodisplasti¢ni sindrom (engl. Myelodysplastic Syndrome)

MELAS — mitohondrijska encefalomiopatija s laktacidozom 1 epizodama sliénim moZdanom
udaru (engl. Mitochondrial Encephalopathy, Lactic Acidosis, And Stroke-Like Episodes)
MF — mijelofibroza (engl. Myelofibrosis)

MPC — mitohondrijski piruvatni nosa¢ (engl. Mitochondrial Pyruvate Carrier)

MPL — receptor za trombopoetin (engl. Myeloproliferative Leukemia Virus Oncogene)
MPN — mijeloproliferativne neoplazme (engl. Myeloproliferative Neoplasms)

MPN-SAF TSS — obrazac za procjenu simptoma MPN-a (engl. Myeloproliferative Neoplasm
Symptom Assessment Form Total Symptom Score)

MPN-U - neklasificirane mijeloproliferativne neoplazme (engl. Myeloproliferative
Neoplasm, Unclassifiable)

MPYV - srednji volumen trombocita (engl. Mean Platelet Volume)



MTTLI1 — mitohondrijski gen za tRNA leucin 1 (engl. Mitochondrially Encoded tRNA
Leucine 1)

mtDNA — mitohondrijska DNA (engl. Mitochondrial DNA)

mtDNA-CN — broj kopija mitohondrijske DNA (engl. Mitochondrial DNA Copy Number)
NAO — nonil akridin narancasti (engl. Nonyl Acridine Orange)

ND1-ND6 — podjedinice NADH dehidrogenaze (engl. NADH Dehydrogenase Subunits)
NRAS — protoonkogen NRAS (engl. Neuroblastoma RAS Viral Oncogene)

NRF-1 — nuklearni respiratorni faktor 1 (engl. Nuclear Respiratory Factor 1)

nDNA — nuklearna DNA (engl. Nuclear DNA)

OH — ishodiste replikacije teSkog lanca (engl. Origin Of Heavy Strand)

OL — ishodiste replikacije lakog lanca (engl. Origin Of Light Strand)

OXPHOS - oksidativna fosforilacija (engl. Oxidative Phosphorylation)

PBMC — mononuklearne stanice periferne krvi (engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells)
PBS — fosfatni pufer (engl. Phosphate-Buffered Saline)

PCR — lancana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction)

PEG-IFN-a — pegilirani interferon alfa (engl. Pegylated Interferon-Alpha)

PGC-1a — koaktivator proliferatora peroksisoma (engl. Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor Gamma Coactivator 1-Alpha)

PH — promotor teskog lanca (engl. Promoter Of Heavy Strand)

PHPS — potencijalno patogena heteroplazmija 5 % (engl. Potentially Pathogenic
Heteroplasmy 5%)

PI3K — fosfatidilinozitol-3-kinaza (engl. Phosphoinositide 3-Kinase)

PIAS — inhibitor1 aktiviranih STAT proteina (engl. Protein Inhibitors Of Activated STAT)
PL — promotor lakog lanca (engl. Promoter Of Light Strand)

PLT — trombociti (engl. Platelets)

PMF — primarna mijelofibroza (engl. Primary Myelofibrosis)

POLG — DNA polimeraza gama (engl. DNA Polymerase Gamma)

RAS — rat sarkom virusni onkogen (engl. Rat Sarcoma Virus)

RBC — crvene krvne stanice - eritrociti (engl. Red Blood Cells)

RDV — reaktivne dusikove vrste (engl. Reactive Nitrogen Species)

RDW - §irina distribucije eritrocita (engl. Red Cell Distribution Width)

RUNXI1 — transkripcijski faktor RUNX1 (engl. Runt-Related Transcription Factor 1)
SF3B1 — podjedinica 1 faktora spajanja 3B (engl. Splicing Factor 3B Subunit 1)



SH2 — Src homologija 2 domena (engl. Src Homology 2)

SIRT3 — sirtuin 3 (engl. Sirtuin 3)

SNP — jednonukleotidni polimorfizam (engl. Single Nucleotide Polymorphism)

SOCS - supresori signalizacije citokina (engl. Suppressor Of Cytokine Signaling)

SOD - superoksid dismutaza (engl. Superoxide Dismutase)

SOD1 - citosolna superoksid dismutaza (engl. Superoxide Dismutase 1)

SOD2 — mitohondrijska superoksid dismutaza (engl. Superoxide Dismutase 2)

SOD3 — izvanstani¢na superoksid dismutaza (engl. Superoxide Dismutase 3)

SRSF2 — faktor spajanja bogat serinom i argininom 2 (engl. Serine and Arginine Rich
Splicing Factor 2)

STAT — prijenosnici signala i aktivatori transkripcije (engl. Signal Transducer And Activator
Of Transcription)

STAG2 — protein STAG2 (engl. Stromal Antigen 2)

TCA — ciklus limunske kiseline (engl. Tricarboxylic Acid Cycle)

TFAM — mitohondrijski transkripcijski faktor A (engl. Mitochondrial Transcription Factor A)
TIA — prolazni ishemijski napad (engl. Transient Ischemic Attack)

TPO — trombopoetin (engl. Thrombopoietin)

TP53 — tumorski supresorski gen koji kodira protein p53 (engl. Tumor Protein P53)

U2AF1 — podjedinica 1 pomo¢nog faktora spajanja U2 male nuklearne RNA (engl. U2 Small
Nuclear RNA Auxiliary Factor 1)

VAF — udio varijantnog alela (engl. Variant Allele Frequency)

vWF — von Willebrandov faktor (engl. Von Willebrand Factor)

WBC — bijele krvne stanice (engl. White Blood Cells)

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)

ZRSR2 — regulator odgovora na cinkov prst 1 faktor spajanja bogat serinom/argininom 2

(engl. Zinc Finger CCCH-Type, RNA Binding Motif and Serine/Arginine Rich 2)



1. UVOD

Mijeloproliferativne neoplazme (engl. Myeloproliferative Neoplasms, MPN) skupina
su klonalnih hematoloskih poremecaja koji nastaju zbog stecenih genetickih promjena u
hematopoetskim mati¢nim stanicama. Karakterizira ih prekomjerna proliferacija jedne ili vise
mijeloidnih loza, §to dovodi do povecanog broja eritrocita, leukocita i/ili trombocita u
perifernoj krvi (1). Klinicki tijek bolesti obiljeZzen je dugotrajnom kroni¢nom fazom, ali i
razvojem ozbiljnih komplikacija poput tromboze, progresije u mijelofibrozu te transformacije
u akutnu mijeloi¢nu leukemiju (2). U podlozi MPN-a najc¢eSc¢e su somatske mutacije u genima
ukljuéenima u regulaciju signalnih puteva stani¢ne proliferacije i diferencijacije. Tri najvaznije
pokretacke mutacije zahvacaju gene JAK2 (engl. Janus Kinase 2), MPL (engl.
Mpyeloproliferative Leukemia Virus) i CALR (engl. Calreticulin) (3), pri ¢emu je najceSca
tockasta mutacija ¢.1849G>T u genu JAK2, poznata pod nazivom JAK2 V617F (4). Ova
mutacija dovodi do trajne aktivacije signalnog puta Janus kinaze, prijenosnika signala i
transkripcijskih aktivatora (engl. Janus Kinase/Signal Transducers and Activators Of
Transcription, JAK-STAT), Sto rezultira proliferacijom hematopoetskih stanica neovisno o
vanjskim regulatornim signalima te predstavlja klju¢ni patogenetski mehanizam u razvoju
MPN-a (5). Osim genetickih promjena, MPN karakterizira i kroni¢no upalno stanje koje
doprinosi progresiji bolesti (6,7). Aktivacija imunoloskih stanica, osobito granulocita 1
neutrofila, dovodi do pojacane produkcije proinflamatornih citokina, proteolitickih enzima 1
reaktivnih kisikovih vrsta (8). Neutrofili imaju vaznu ulogu u remodeliranju mikrookruzenja
kostane srzi, pri ¢emu sudjeluju u mobilizaciji hematopoetskih progenitorskih stanica te mogu
doprinijeti razvoju fibroze. Medutim, njihova uloga u patogenezi MPN-a jo§ uvijek nije u
potpunosti razjasnjena (9). Reaktivne kisikove vrste (RKV) i reaktivne dusikove vrste (RDV)
kljuéni su medijatori oksidativnog stresa, koji nastaje kao posljedica narusene ravnoteZe
izmedu njihove produkcije i antioksidativnih mehanizama. Povecana razina RKV-a moze
uzrokovati oSteCenje DNA, proteina i lipida, ¢ime doprinosi genomskoj nestabilnosti i1
progresiji bolesti (6). Mitohondriji predstavljaju glavni izvor RKV-a u stanici te imaju klju¢nu
ulogu u regulaciji oksidativnog stresa i odrzavanju stani¢ne homeostaze. Osim proizvodnje
energije putem oksidativne fosforilacije, sudjeluju i u regulaciji apoptoze, metabolizma i
homeostaze kalcija (10). Jedna od posebnosti mitohondrija jest prisutnost vlastitog genoma,
mitohondrijske DNA (engl. Mitochondrial Deoxyribonucleic Acid, mtDNA), koja je kruzna

molekula veli¢ine priblizno 16,5 kb i nasljeduje se iskljucivo maj¢inskom linijom (11). MtDNA



se replicira neovisno o nuklearnom genomu i prisutna je u velikom broju kopija unutar stanice.
Zbog izostanka rekombinacije, ograni¢enih mehanizama popravka i izloZzenosti oksidativnom
stresu, mtDNA je podlozna akumulaciji mutacija (12). Mutacije mtDNA mogu biti prisutne u
svim kopijama genoma (homoplazmija) ili samo u dijelu njih (heteroplazmija), pri cemu razina
heteroplazmije moze varirati medu tkivima i pojedincima (11,12). Funkcionalni ucinak
mutacija ovisi o njihovu udjelu, a prelazak odredenog praga moze dovesti do poremecaja
oksidativne fosforilacije 1 stani¢ne disfunkcije (13). Osim toga, tijekom starenja dolazi do
akumulacije mutacija i promjena u broju kopija mtDNA. Zbog specificnog nacina
nasljedivanja i pojave tzv. mitohondrijskog “uskog grla”, distribucija mutacija moze znacajno
varirati medu potomcima (14). Dostupni podaci ukazuju da varijacije u mitohondrijskom
genomu mogu modulirati karcinogenezu i utjecati na metabolizam tumorskih stanica (15).
Promjene u mtDNA mogu utjecati na proizvodnju RKV-a, redoks ravnotezu i signalne puteve
povezane s proliferacijom 1 preZivljavanjem stanica. Unato¢ tome, uloga mitohondrijskog
genoma u nastanku i1 progresiji mijeloproliferativnih neoplazmi jo§ uvijek nije dovoljno

istrazena.

1.1. Ciljevi istrazivanja
Osnovni cilj ovog rada je analizirati mitohondrijski genom u bolesnika s JAK2 V617F

pozitivnim kroni¢nim mijeloproliferativnim neoplazmama te ispitati njegovu povezanost s

molekularnim 1 klinickim zna¢ajkama bolesti.
Specifi¢ni ciljevi:

e opisati hematoloska i klini¢ka obiljezja ispitanika

e analizirati mitohondrijski genom primjenom metoda sekvenciranja sljedece generacije

e odrediti pripadnost ispitanika mitohondrijskim haplogrupama

e identificirati 1 karakterizirati homoplazmijske i heteroplazmijske varijante mtDNA

e procijeniti mutacijsko opterecenje mitohondrijskog genoma u bolesnika

e ispitati funkcionalno stanje mitohondrija analizom ekspresije mitohondrijskih i
antioksidativnih gena

e odrediti relativan broj kopija mtDNA i ispitati njegovu povezanost s obiljezjima bolesti

e analizirati povezanost mitohondrijskih genetickih i1 funkcionalnih obiljezja s klinickim

1 molekularnim parametrima bolesti



1.2. Hipoteza istraZivanja

Hipoteza istrazivanja je da postoji razlika u distribuciji mitohondrijskih haplogrupa te
homoplazmijskih i heteroplazmijskih varijanti s patogenim potencijalom u skupini bolesnika s
JAK2 V617F pozitivnim kroni¢nim mijeloproliferativnim neoplazmama u odnosu na opcéu

populaciju.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Mijeloproliferativne neoplazme

2.1.1. Definicija

Istrazivanja i klini¢ko rasudivanje dr. Williama Damesheka u drugoj polovici
dvadesetog stolje¢a doveli su do definiranja MPN-a. Nekoliko desetlje¢a kasnije, utvrdeno je
da specificne somatske mutacije u hematopoetskim maticnim stanicama (engl. Hematopoietic
Stem Cell, HSC) koStane srzi uzrokuju prekomjernu proizvodnju odredenih tipova krvnih
stanica mijeloidne loze (16,17). MPN su klonalni poremecaji koji potjeCu iz jedne
hematopoetske mati¢ne stanice zahvacene Stetnom mutacijom, Sto dovodi do pojacane
proliferacije mijeloidnih stanica u koStanoj srZi i povecanja broja cirkuliraju¢ih stanica u
perifernoj krvi (18). Ovisno o specificnom tipu MPN-a, dolazi do povecanja broja eritrocita,
trombocita ili leukocita (3,16,17). Odredivanje tipa MPN-a provodi se na temelju klinickih
znacajki, molekularne dijagnostike i morfoloSke analize biopsije kosStane srzi (3,17,19,20).
Molekularna osnova nastanka MPN-a poznata je u vise od 95 % slucajeva, pri ¢emu se fenotip
bolesti moze objasniti somatskim mutacijama u genima J4K2, CALR i MPL. Mutacije u
navedenim genima dovode do konstitutivne aktivacije signalnog puta JAK-STAT, klju¢nog za
proliferaciju mijeloidnih stanica. U preostalih 5 % slu¢ajeva MPN-a molekularna osnova nije
poznata, a takvi se slucajevi nazivaju “trostruko negativnim” MPN-ovima (21). Dodatne
mutacije u epigenetskim regulatorima, genima povezanim s popravkom DNA i kontrolom
stani¢nog ciklusa, mogu utjecati na progresiju bolesti i razvoj mijelofibroze ili transformaciju
u akutnu leukemiju. Rjede se javljaju mutacije gena ukljucenih u regulaciju spajanja RNA,
ukljucujuéi faktor spajanja bogat serinom 1 argininom 2 (SRSF2), podjedinicu 1 faktora
spajanja 3B (SF3B1), pomo¢ni faktor spajanja U2 male nuklearne RNA 1 (U24F1) i regulator
odgovora na cinkov prst 1 faktor spajanja bogat serinom/argininom 2 (ZRSR?2). Navedeni geni
imaju vaznu ulogu u uklanjanju introna i spajanju egzona, a njithove mutacije mogu dovesti do
nastanka aberantnih proteina i poremecene diferencijacije hematopoetskih stanica. Mutacije
mogu zahvatiti i gene ukljucene u regulaciju strukture kromatina, epigenetske procese i
stani¢nu signalizaciju, ukljuc¢uju¢i histon-lizin N-metiltransterazu EZH2 (EZH2), izocitrat
dehidrogenazu 1 (IDHI), izocitrat dehidrogenazu 2 (IDH2), protoonkogen CBL (CBL),
protoonkogen KRAS (KRAS), protoonkogen NRAS (NRAS), stromalni antigen 2 (S7TAG2) i
tumorski protein p53 (7P53), koji mogu dodatno doprinijeti klonalnoj evoluciji 1 heterogenosti

bolesti (19,21).



2.1.2. Klasifikacija

William Dameshek prvi je upotrijebio pojam kroni¢nog mijeloproliferativnog
poremecaja 1951. godine, navodeci da izmedu policitemije vere (engl. Polycythemia Vera, PV),
esencijalne trombocitemije (engl. Essential Thrombocytosis, ET), idiopatske mijelofibroze
(engl. Idiopathic Myelofibrosis, IMF) i kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije (engl. Chronic Myeloid
Leukemia, CML) postoje slicnosti koje uzrokuje promijenjena proliferativna aktivnost u
kostanoj srzi (16). Na temelju morfoloskih karakteristika stanica 1976. godine predlozena je
prva francusko-americko-britanska (FAB) klasifikacija (17). Slijedila je klasifikacija Svjetske
zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO) iz 2001. godine, zatim
dopunjena klasifikacija WHO iz 2008., koja je ukljucila nova saznanja o otkri¢u mutacija u
genima JAK2, MPL i CALR. Revizija klasifikacije WHO iz 2016. godine naglasila je da su,
zbog napretka molekularnih metoda i novih genetickih spoznaja, bile potrebne nadopune
postojeée klasifikacije te uklju¢ivanje novih klini¢kih, prognostickih, morfoloskih,
imunofenotipskih i genetskih podataka. Od tada MPN dijelimo na kroni¢ne mijeloidne
leukemije (engl. Chronic Myeloid Leukemia, CML) s prisutno$¢u fuzijskog gena BCR::ABLI
(engl. Breakpoint Cluster Region - Abelson Tyrosine Kinase), kroni¢ne neutrofilne leukemije
(engl. Chronic Neutrophilic Leukemia, CNL) s povecanim brojem neutrofila, PV povezane s
mutacijom JAK2, primarne mijelofibroze (engl. Primary Mpyelofibrosis, PMF) koje
karakterizira fibroza koStane srzi i1 povecanje slezene, ET s pove¢anim brojem trombocita,
kroni¢ne neodredene eozinofilne leukemije (engl. Chronic FEosinophilic Leukemia, Not
Otherwise Specified, CEL-NOS) 1 mijeloproliferativne neklasificirane neoplazme (engl.
Myeloproliferative Neoplasm, Unclassifiable, MPN-U) ¢ija kategorija ukljucuje slucajeve koji
ne odgovaraju drugim podtipovima (3). WHO 1 ICC (engl. International Consensus
Classification) 2022. godine objavili su odvojene nove klasifikacije. U petom izdanju
klasifikacije WHO dodana je nova kategorija juvenilne mijelomonocitne leukemije (engl.
Juvenile Myelomonocytic Leukemia, JIMML), koja opisuje pedijatrijske slucajeve 1 prethodno
je pripadala kategoriji MDS/MPN (engl. Myelodysplastic Syndrome/Myeloproliferative
Neoplasm). Takoder, CEL je postala samostalna kategorija bez nesvrstanih podtipova, dok je
ostatak klasifikacije ostao nepromijenjen u odnosu na prethodno izdanje (19). U klasifikaciji
ICC JMML pripada kategoriji pedijatrijskih poremecaja, PMF je razdvojena na
ranu/prefibrotiénu primarnu mijelofibrozu i uznapredovalu primarnu mijelofibrozu, dok su

ostale kategorije ostale jednake klasifikaciji WHO iz 2016. godine (20).



2.1.3. Najcesci tipovi MPN-a
2.1.3.1. Policitemija vera (PV)

Policitemija vera (PV) najces¢i je tip MPN-ova kod kojih nije prisutan filadelfijski
kromosom te je najceS¢e povezana s mutacijom gena JAK2 (21). Prvi ju je opisao francuski
lijecnik Louis Henri Vaquez 1892. godine, a William Dameshek ju je 1951. godine uvrstio u
MPN (16,22). Godine 2005. otkrivena je mutacija JAK2 V617F, specificna za PV (4). Zbog
navedene mutacije u HSC, PV karakterizira eritrocitoza (poviSen broj eritrocita) uz pojacanu
eritropoezu, granulopoezu i trombopoezu u kostanoj srzi. Cesti simptomi ukljuéuju umor,
slabost, vrtoglavicu, glavobolju, crvenilo lica i ekstremiteta te svrbez. Eritrocitoza uzrokuje
povecanu viskoznost krvi, Sto moze dovesti do arterijske i venske tromboze (8,16). Aktivirani
trombociti mogu uzrokovati makrovaskularne i mikrovaskularne smetnje, poput prolaznog
ishemijskog napada (engl. Transient Ischemic Attack, TIA) ili eritromelalgije. Medu mogucim
komplikacijama su i akvageni pruritus uzrokovan aktivacijom bazofila, steCena von
Willebrandova bolest te pseudohiperkalijemija zbog ekstremne trombocitoze. Splenomegalija
nastaje kao posljedica ekstramedularne hematopoeze i upalne citokinske stimulacije. U
rijetkim slucajevima dugotrajna bolest moze napredovati do mijelofibroze ili se transformirati
u akutnu mijeloi¢nu leukemiju (8,19,20).

WHO 1 ICC definirali su glavne i sporedne laboratorijske i hematoloSke kriterije za
dijagnozu PV. Glavni kriteriji za postavljanje dijagnoze uklju¢uju poviSenu koncentraciju
hemoglobina (>16,5 g/dL kod muskaraca, >16,0 g/dL kod Zena) 1/ili poviSen hematokrit (>49
% kod muskaraca, >48 % kod zena), odnosno pove¢anu masu crvenih krvnih stanica. Dodatno,
prisutnost mutacije JAK2 V617F ili mutacije u egzonu 12 gena JAK2 smatra se klju¢nim
dijagnostickim pokazateljem. Biopsija koStane srzi pokazuje hipercelularnost prilagodenu dobi
s hiperplazijom triju linija stanica (eritroidne, granulocitne 1 megakariocitne), pri ¢emu su zreli
megakariociti bez atipije (19,20). Jos nije otkriven lijek za potpuno izljecenje, ali dostupne su
terapije 1 metode za ublaZavanje simptoma i prevenciju komplikacija. Prva terapijska mjera je
venepunkcija kojom se uklanja standardizirani volumen krvi, oko 400 ml, a postupak se
ponavlja u tjednim razmacima do normalizacije hematokrita (23). Hidroksiureja je najCesca
citoreduktivna terapija jer inhibira enzim ribonukleotid-reduktazu, ¢ime sprjecava sintezu
DNA i smanjuje proliferaciju krvnih stanica. Pegilirani interferon-alfa (engl. Pegylated
Interferon-alpha, PEG-IFN-a) inhibira nekontroliranu proliferaciju stanica koStane srzi i
smanjuje razinu hemoglobina, hematokrita, leukocita i trombocita, a za razliku od obi¢nog

IFN-0, PEG-IFN-a ima produljeno djelovanje zbog vezanja na molekule polietilen-glikola



(23,24). Ruxolitinib, inhibitor JAK2, koristi se za bolesnike koji ne reagiraju na standardne
terapije (19,20). Aspirin u dnevnoj dozi od 100 do 200 mg primjenjuje se za prevenciju
mikrovaskularnih epizoda, poput prolaznih ishemijskih napada i eritromelalgije, uzrokovanih
hiperaktivnim trombocitima (21). lako bolest nije izrazito agresivna, znacajno narusava
kvalitetu zivota zbog Cestih venepunkcija i stalnog rizika od tromboze (23). Transformacija PV
u akutnu mijeloi¢nu leukemiju (engl. Acute Myeloid Leukemia, AML) javlja se u 7 % slucajeva,
dok kemoterapija povecava incidenciju na 20 % (8). Ocekivano prezivljenje bolesnika s PV
iznosi oko 14 godina, ali varira ovisno o dobi, komorbiditetima i terapiji. Bolest moze
uzrokovati tromboze, mijelofibrozu ili napredovati u AML, §to znacajno skracuje prezivljenje.
Odredene terapije, poput dugotrajne primjene hidroksiuree, mogu povecati rizik od AML-a, pa
se lijeCenje prilagodava kako bi se postigla ravnoteza izmedu kontrole bolesti i smanjenja rizika

(23,25).

2.1.3.2. Esencijalna trombocitemija (ET)

Esencijalna trombocitemija (ET) klonalni je poremecaj hematopoetskih mati¢nih
stanica koji pripada skupini MPN-ova bez translokacije karakteristicne za filadelfijski
kromosom (3). Zbog klonske proliferacije atipicnih megakariocita u kostanoj srzi dolazi do
perzistentne trombocitoze u perifernoj krvi. Glavni dijagnosticki kriteriji uklju¢uju poviSen
broj trombocita (>450 x 10°L), dokaz kontinuirane klonske proliferacije megakariocita u
kosStanoj srzi, pri ¢emu se ¢esto nalaze uvecani, zreli megakariociti s hiperlobuliranim jezgrama
u gustim nakupinama, te prisutnost mutacija u genima JAK2, CALR ili MPL (21). Sporedni
kriterij za dijagnozu je prisutnost klonskog markera ili isklju¢ivanje sekundarne (reaktivne)
trombocitoze, koja moZe biti posljedica nedostatka Zeljeza, kroni¢nih infekcija, upalnih bolesti,
neoplazmi, primjene odredenih lijekova ili splenektomije (19-21).

ET dijeli pokretacke mutacije s drugim MPN-ovima, pri ¢emu 50-60 % bolesnika nosi
mutaciju JAK2 V617F, 25-35 % mutaciju CALR, a 5-10 % mutaciju MPL. Zbog preklapanja
simptoma 1 genetic¢kih nalaza, diferencijalna dijagnoza ET-a u odnosu na PV 1 IMF temelji se
na smjernicama WHO (26). ET je indolentna bolest s dugim tijekom, a prosjec¢no prezivljenje
bolesnika iznosi oko 20 godina (3,25). Medutim, u 1,5 % sluc¢ajeva moze transformirati u AML,
dok kemoterapija povecava rizik transformacije do 20 %. Ta je transformacija ¢e$¢a kod starijih
bolesnika te u prisutnosti dodatnih citogenetskih abnormalnosti i mutacija (8).

ET moZze biti asimptomatska, no kod simptomatskih bolesnika tegobe proizlaze iz
poviSenog broja trombocita i njihove disfunkcije. Naj¢es¢i simptomi su tromboza (stvaranje

krvnih ugruSaka) i krvarenje (19,21). Arterijske tromboze ocituju se kao mozdani udar, prolazni



ishemijski napadi ili infarkt miokarda, dok se venske tromboze javljaju kao duboka venska
tromboza ili pluéna embolija. Mikrovaskularna tromboza, koja zahvac¢a male krvne zile,
uzrokuje glavobolje, promjene vida, vrtoglavicu te bol i crvenilo ruku i stopala (8).
Ekstremna trombocitoza (broj trombocita >1 milijun/mm?) moze dovesti do steCene
von Willebrandove bolesti (engl. von Willebrand Disease, vVWD), poremecaja zgrusavanja
uzrokovanog smanjenjem funkcionalnih razina von Willebrandova faktora (VWF). Ovaj
poremecaj nastaje zbog ubrzane degradacije vWF-a uslijed vezanja na trombocite u velikim
koli¢inama ili mehanickog oStecenja zbog povecane viskoznosti krvi (26). Von Willebrandov
faktor kljuCan je za stabilizaciju faktora VIII i omogucuje trombocitnu adheziju na ostecene
krvne zile. Smanjene razine vVWF-a naruSavaju stvaranje krvnih ugrusaka, povecavaju¢i rizik
od krvarenja, koje se najces¢e manifestira kao epistaksa (krvarenje iz nosa), modrice ili
gastrointestinalno krvarenje (8,27). LijeCenje ET-a ovisi o dobi bolesnika, simptomima i
prisutnosti ¢imbenika rizika. PEG-IFN-a preferira se kod mladih bolesnika (<65 godina) jer
pokazuje bolje rezultate i manji rizik dugoro¢nih nuspojava u odnosu na hidroksiureju, koja se
cesce koristi kod starijih bolesnika (21). Kod asimptomatskih bolesnika lijecenje obi¢no nije
potrebno, osim ako su prisutni visok rizik od tromboze, izrazito poviSen broj trombocita,
prethodni tromboti¢ni dogadaji ili genetske mutacije poput JAK2 V617F. U tim slu¢ajevima

preporucuje se hidroksiureja ili niska doza aspirina za smanjenje trombotskog rizika (21,26).

2.1.3.3. Primarna mijelofibroza (PMF)

Primarna mijelofibroza (PMF) najagresivnija je i najrjeda vrsta MPN-a, a nastaje zbog
mutacija u genima JAK2, CALR i MPL (16,17). Karakterizira je abnormalan rast megakariocita
1 granulocita u koStanoj srzi, nakon ¢ega dolazi do povecanja fibroblasta, Sto uzrokuje fibrozu,
zadebljanje kosStanih gredica 1 osteosklerozu. Zbog poremecaja funkcije koStane srzi,
hematopoeza se premjesta izvan nje te se ekstramedularna hematopoeza odvija u slezeni i jetri
(19,28). PMF se dijeli na ranu (prefibroti¢ku) i zrelu mijelofibrozu. Prema ICC, glavni kriteriji
za ranu mijelofibrozu ukljucuju proliferaciju 1 atipi€ne nakupine abnormalnih megakariocita u
koStanoj srzi bez znacajne retikularne fibroze (stupanj fibroze < 2). Dijagnoza se potvrduje
prisutno$¢u mutacija u genima JAK2, CALR ili MPL, drugim klonskim markerima ili
odsutnosc¢u reaktivne retikulinske fibroze kosStane srzi, uz isklju¢enje klona BCR::ABLI kako
bi se eliminirala moguénost kroni¢ne mijeloicne leukemije (19). Dodatni kriteriji ukljucuju
anemiju, leukocitozu (viSe od 11x10%L), opipljivu splenomegaliju 1 poviSene razine laktat
dehidrogenaze, pri ¢emu je za dijagnozu potreban barem jedan od ovih sporednih kriterija

(19,20). Glavni kriterij za dijagnozu zrele mijelofibroze je stupanj fibroze 2-3, uz prisutnost



nezrelih krvnih stanica u perifernoj krvi (leukoeritroblastoza) kao dodatni sporedni kriterij
(19,28). Mutacije u genu slicnom dodatnom spolnom ceslju 1 (ASXL1), kao i u genima SRSF2,
IDH1/2 1 EZH?2 ¢esce su u zrelom PMF-u te dodatno skracuju prezivljenje (8,29). Bolesnici
bez mijelofibroze takoder mogu dozivjeti leukemijsku transformaciju ako razviju mutaciju
TP53, €ak 1 na subklonalnoj razini. Transformacija PMF-a u AML javlja se u 11 % slucajeva,
dok kemoterapija povecava incidenciju na 20 % (8). Ocekivano prezivljenje bolesnika sa
zrelom PMF iznosi 7,2 godine, dok kod rane PMF iznosi 17,6 godina (25,29). Tijek bolesti
karakterizira progresivno povecanje broja cirkulirajucih stanica CD34+, anemija te promjene
u broju leukocita i trombocita. Bolesnici ¢esto imaju simptome poput umora, gubitka apetita,
gubitka tjelesne mase, poviSene tjelesne temperature i no¢nog znojenja, Sto je posljedica
prekomjerne proizvodnje upalnih citokina. Ekstramedularna hematopoeza moze uzrokovati
zatajenje organa, ukljucujuci pluénu hipertenziju i transformaciju u AML (26,28). Jedini
potencijalno kurativni oblik lijecenja je alogena transplantacija hematopoetskih mati¢nih
stanica, no ona nosi visoku stopu mortaliteta 1 morbiditeta te se primjenjuje kod mladih
bolesnika. Ostale terapijske opcije su palijativne i ukljucuju hidroksiureju za citoredukciju,
inhibitore JAK za lijeCenje splenomegalije te pripravke androgena koji poticu eritropoezu,

¢ime se smanjuje potreba za transfuzijama (29).

2.1.4. Pokretacke mutacije MPN-a
2.1.4.1. Mutacija Janus kinaze JAK2 V617F

Janus kinaze (engl. Janus-Associated Kinases, JAK) su obitelj nereceptorskih protein-
tirozin kinaza koje djeluju kao posrednici izmedu citokinskih receptora koji se nalaze na
povrsini stanica 1 procesa fosforilacije tirozina na unutarstanicnim ciljevima, ¢ime omogucuju
daljnju signalizaciju (30). Ljudski gen JAK2 smjeSten je na kromosomu 9p24 i prvi je put
kloniran 1989. iz cDNA dobivene iz misje hematopoetske stani¢ne linije (31). Obitelj kinaza
JAK sastoji se od cetiri izoforme, JAK1, JAK2, JAK3 i tirozin kinaze 2 (engl. Tyrosine Kinase
2, TYK2) koje su medusobno visoko homologne (32). Proteini JAK imaju klju¢nu ulogu u
normalnoj hematopoezi, pri ¢emu je JAK2 dominantan u signalizaciji pokrenutoj citokinima
tipa I, ukljuCujuéi eritropoetin (engl. Erythropoietin, EPO), faktor stimulacije kolonija
granulocitnih makrofaga (engl. Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor, GM-
CSF) 1 trombopoetin (engl. Thrombopoietin, TPO) (33,34).

Proteini JAK sastoje se od Cetiri glavne domene. Na amino terminalnom kraju se nalazi
regija FERM ¢ije ime je akronim proteina 4.1, ezrina, radixina i moesina. Slijedi domena SH2

(engl. Src homology 2) koja s domenom FERM konstitutivno veze citoplazmatske regije
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citokinskih receptora. Pseudokinazna domena JH2 (engl. Jak-Homology 2) nema stvarnu
aktivnost kinaze, nego ima inhibitorni u¢inak na domenu JH1 (engl. Jak-Homology I). Domena
JHI1, koja se nalazi na karboksilnom kraju proteina JAK2, sadrzi mjesto vezanja ATP-a i
odgovorna je za fosforilaciju tirozinskih ostataka, sto je klju¢no za aktivaciju JAK2 (Slika 1)

(30,35-37). Struktura JAK?2 jos nije potpuno istrazena (38).

N-KRAJ

—O FERM

JH7 JH6 JH5 JH4 JH3 JH2 JH1

Slika 1. Struktura proteina JAK2. Na N-kraju se nalazi domena FERM (F za 4.1 protein, E za
ezrin, R za radiksin i M za moesin) koja sluzi za vezanje kinaze na receptor i sastoji se od domena JH7,
JH6 1 JHS. Domene JH3-JH7 definirane su kao homologne domene JAK, JH3 i JH4 tvore regiju SH2.
Domena JH2 predstavlja pseudokinaznu regiju bez enzimske aktivnosti, a domena JH1 domena JH1 na
C-kraju sadrzi kataliticko mjesto (preuzeto i prilagodeno prema Smith i sur., 2007 (37)).

U neaktivnom stanju, domena JH2 inhibira domenu JHI 1 tirozin kinaznu aktivnost,
dok fosforilacija ostataka Ser523 1 Tyr570 doprinosi regulaciji funkcije domene JH2 i1
stabilizaciji interakcije (39). Nakon vezanja citokina na membranski receptor, dolazi do
promjene konformacije receptora, Sto omoguéuje priblizavanje dviju kinaza JAK2 i njihovu
aktivaciju. Aktivacija JAK-a zapocCinje kada domena JH1 autofosforilira tirozinske ostatke
(Tyr1007 1 Tyr1008) na aktivnoj petlji, stabiliziraju¢i aktivno stanje proteina (Slika 2) (40).
Nakon aktivacije JAK2 fosforilirani tirozinski ostaci na receptoru postaju vezna mjesta za
proteine STAT koji se vezu putem svojih SH2 domena. Fosforilirani proteini STAT
dimeriziraju, translociraju se u jezgru i djeluju kao transkripcijski faktori, regulirajuci
ekspresiju gena ukljucenih u rast stanica, diferencijaciju, imunoloske odgovore i prezivljenje.
Na ovaj nacin se izvanstanicni signali za rast stanica, diferencijaciju, imunoloSke odgovore i
prezivljavanje, prenose putem faktora transkripcije STAT, signalnog puta RAS/MAPK (engl.
Rat Sarcoma Virus/Mitogen - Activated Protein Kinase) 1 signalnih puteva PI3K/AKT (engl.
Phosphoinositide-3-Kinase/Protein Kinase B) (30,38,40,41).

Mutacije u genu JAK?2, poput JAK2 V617F, mogu uzrokovati konstitutivnu aktivaciju
proteina JAK2, §to rezultira nekontroliranom signalizacijom i1 prekomjernom proizvodnjom
krvnih stanica. Poremecaj regulacije puta JAK-STAT kljuéni je dogadaj u raznim
hematoloskim zlo¢udnim bolestima (30,41). Pet neovisnih istrazivackih skupina otkrilo je ovu
mutaciju 2005. godine. Mutacija G—T na nukleotidu 1849 u egzonu 14 gena JAK2 uzrokuje

zamjenu valina fenilalaninom na poziciji 617 unutar domene JH2, §to dovodi do konstitutivne
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aktivacije proteina JAK?2 i signalnih putova klju¢nih za razvoj MPN-a (Slika 2). U normalnim
uvjetima, domena JH2 ima autoregulacijsku funkciju i sprjecava spontanu aktivaciju kinazne
domene JH1 proteina JAK?2, ali mutacija JAK2 V617F naruSava autoregulaciju, Sto dovodi do
konstitutivne aktivacije domene JH1 (4,38,42-45).

Inaktivni D]"LJI TIP  [paktivni BAZALNO STANJE Aktivni
receptor receptor — receptor
4_ —
F F F F
;:‘( @ KONSTITUTIVNO  SH2 ', ' SH2
LJH1 JH1) JH{ ‘:Hz' AKTIVNI © JH2  JH2
V617F DIMER JAK2
@ pY570 > —_—
JH1 JH1
® pss23 <G n & — S §
Y& mutacija JAK2 V617F
pY1007/1008
AUTOINHIBITORNO STANJE NEFOSFORILIRANO STANJE AKTIVNO STANJE
JAK2 JAK2 JAK2

Slika 2. Tri glavna stanja proteina JAK2. U autoinhibiranom stanju, protein je zakljucan u
neaktivnoj konformaciji zbog fosforilacije Ser523 (pS523) i Tyr570 (pY570) u domeni JH2.
Nefosforilirano stanje predstavlja prijelaz izmedu neaktivne i aktivne konformacije. U aktivnom stanju,
dvije molekule JAK2, povezane s dimerom citokinskog receptora, odrzavaju se u prostornom poloZzaju
koji omogucuje transfosforilaciju aktivacijske petlje JH1, uklju¢ujuéi Tyr1007 i Tyr1008. Na prikazu,
pS523 je oznacen plavom to¢kom, pY570 crvenom toCkom, mutacija V617F crvenom zvijezdom, dok
su pY1007/1008 oznaceni zelenim tockama (preuzeto i prilagodeno prema Gou i sur., 2022. (38)).

Mutacija JAK2 V617F prisutna je u 95 % bolesnika s PV-om te u 50-60 % bolesnika s
ET-om i PMF-om, pri ¢emu homozigotnu mutaciju nosi 25-30 % bolesnika s PV-om i 2-4 %
bolesnika s ET-om (42,43). Mutacija JAK2 V617F moZe nastati uslijed replikacijskih
pogresaka tijekom diobe hematopoetskih mati¢nih stanica, izloZenosti okoliSnim ¢imbenicima
(zraCenje, toksi¢ne kemikalije, kroni¢na upala) ili nakupljanja somatskih mutacija povezanih
sa starenjem (30,46).

Udio varijantnog alela (engl. Variant Allele Frequency, VAF) predstavlja omjer broja
oCitanja sekvenci koje nose odredenu varijantu u odnosu na ukupan broj o€itanja na tom mjestu
u genomu. Minimalni udio varijantnog alela JAK2 V617F od 1 % dovoljan je za razvoj MPN-
a, te igra klju¢nu ulogu u odredivanju klini¢kog fenotipa. Visi VAF povezan je s naprednijom
boles¢u i povecanim rizikom za komplikacije, poput tromboze ili progresije bolesti u MF (47).
Fenotipska manifestacija takoder ovisi o omjeru mutiranog i divljeg tipa JAK?2, §to su potvrdile
studije na transgenim misevima. Niska razina mutacije JAK2 V617F uzrokuje trombocitozu 1

blagi porast hematokrita (engl. Hematocrit, HCT), §to odgovara fenotipu ET, dok viSa razina
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mutacije dovodi do eritrocitoze 1 leukocitoze bez trombocitoze, karakteristicne za PV (48,49).
Osim toga, VAF se koristi kao prognosticki marker 1 pokazatelj terapijskog odgovora, pri cemu
njegovo smanjenje tijekom lijecenja ukazuje na ucinkovitost terapije (47,50). Kod bolesnika s
PV-om, VAF mutacije JAK2 V617F pozitivno korelira s razinom HCT-a, brojem eritrocita
(engl. Red Blood Cells, RBC), razinom hemoglobina (engl. Hemoglobin, HGB) 1 brojem
leukocita (engl. White Blood Cells, WBC), dok povezanost s dobi bolesnika i brojem
trombocita (engl. Platelets, PLT) nije utvrdena (46). Mutacije u egzonu 12 gena JAK2 uzrokuju
konstitutivhu aktivaciju puta JAK-STAT, $to dovodi do izrazenije eritrocitoze te manje
trombocitoze 1 leukocitoze u usporedbi s mutacijom JAK2 V617F. Oko 3 % bolesnika s pravom
policitemijom ima insercije ili delecije u egzonu 12 gena JAK2, §to omogucuje aktivaciju
kinaze. Fenotip ovih mutacija obic¢no je blazi, ograni¢en na eritrocitozu, no moze se razviti
puni fenotip policitemije ili koegzistirati s mutacijom JAK2 V617F (8,42).

Proteini PIAS (engl. Protein Inhibitors of Activated STAT) i SOCS (engl. Suppressor Of
Cytokine Signaling Proteins) kljuéni su regulatori signalizacije JAK-STAT. Proteini PIAS
inhibiraju transkripciju blokirajuéi vezanje za DNA. PIASx inhibira aktivaciju gena u ljudskim
T stanicama stimuliranu s IL-12 i ovisnu o STAT4 (51,52). Proteini SOCS sprjeCavaju vezanje
STAT-a na receptore, smanjuju aktivnost JAK-a te ubrzavaju ubikvitinaciju 1 degradaciju
kompleksa receptora povezanih s JAK-om. Njihova kombinirana aktivnost kontrolira
signalizaciju JAK-STAT, no disfunkcija proteina PIAS 1 SOCS kod MPN-a dovodi do njegove
prekomjerne aktivacije. Tada nastaje potreba za terapijskom primjenom inhibitora JAK-a, koji
vezanjem za domenu koja veze ATP blokiraju kinaznu aktivnost i sprjecavaju STAT
signalizaciju (30,53). Ruxolitinib, neselektivni inhibitor JAK1/2, smanjuje simptome,
splenomegaliju 1 citokine, ali moZe uzrokovati anemiju 1 trombocitopeniju (54). Svi dosad
otkriveni inhibitori JAK-a djeluju palijativno, ublaZavaju¢i simptome 1 komplikacije bolesti,
ali ne otklanjaju njezin osnovni uzrok. Zbog toga se intenzivno istraZzuju inhibitori signalizacije
STAT, koji bi mogli pruziti ciljanu terapiju usmjerenu na kljuéne medijatore unutar signalnog

puta JAK-STAT, potencijalno nudeci uc¢inkovitiju kontrolu bolesti (5).
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2.1.4.2. Mutacije CALR

Saperon endoplazmatskog retikuluma CALR kljudan je za pravilno savijanje glikoproteina
1 odrzavanje homeostaze kalcija. Sudjeluje u kontroli kvalitete proteina i nizu stani¢nih
procesa, ukljuc¢ujuéi homeostazu kalcija, eliminaciju pogresno savijenih proteina, proliferaciju,
fagocitozu, apoptozu, stani¢nu adheziju, imunoloski odgovor na rak i signalizaciju (30,55).
Mutacije u genu CALR (19p13.13), otkrivene 2013. godine metodom sekvenciranja egzoma,
druga su najceS¢a pokretacka promjena, prisutne su u 20-30 % bolesnika s MPN-om.
Zastupljenost mutacija CALR u PV-u, ET-u i PMF-u varira ovisno o populaciji, a mogu
koegzistirati s mutacijom JAK2 V617F (56-58). U hematopoetskim mati¢nim i progenitorskim
stanicama otkriveno je viSe od 50 tipova mutacija, od kojih su najces¢e delecija od 52 bp i
insercija od 5 bp u egzonu 9 (57). Te mutacije uzrokuju pomak okvira ¢itanja, Sto dovodi do
gubitka sekvence KDEL (lizin-aspartat-glutamat-leucin) i1 stvaranja abnormalnog C-
terminalnog kraja kalretikulina. To dovodi do aktivacije receptora MPL, konstitutivne
aktivacije signalizacije JAK2 i rasta neovisnog o citokinima, $to rezultira nekontroliranom
proliferacijom megakariocita (55,57-59). Bolesnici s MPN-om koji nose mutacije CALR imaju
visi broj trombocita i niZe razine hemoglobina u odnosu na one s mutacijom J4K2. Takoder,

imaju manji rizik od tromboze i dulje ukupno prezivljenje (59).

2.1.4.3. Mutacije MPL

Gen MPL smjesten je na kromosomu 1p34, sastoji se od 12 egzona 1 kodira receptor
MPL, receptor za trombopoetin (engl. Thrombopoietin, TPO). Trombopoetin stimulira
proizvodnju trombocita iz megakariocita vezanjem na receptor MPL, ¢ime aktivira klju¢ne
signalne puteve potrebne za trombopoezu (30). Somatske mutacije MPL najcesce se javljaju u
egzonu 10, pri ¢emu dolazi do zamjene triptofana s leucinom ili lizinom, rjede s argininom ili
alaninom, na poziciji 515 u jukstamembranskoj domeni receptora MPL (MPL W515L/K ili
WS515R/A). Rjeda mutacija, SS05N, nalazi se u transmembranskoj domeni 1 uzrokuje zamjenu
serina s asparaginom. Te mutacije uzrokuju aktivaciju receptora MPL i u odsutnosti
trombopoetina, Sto dovodi do konstitutivne aktivacije signalizacije JAK-STAT te posljedi¢ne
prekomjerne proizvodnje trombocita 1 drugih krvnih stanica (60,61). Mutacije MPL mogu se
pojaviti u MPN-u istodobno s mutacijom JAK2 V617F (60). Mutacija JAK2 V617F otezava
sazrijevanje receptora MPL, povecava udio nezrelih receptora na plazma membrani i potice
njihovu degradaciju. Posljedicno dolazi do poviSene razina trombopoetina u plazmi zbog

smanjenog uklanjanja trombopoetina od strane megakariocita (23,61).
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2.2. Mitohondriji

Mitohondriji su citoplazmatski stani¢ni organeli s dvostrukom membranom koji
proizvode energiju u obliku adenozin trifosfata (engl. Adenosine Triphosphate, ATP) putem
oksidativne fosforilacije. Otkrio ih je Svicarski fiziolog i anatom Albert von Kolliker 1856.
godine, a naziv im je dao Carl Benda 1898. godine (62—-64). Vanjsku membranu tvore
fosfolipidi i proteini koji odvajaju mitohondrije od citosola. Membrana je propusna za male
molekule do 5.000 daltona, ukljucujuc¢i ATP i1 ADP (engl. Adenosine Diphosphate, ADP), ¢iji
je transport omogucen porinskim proteinima koji formiraju kanale. Ve¢e molekule prolaze kroz
membranu uz pomo¢ enzimskog proteina translokaze (62,65). Unutarnju membranu tvore
proteini i fosfolipidi, a kardiolipin pridonosi stvaranju unutarnjih nabora zvanih kriste koji
dodatno povecéavaju njezinu povrsinu. Unutarnja membrana sadrZi pet enzimskih kompleksa,
od kojih prva cetiri €ine lanac transporta elektrona, dok peti, ATP sintaza, katalizira reakciju
proizvodnje ATP-a. Svi zajedno sudjeluju u oksidativnoj fosforilaciji (engl. Oxidative
Phosphorylation, OXPHOS) te omogucuju prijenos metabolita izmedu citosola i mitohondrija.
Buduéi da je nepropusna za ione i male molekule, odrzava gradijent protona koji pokrece
OXPHOS (62,65-67). Intermembranski prostor ima vaznu ulogu u sintezi ATP-a, dok
unutrasnjost mitohondrija, matriks, sadrzi vlastitu DNA, velik broj enzima ukljucenih u
oksidaciju piruvata 1 masnih kiselina, ciklus limunske kiseline (Krebsov ciklus), molekule
RNA, proteine i druge male molekule (62,66,67).

Glavna uloga mitohondrija je pretvaranje produkata metabolizma ugljikohidrata,
proteina 1 masti u CO:z 1 vodu putem oksidativne fosforilacije, pri ¢emu proizvode oko 90 %
stani¢ne energije. Osim u proizvodnji energije, mitohondriji sudjeluju u homeostazi kalcija,
detoksikaciji amonijaka 1 reaktivnih kisikovih vrsta, sintezi kolesterola, biosintezi hema i
steroida, regulaciji apoptoze te odrzavanju stani¢ne homeostaze (62,65,66). Metabolizam
glukoze zapocinje u citosolu, gdje se glukoza glikolizom razgraduje do piruvata, koji zatim
ulazi u mitohondrije pomoc¢u mitohondrijskog piruvatnog nosafa (engl. Mitochondrial
Pyruvate Carrier, MPC) (66,67). Unutar mitohondrija, piruvat se oksidira pomoc¢u piruvat
dehidrogenaze u acetil koenzim A (engl. Acetyl Coenzyme A, Acetil-CoA), dok se masne
kiseline razgraduju do acetil-CoA procesom B-oksidacije. Acetil-CoA zatim ulazi u ciklus
limunske kiseline (Krebsov/engl. The Tricarboxylic Acid, TCA), gdje se potpuno oksidira do
CO:, uz istovremenu proizvodnju NADH 1 FADH: kroz niz dehidrogenacijskih reakcija
(62,65-67). Potom NADH i FADH: predaju elektrone lancu transporta elektrona (engl.

Electron Transport Chain, ETC), koji se odvija na unutarnjoj mitohondrijskoj membrani.
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Elektroni se postupno prenose preko proteinskih kompleksa do molekularnog kisika (O-), pri
¢emu nastaje voda (62,65,66). Energija oslobodena ovim oksidacijskim reakcijama koristi se
za pumpanje protona (H") kroz unutarnju membranu, stvarajuci elektrokemijski protonski
gradijent. Taj gradijent pokrece ATP sintazu (kompleks V), koja fosforilira ADP u ATP (65).
Oksidacijom jedne molekule NADH nastaju tri molekule ATP-a, dok oksidacijom jedne
molekule FADH: nastaju dvije molekule ATP-a. Ukupno, iz jedne molekule glukoze u
aerobnim uvjetima moZze nastati oko 30-32 ATP-a, dok oksidacija masnih kiselina proizvodi

jos vece koli¢ine ATP-a, ovisno o duljini lanca masne kiseline (62,65).

2.2.1. Mitohondrijska DNA

Mitohondriji imaju vlastitu kruznu deoksiribonukleinsku kiselinu (engl.
Deoxyribonucleic Acid, DNA) koja sadrzi priblizno 16.569 parova baza i replicira se neovisno
0 jezgrinom genomu, stvarajuci velik broj kopija u svakoj stanici (62,65,68). Teski lanac
mtDNA kodira 28 od ukupno 37 gena: dvije ribosomske ribonukleinske kiseline (12S i 16S
Ribosomal Ribonucleic Acid, fRNA), 14 transportnih ribonukleinskih kiselina (engl. Transfer
Ribonucleic Acid, tRNA) i 12 polipeptida.

Laki lanac kodira osam tRNA i jedan protein. Ukupno 13 polipeptida koje kodira
mtDNA, zajedno s priblizno 80 nuklearnih gena (engl. Nuclear Deoxyribonucleic Acid,
nDNA), sudjeluje u OXPHOS. Od tih 13 polipeptida, sedam pripada kompleksu I (engl.
NADH-ubiquinone oxidoreductase chain; NDI-ND6, osim ND3), citokrom b pripada
kompleksu III (engl. Cytochrome b, CYB), tri polipeptida citokrom c¢ oksidaze kompleksu IV
(engl. Cytochrome C Oxidase; COX1, COX2, COX3), dok kompleks II kodiraju isklju¢ivo
nuklearni geni. Preostala dva polipeptida (ATP6 1 ATP8) sudjeluju u radu ATP sintaze, koja
nije dio ETC-a, ve¢ katalizira sintezu ATP-a koriste¢i protonski gradijent stvoren ETC-om
(65,68). Zbog svoje kompaktnosti, mitohondrijski genom ima preklapajuce kodirajuce regije,
ukljucujuéi MT-ATP6 i MT-ATPS, kao i ND4 i ND4L (65).

Jedina nekodirajuca, takozvana kontrolna regija u ljudskoj mtDNA duga je priblizno
1,1 kb. Kontrolna regija DNA sadrzi D-petlju (engl. Displacement Loop), koja regulira
transkripciju 1 replikaciju mtDNA te sluZi kao promotor za oba lanca mtDNA. MtDNA se
prikazuje kao dogovoreni kruzni sustav koordinata radi lakSeg snalazenja, pri cemu se
ishodiste, odnosno pozicija 1, nalazi unutar kontrolne regije.

Ova regija sadrZi dva hipervarijabilna segmenta (engl. Hypervariable Region, HVR),
koji se najceSc¢e analiziraju zbog varijabilnosti (HVS I 1 HVS 1I) (Slika 3) (65,66,69). Osim
D-petlje, mtDNA sadrzi i druge nekodiraju¢e elemente, poput Or (engl. Origin of the L
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Strand), koji sluzi kao ishodiste replikacije lakog lanca i smjeSten je izvan D-petlje (Slika 3)
(62,65,70). Mutacije u nekodiraju¢im regijama poput D-petlje 1 OL mogu utjecati na stabilnost
i ucinkovitost replikacije mtDNA, §to je povezano s raznim mitohondrijskim bolestima 1

starenjem (69,70).

KONTROLNA REGIJA

16024 16365 173 340 576

16 569 bp

Slika 3. Prikaz organizacije mtDNA. Ljudska mtDNA je kruzna dvolan¢ana molekula. Teski
lanac (H-lanac) je bogat G bazama, dok je drugi, laki lanac (L-lanac), bogat C bazama. Geni za
tRNA oznaceni su troslovnim nazivom odgovarajué¢e aminokiseline, dok preostali geni kodiraju
proteine, osim dva gena za rRNA. Prikazana su ishodista replikacije lakog (Ov) i teskog (On)
lanca, kao i promotori za transkripciju oba lanca (Pr, Pu). Kontrolna regija sadrzi dva
hipervarijabilna segmenta (HVR), HVS-1 i HVS-II. Geni koji se transkribiraju s H-lanca
prikazani su izvan kruzne strukture, dok su geni koji se transkribiraju s L-lanca prikazani unutar
kruzne strukture. Strelice oznacavaju lokacije promotora za inicijaciju transkripcije i replikacije
oba lanca (preuzeto i prilagodeno prema Jobling i sur., 2004. (69)).
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2.2.2. Haplogrupe

Mitohondrijske haplogrupe predstavljaju skup srodnih haplotipova definiranih
specificnim kombinacijama jednonukleotidnih polimorfizama (engl. Single-Nucleotide
Polymorphism, SNP) u mtDNA, koje se prenose isklju¢ivo majcinskom nasljednom linijom.
One nastaju postupnim nakupljanjem mutacija kroz generacije. Budu¢i da mtDNA ne prolazi
kroz rekombinaciju, njezine loze ostaju uglavnom klonalne, a mutacije se nakupljaju
predvidivom dinamikom. Mitohondrijske haplogrupe stoga omogucéuju vremensko i1 prostorno
pracenje ljudske evolucije (71). Najopseznije filogenetsko stablo za ljudske mitohondrijske
genome obuhvaca 6.401 jedinstvenu haplogrupu s varijabilnom geografskom distribucijom, a
sve danas poznate haplogrupe potjec¢u od zajednicke pretkinje iz Afrike (72,73).

Evolucijske mutacije dovele su do podjele mtDNA na regionalno specificne
haplogrupe. Sve africke mitohondrijske genetske linije pripadaju makrohaplogrupi L, koja je
specificna za africki kontinent i nastala je prije otprilike 130.000 do 200.000 godina (73,74).
Unutar ove makrohaplogrupe izdvajaju se Cetiri glavne afri¢ke linije: LO, L1, L2 i L3, od kojih
je LO najstarija i1 zastupljena medu Kojsanskim narodima dok su L1 i L2 dominantne u
populaciji Pigmeja. Haplogrupa L3 odigrala je klju¢nu ulogu u migracijama jer su se iz nje
razvile haplogrupe M i N, koje su napustile Afriku i prosirile se diljem svijeta.

Haplogrupa M prvo se proSirila juznom Azijom te stigla do Australije (74). Kasnije su
njezini potomci migrirali prema sjevernoj Aziji, gdje su u srediSnjoj Aziji nastale haplogrupe
C, D, G 1 podskupine M (M1-M20) (75,76). Haplogrupa N proSirila se u dva smjera. Prvi je
vodio kroz Australiju i1 juznu Aziju do srediSnje i1 sjeverne Azije, gdje su iz nje nastale
haplogrupe A 1Y (76,77). Drugi smjer migracija obuhvacao je sjevernu Afriku 1 Europu, gdje
su se razvile haplogrupe I, W 1 X (78). Unutar zapadnog dijela Euroazije, haplogrupa N
formirala je submakrohaplogrupu R, koja je imala znacajnu ulogu u genetskoj povijesti Europe
1 Azije. Iz nje su se u Europi razvile haplogrupe H, J, T, U 1V, dok su u Aziji iz nje potekle
haplogrupe B 1 F (Slika 4) (77-79).

Haplogrupa H najcesc¢a je i najraznolikija europska linija, s ucestalos¢u od 40-50 %.
Haplogrupa H1, nastala prije ~22.500 godina, najzastupljenija je u Europi, posebno u zapadnim
regijama, te se proSirila u Sjevernu Afriku, Levant, Anatoliju, Kavkaz, SredisSnju Aziju 1 Sibir
(80). U Hrvatskoj je H najceS¢a haplogrupa (36 %), a najdominantnije submakrohaplogrupe su
HI1 i H5 (neobjavljeni populacijski podaci Centra za forenzi¢na ispitivanja, istraZivanja i

vjestacenja “Ivan Vucetic”).
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Haplogrupe su genetske podskupine koje mogu imati razli¢ite ucestalosti genetskih
varijanti povezanih s bolestima, kao $to je europska haplogrupa J, koja povecava penetraciju
blazih mutacija u Leberovoj nasljednoj optickoj neuropatiji (engl. Leber’s Hereditary Optic

Neuropathy, LHON), ¢ime se povecava ozbiljnost bolesti (81).

Slika 4. Geografska raspodjela haplogrupa. Sve africke mtDNA pripadaju makrohaplogrupi L, pri
¢emu je LO najstarija, a slijede L1 i L2. Haplogrupa L3, nastala u Africi, bila je preteca haplogrupa M i
N, jedinih linija koje su uspjeSno napustile kontinent. Makrohaplogrupa N proSirila se Europom i
Azijom, dok je M ostala ograni¢ena na Aziju. Haplogrupe A, C i D migrirale su iz Sibira preko Beringije
u Ameriku, dok su B i X dospjele euroazijskim migracijama. Haplogrupa B kasnije se proSirila duz
obalnih ruta Azije i naselila pacificko otoc¢je (preuzeto iz MITOMAP, 2012. (79)).

2.2.3. Heteroplazmije i homoplazmije

Unutar svake stanice mozZe se nalaziti nekoliko stotina do nekoliko tisu¢a mitohondrija,
a unutar svakog mitohondrija moZe postojati viSe kopija mtDNA S§to nazivamo poliplazmijom
(65). Homoplazmija oznacava stanje u kojem su sve kopije mtDNA unutar stanice identi¢ne,
bez obzira sadrze li mutaciju ili ne. Nasuprot tome, heteroplazmija oznacava prisutnost i
mutiranih 1 nemutiranih kopija mtDNA unutar iste stanice. Medutim, ne uzrokuju sve mutacije
mtDNA bolesti, mnoge su mutacije neutralne, a neke varijante mogu ¢ak pruziti selektivnu
prednost stanici ili organizmu (12). Patogenost mutacija mtDNA ovisi o njihovoj prirodi i
relativnoj brojnosti, pri ¢emu se mnoge patogene mutacije klini¢ki manifestiraju tek pri
visokim razinama heteroplazmije (odnosno postotnom udjelu patogene varijante) (82). Ovaj
ucinak praga znaci da mutacija mora dose¢i kriti¢nu razinu u stanici ili tkivu kako bi uzrokovala
disfunkciju oksidativne fosforilacije. Stanice mogu tolerirati visok udio mutirane mtDNA prije

pojave biokemijskih defekata, pri cemu je prag za Stetne ucinke obi¢no iznad 80 %, dok je u
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tkivima s ve¢om ovisno$¢u o oksidativnom metabolizmu taj prag nizi (Slika 5) (12,83).
Heteroplazmija ima klju¢nu ulogu u izrazenosti mitohondrijskih bolesti, jer udio mutirane
mtDNA varira medu tkivima i ¢lanovima obitelji, unatoc¢ isklju¢ivo matrilinearnom prijenosu.
Te varijacije proizlaze iz nasumicne segregacije i selekcije mitohondrija tijekom razvoja, §to

dovodi do razli¢itih razina mutacijskog optere¢enja u stanicama i tkivima (84).

HOMOPLAZMITA
FENOTIP ~
ZDRAVE
OSOBE
HETEROPLAZMIJA
BIOKEMITSKI
= PRAG
FENOTIP
OBOLJELE ® mDNA divijeg tipa
OSOBE .
® mutirana miDNA

Slika 5. Mitohondrijska heteroplazmija i ucinak praga. Stanice mogu podnijeti visok postotak
mutirane mtDNA prije nego Sto biokemijski defekt ili klini¢ki fenotip bolesti postane ocit, $to se obi¢no
dogada tek kada mutirane molekule mtDNA postignu visok postotak u stanici (preuzeto i prilagodeno
prema Stewart i sur., 2015. (12)).

Tijekom oogeneze dolazi do znacajnog smanjenja broja molekula mtDNA, ¢ime nastaje
efekt uskog grla. Takvo naglo smanjenje broja kopija mtDNA u stanici moze dovesti do brze,
ali nasumi¢ne promjene razine heteroplazmije. Zbog toga zdrava majka, kod koje je u oociti
doslo do povec¢anja udjela patogene mutacije, moZze imati potomke pogodene mitohondrijskom
bolescu (69). Heteroplazmijska stopa moze utjecati na tezinu, dob pocetka i napredovanje
mitohondrijskih poremecaja, zbog ¢ega je njezino tumacenje u genetskim analizama kljuéno
za preciznu procjenu povezanosti varijanti mtDNA sa sloZenim osobinama ili bolestima (85).
Razli¢ita tkiva i stanice unutar pojedinca mogu imati varijabilne razine heteroplazmije, Sto
dodatno otezava genetske analize. Budu¢i da tkivno specifi¢na heteroplazmija moze utjecati
na fenotipsku ekspresiju bolesti, njezina integracija u analize klju¢na je za preciznije

razumijevanje genetskih varijacija i njihovih uc¢inaka (86).
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2.2.4. Broj kopija mtDNA

Za razliku od nDNA, broj kopija mitohondrijskog genoma (Mitochondrial DNA Copy
Number, mtDNA-CN) varira unutar iste stanice, medu stanicama istog tkiva, te izmedu istih
vrsta stanica u razli¢itim fazama razvoja. Osim toga, broj kopija mtDNA varira i medu
razli¢itim tkivima i medu pojedincima, prilagodavaju¢i se bioenergetskim potrebama
organizma (87). Mitohondriji obicno sadrze dvije do deset kopija mtDNA, dok broj
mitohondrija u somatskim stanicama varira od nekoliko stotina do tisu¢u, ovisno o vrsti tkiva
(66). Na varijabilnost mtDNA-CN utjecu okolisni ¢imbenici poput izlozenosti toksinima, stresa
i patoloskih stanja, a njezine promjene povezane su s razli¢itim bolestima i fenotipovima,
ukljucujuéi neurodegenerativne poremecaje i rak (88-90). S druge strane, genetski ¢imbenici
zna¢ajno doprinose varijabilnosti mtDNA-CN, pri ¢emu se udio nasljednih ¢imbenika
procjenjuje na priblizno 65 % (90).

Replikacija mtDNA slozen je proces koji ukljucuje vise regulatornih proteina. Kljuénu
ulogu ima mitohondrijski transkripcijski faktor A (engl. Mitochondrial Transcription Factor A,
TFAM), koji se veze na mtDNA te regulira njezinu replikaciju 1 stabilnost (91). Studije na
zivotinjskim modelima pokazale su da heterozigotno uklanjanje TFAM-a uzrokuje smanjenje
razine mtDNA za priblizno 50 %, dok njegova prekomjerna ekspresija povecava broj kopija za
isti postotak (92). Osim TFAM-a, vazan regulator je helikaza Twinkle, koja razdvaja dvostruku
uzvojnicu mtDNA, omogucujuéi njezinu replikaciju djelovanjem DNA polimeraze y (engl.
DNA Polymerase Subunit Gamma, POLG). Kataliticka podjedinica POLG, poznata kao
POLG-A, esencijalna je za mtDNA-CN. Visoke razine metilacije na egzonu 2 gena POLG
povezane su sa smanjenjem broja kopija mtDNA, §to moze utjecati na diferencijaciju stanica i
razvoj malignih bolesti (88,93).

MtDNA-CN dodatno reguliraju transkripcijski faktori ukljuceni u mitohondrijsku
biogenezu, poput koaktivatora proliferatora peroksisoma (engl. Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor-Gamma Coactivator, PGC-1a), kojeg kodira gen PPARGCI1A, i nuklearnog
respiratornog faktora 1 (engl. Nuclear Respiratory Factor 1, NRF-1). Ovi faktori reguliraju
ekspresiju gena kljuénih za sintezu mitohondrijskih proteina i odrZavanje mitohondrijske
funkcije (94). Dokazano je da mtDNA-CN moZe korelirati s teZinom bolesti, no ta povezanost
ovisi o razli¢itim ¢imbenicima, ukljucujuéi heteroplazmiju, metabolicke zahtjeve tkiva i

epigenetske regulacijske mehanizme (82).
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2.2.5. Mitohondrijske mutacije i bolesti

Mitohondrijske bolesti klinicki su heterogena skupina poremecaja uzrokovanih
disfunkcijom mitohondrija zbog mutacija u mtDNA i nDNA (95). MtDNA pogadaju toCkaste
mutacije, delecije, duplikacije i insercije zbog nedostatka rekombinacije. Budu¢i da se
mitohondriji nasljeduju isklju¢ivo od majke, jer se mtDNA spermija selektivno degradira
tijekom oplodnje i formiranja zigote, u mitohondrijskom genomu ne dolazi do rekombinacije,
Sto onemogucuje popravak mutacija razmjenom genetskog materijala (96). lako TFAM
pomaze u pakiranju mtDNA u nukleoide, pruzaju¢i odredenu zastitu, izostanak histona dodatno
smanjuje stabilnost mtDNA, ¢inedi je podloznijom osSte¢enjima u usporedbi s nDNA (97).
Osim toga, mtDNA je izlozena djelovanju RKYV, $to poti¢e nakupljanje mutacija. lako POLG
sudjeluje u replikaciji i popravku mtDNA, njezina relativno visoka stopa pogresaka, zajedno s
nedostatkom rekombinacije 1 ograni¢enim mehanizmima popravka, doprinosi postupnoj
degradaciji mitohondrijske funkcije (65).

Od otkri¢a prve mutacije povezane s mitohondrijskim bolestima do danas identificirane
su stotine patogenih mutacija mtDNA, koje uzrokuju razli¢ite mitohondrijske poremecaje
(95,98). LHON jedna je od prvih genetski identificiranih mitohondrijskih bolesti koja nastaje
uslijed mutacija u genima ND1, ND4, ND6 i CYB te uzrokuje iznenadni, bezbolni gubitak vida
u mladih odraslih osoba (99). Leighov sindrom, najces$¢i mitohondrijski encefalomiopatski
poremecaj u djece, uzrokovan je mutacijama u nuklearnim i mitohondrijskim genima
kompleksa I 1 IV, §to dovodi do disfunkcije OXPHOS. Bolest uzrokuje progresivnu
neurodegeneraciju, miSi¢nu slabost, laktacidozu 1 respiratorne komplikacije (100). MELAS
(engl. Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosis, And Stroke-Like Episodes) je
mitohondrijska bolest koju karakteriziraju epizode nalik moZdanom udaru, demencija,
miopatija i laktacidoza, a viSe od 80 % bolesnika s MELAS-om ima mutaciju m.3243A>G u
genu MTTLI (101). Velik broj mitohondrijskih bolesti karakterizira teska klinicka slika, jer
pogadaju vitalne organe koji ovise o velikoj koli¢ini energije koju proizvode mitohondriji.
Zbog njihove izrazite heterogenosti, kod mitohondrijskih je bolesti Cesta neadekvatna
dijagnostika ili ¢ak cjeloZzivotni izostanak to¢ne dijagnoze, §to posljedi¢no otezava terapijske

strategije 1 istrazivanja (102).

2.2.6. Oksidativni stres i uloga antioksidativnih enzima

Oksidativni stres nastaje naruSavanjem ravnoteze izmedu proizvodnje RKV-a, RDV-a

i djelovanja antioksidacijskih mehanizama koji ih neutraliziraju. Povecana proizvodnja RKV-
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a ili smanjena antioksidacijska zastita moze dovesti do oStec¢enja lipida, proteina i nukleinskih
kiselina, §to je povezano sa starenjem i1 raznim bolestima (62,65,103). Tijekom stani¢nog
disanja i proizvodnje ATP-a, mitohondrijski ETC stvara RKV, ukljucujuéi superoksidni anion
(O27), vodikov peroksid (H20-) 1 hidroksilne radikale (OH¢), koji mogu izravno ostetiti mtDNA
(104).

Potencijal mitohondrijske membrane (A¥Wm) kljucan je za pravilno funkcioniranje
ETC-a. Njegov porast ili pad moze dodatno pojacati oksidativni stres. Visok A¥m usporava
protok elektrona, $to povecava curenje elektrona na ubikinonskim i semikinonskim mjestima
u lancu prijenosa elektrona, kao i na citokromu c. To dovodi do jednovalentne redukcije
molekularnog kisika 1 stvaranja O:" (65,66,104). U fizioloskim uvjetima, O~ uklanjaju
antioksidacijski mehanizmi. Najprije se pretvara u H20., a zatim u vodu. Pri visokoj
proizvodnji ATP-a, gubitak elektrona se povecava, Sto rezultira viSim razinama O: koje
antioksidacijski sustav stanice ne moze potpuno eliminirati. Kao rezultat toga, moze do¢i do
reakcije izmedu O: 1 njegovog reduciranog oblika H-0O:, kao i1 do reakcije H2O: s ionima
prijelaznih metala. Obje reakcije dovode do stvaranja reaktivnog OHe. Ovaj radikal moze
pokrenuti lipidnu peroksidaciju u mitohondrijskoj membrani Sto dovodi do promjene
konformacije mitohondrijske membrane, inhibicije sinteze ATP-a 1 aktivacije signalnih puteva
za apoptozu (65,105). Pad A¥Ym moze povecati proizvodnju RKV-a, osobito tijekom
mitohondrijske disfunkcije ili apoptoze (65,104).

Antioksidacijski enzimi uklanjaju RKV katalitickim putem. To primarno c¢ine
superoksid dismutaza (engl. Superoxide Dismutase, SOD), glutation peroksidaza (engl.
Glutathione Peroxidase, GPx) 1 katalaza (engl. Catalase, CAT). SOD uklanja RKV
kataliziraju¢i pretvorbu Oz~ u manje reaktivan H20: 1 kisik (105). Izoforma SOD1 smjeStena je
u citosolu 1 intermembranskom prostoru mitohondrija, SOD2 se nalazi u mitohondrijskom
matriksu 1 odgovorna je za uklanjanje superoksida nastalog u mitohondrijskom elektronskom
transportnom lancu, dok se SOD3 izlucuje u izvanstani¢ni prostor. SOD2 je poznata i kao
MnSOD, tetramer s manganom kao kofaktorom (106). GPx je antioksidativni enzim koji
reducira H20: 1 organske hidroperokside (lipidne hidroperokside), sprjeCavajuc¢i oksidativna
oStecenja lipida, proteina i DNA. Pri niskim razinama H-O:, glavnu ulogu u njegovoj razgradnji
ima GPx, dok pri visokim koncentracijama djeluje CAT (107,108). CAT je homotetramer, pri
¢emu svaka podjedinica sadrzi hemsku skupinu s atomom Zeljeza (Fe*") u aktivhom centru, §to
omogucuje katalizu razgradnje H20O2 na vodu 1 kisik. Katalaza postoji u tri izoenzimska oblika
(A, B, O), koji nastaju posttranslacijskim modifikacijama. Najvece koncentracije katalaze

nalaze se u peroksisomima, dok je u citosolu prisutna u manjoj mjeri. U mitohondrijima je
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rijetka ili odsutna, osim u srcu Stakora, gdje je detektirana (109). Osim antioksidativnih enzima,
vaznu ulogu u oksidativnoj zastiti imaju sirtuini (SIRT1-SIRT7), NAD*-ovisni enzimi koji
reguliraju metabolizam, stres, popravak DNA, starenje i redoks ravnotezu, a njihova aktivnost
ovisi o razini NAD" i energetskom statusu stanice (110). Medu njima isti¢e se deacetilacija
posredovana enzimom SIRT3, koja s jedne strane pojacava aktivnost enzima SOD2 u
neutralizaciji Oz, dok s druge strane posredno regulira ekspresiju SOD2 i CAT aktivacijom
transkripcijskog faktora FOXO3a. SIRT3 je stoga klju¢an za mitohondrijsku homeostazu i

antioksidativnu zastitu, te ima vaznu ulogu u odrzavanju redoks ravnoteze u stanici (111,112).

2.2.7. Mitohondriji u karcinomima i MPN-u

Zdrave stanice koriste OXPHOS u mitohondrijima kada imaju dovoljno kisika, dok
tumorske stanice, ¢ak i u prisutnosti kisika, pretezno koriste glikolizu kao izvor ATP-a. Ovaj
fenomen, poznat kao Warburgov efekt, prvi je opisao Otto Warburg u somatskim tumorima
(113,114). Tumorske stanice mogu prilagodavati svoj metabolizam, prelazeci izmedu glikolize
1 OXPHOS, §to im omogucuje prezivljavanje i proliferaciju u razli¢itim uvjetima (115).
Dokazano je da mutacije mtDNA mogu biti 1 uzrok 1 posljedica nastanka tumora. One mogu
poremetiti normalne metaboli¢ke procese i potaknuti razvoj tumora, ali takoder mogu nastati
kao odgovor na metabolicke stresove prisutne u tumorskim stanicama (15). Istrazivanja
provedena na miSevima s mutacijom D257A u genu POLG kojom je poremecen popravak
mtDNA, pokazala su da ova mutacija pogoduje razvoju leukemije (116). Iako se smatralo da
je Warburgov efekt specifican za somatske tumore, novija istrazivanja pokazuju da se moze
primijetiti 1 u PV gdje je povezan s povecanom aktivnoS¢u HIF-a (engl. Hypoxia Inducible
Factor). Povecana ekspresija RUNXI i1 NF-E2 nije specificna za PV i MPN-ove, ve¢ je prisutna
samo u policitemijama s pojacanom signalizacijom HIF (117). Aktualna istraZivanja
naglaSavaju slozenost 1 potrebu daljnjeg istrazivanja poveznica izmedu mutacija mtDNA 1
specifi¢nih tipova MPN-a kako bi se bolje razumjeli molekularni mehanizmi koji podupiru

njihov razvoj (116).

23



3. MATERIJALI 1 METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Bioloski materijal

U ovom istrazivanju analizirano je 66 uzoraka periferne krvi ispitanika oboljelih od
MPN-a i 30 uzoraka periferne krvi zdravih ispitanika u kontrolnoj skupini. Svima su
uzorkovane po dvije epruvete od 5 mL periferne krvi s EDTA kao antikoagulansom. Uzorci su
prikupljeni u Zavodu za hematologiju Klini¢ke bolnice Dubrava u Zagrebu, u razdoblju od
svibnja 2023. do prosinca 2024. godine. Krv bolesnika prikupljena je venepunkcijom tijekom
rutinske obrade osnovne bolesti, dok su kontrolni uzorci krvi prikupljeni od zdravih ispitanika.
Svi bolesnici bili su upoznati s ciljevima istrazivanja i potpisali su informirani pristanak.
Istrazivanje, koje je dio doktorske disertacije, odobrila su dva nadlezna povjerenstva: Eticko
povjerenstvo Klini¢ke bolnice Dubrava u Zagrebu 06. veljace 2024. godine (broj odobrenja:
2024/0206-01) i Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu 23. svibnja
2024. godine (broj odobrenja: 251-59-10106-24-111/50).

3.1.2. Kemikalije

° dNTP Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)

. MitoTracker™ Deep Red FM (MT) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)

o Nonyl Acridine Orange (NAO) (Acridine Orange 10-Nonyl Bromide) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD)

° Natrijev hidroksid 1,0 N (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

° Etanol apsolutni (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

J Agaroza u prahu (Bio Reagent)

. Midori Green Advance (Nippon Genetics)

° Generuler HR DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)

3.1.3. Otopine i puferi

ACK pufer za lizu (otopina amonijevog klorida, kalijevog klorida i natrijevog
bikarbonata)

. Fizioloska otopina s fosfatnim puferom PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
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voda Ambion bez nukleaza (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
TRIS ACETATE-EDTA BUFFER (TAE pufer) (Bio Reagent)

3.1.4. Reagensi

QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Njemacka)

QIAamp RNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Njemacka)

Qubit™ dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA,SAD)

Qubit™ dsDNA Broad Range Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
SAD)

Qubit™ RNA Broad Range Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, SAD)

AmpliTaq Gold™ DNA Polymerase sa Gold Buffer i MgCl2 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD)

polimeraza DNA PrimeSTAR® GXL (TaKaRa, Kusatsu, Japan)

Reagens D1000 DNA i ScreenTape (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)
Genomic DNA Reagents 1 ScreenTape (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)
qPCR Brilliant IT Probe Master Mix sa ROX-om (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, SAD)

TagMan™ Fast Advanced Master Mix za qPCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA,SAD)

Pillar oncoReveal Essential MPN Panel (Illumina, San Diego, CA, SAD)

Pillar Biosciences Indexing Kit D (Illumina, San Diego, CA, SAD)

MagSi-NGSPREP Plus (Magtivio B.V., Vaesrade, Nizozemska)

[llumina DNA Prep (96 Samples) (Illumina, San Diego, CA, SAD)

IDT Illumina Nextera DNA UD Indexes Set A (96 Indexes, 96 Samples) (Illumina, San
Diego, CA, SAD)

kontrola PhiX DNA v3 (Illumina®, San Diego, CA, SAD)

MiniSeq High Output Kit (300 cycles) (Illumina, San Diego, CA, SAD)

MiniSeq Mid Output Kit (300 cycles) (Illumina, San Diego, CA, SAD)
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3.1.5. Oprema

Sysmex XN-1500 (Sysmex, Japan)

Advia 21201 (Siemens Healthineers, Njemacka)

Qubit™ 4,0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
Spektrofotometar NanoDrop™ UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
MM-Separator M96 P (Magtivio, Berlin, Njemacka)

MM-Separator M12 + 12P (Magtivio, Berlin, Njemacka)

Centrifuga ROTANTA 460 R (Hettich, Tuttlingen, Njemacka)

Centrifuga MIKRO 200 R (Hettich, Tuttlingen, Njemacka)

Centrifuga C1301 Mini (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD)

MPS-1 High-Speed Multi Plate Shaker (BioShake, Pekin, Kina)

Hybex® Microsample Incubator (SciGene, Campbell, CA, SAD)

MiniAmp™ Plus Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
Eppendorf™ Mastercycler™ X40 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
4150 TapeStation System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

BD Biosciences FACSLyric™ 3 Laser Flow Cytometer (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, SAD)

7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD)
QuantStudio 5 Dx Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
SAD)

MiniSeq System (Illumina, San Diego, CA, SAD)

Horizontalni sustav za elektroforezu Sub-Cell GT System 15x20 (Bio-Rad Laboratories)
Vizualizacija DNA produkata pomoc¢u UviPure BXT-F26.MX V1, 312 nm (Uvitec,
Cambridge, UK)

3.1.6. Racunalni programi i alati

Agilent TapeStation Software 5.1 za Agilent TapeStation sustav (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, SAD)

QuantStudio 3/5 Real-Time PCR Software (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
SAD)

7300 System Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD)

BD FACSuite v1.5 (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, SAD)
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DRAGEN Bioinformatics Platform (Illumina, San Diego, CA, SAD)
Franklin™ (Genoox, San Francisco, CA, SAD)

BBDuk (BBMap v38.87) (Joint Genome Institute, Walnut Creek, CA, SAD)
BWA-MEM v0.7.12 (Broad Institute, Cambridge, MA, SAD)

samtools v1.8 (Wellcome Sanger Institute, Hinxton, Ujedinjeno Kraljevstvo)
freeBayes v1.1.0 (Garrison i sur., SAD)

HaploGrep 2 v2.2 (Medicinsko sveuciliste Innsbruck, Innsbruck, Austrija)
PhyloTree (Erasmus University Medical Center, Rotterdam, Nizozemska)
MITOMAP (University of California, Irvine, CA, SAD)

APOGEE?2 (bioinformaticki alat za predikciju patogenosti varijanti mtDNA)

R (R Foundation for Statistical Computing, Be¢, Austrija)
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3.2. Metode

3.2.1. Hematoloska analiza krvi

Mjerenja kompletne krvne slike provedena su iz 200 pL periferne krvi koriStenjem
automatskih hematoloskih analizatora Advia 21201 i Sysmex XN-1500. Svi uzorci analizirani
su unutar 2 sata od uzorkovanja radi osiguranja kvalitete 1 pouzdanosti rezultata. Analizirani
hematoloski parametri ukljucuju: broj leukocita, broj eritrocita, koncentraciju hemoglobina,
vrijednost hematokrita, prosje¢ni volumen eritrocita (engl. Mean Corpuscular Volume, MCV),
prosjecnu koli¢inu hemoglobina u eritrocitima (engl. Mean Corpuscular Hemoglobin, MCH),
prosjecnu koncentraciju hemoglobina u eritrocitima (engl. Mean Corpuscular Hemoglobin
Concentration, MCHC), raspodjelu eritrocita po volumenu (engl. Red Cell Distribution Width,
RDW), broj retikulocita, broj trombocita i vrijednost prosje¢nog volumena trombocita (engl.
Mean Platelet Volume, MPV). Takoder je odredena diferencijalna krvna slika, ukljucujuéi udio

limfocita, monocita, neutrofilnih, eozinofilnih i1 bazofilnih granulocita.

3.2.2. Procjena klinickih simptoma bolesnika s MPN-om

U sklopu prikupljanja podataka svi bolesnici ispunili su obrazac za procjenu simptoma
MPN-a (engl. Myeloproliferative Neoplasm Symptom Assessment Form Total Symptom Score,
MPN-SAF TSS), poznat i kao obrazac MPN10, koji je validiran alat za procjenu simptoma kod
bolesnika s MPN-om. Upitnik obuhvaca deset simptoma karakteristicnih za ovu bolest, a svaki
se simptom ocjenjuje numericki na skali od 0 (nema simptoma) do 10 (najizraZeniji moguci
simptom). Ocjenjivani simptomi su: zamor, preuranjena sitost, nelagoda u trbuhu, neaktivnost,
poteskoce s koncentracijom, no¢no znojenje, svrbez (pruritus), bol u kostima, vru¢ica (>37,8
°C) 1 neZeljeni gubitak tjelesne mase u posljednjih Sest mjeseci. Ukupan broj¢ani rezultat (engl.
Total Symptom Score, TSS) dobiven je zbrajanjem pojedinacnih ocjena te se koristi kao
pokazatelj ukupnog simptomatskog opterecenja bolesti. Prikupljeni podaci analizirani su
deskriptivno 1 koriSteni za daljnje statisti¢ke korelacije s laboratorijskim 1 genetskim

parametrima bolesti.

3.2.3. Izolacija granulocita

Izolacija granulocita provedena je pomocu otopine Histopaque®-1077 prema uputama

proizvodaca (upute proizvodaca za Histopaque®-1077). Periferna krv volumena 3 mL
razrijedena je u omjeru 1:1 s PBS-om, nakon ¢ega je smjesa pazljivo nanesena u epruvetu pod

kutom od 45° povrh 3 mL otopine Histopaque gustoce 1,077 g/mL. Epruvete su centrifugirane
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pri 400 x g, 30 minuta, na sobnoj temperaturi, bez kocnice prilikom zaustavljanja rotora u
centrifugi ROTANTA 460 R. Nakon centrifugiranja, granulociti (zajedno s eritrocitima)
nalazili su se u donjem sloju ispod otopine Histopaque (Slika 6).

Gornji slojevi su uklonjeni, a preostali sloj s granulocitima prenesen je s pomocu
transfer pipete te dvaput ispiran s PBS-om radi uklanjanja ostataka Histopaque-a. Na kraju,
talog stanica resuspendiran je u 200 uL PBS-a i koriSten za izolaciju DNA. Budu¢i da je

izolacija granulocita provedena u duplikatu, drugi talog resuspendiran je u 1 mL PBS-a i

koriSten za izolaciju RNA.

/:/ :/,, —
\\//// /////
\\/(,’-/ Centrifugirati 20 min, Pl
. 2000 RPM, 20 °C azma
" 2 ml periferne krv 45

2m peri erne 1 —> —

PBMC
+2 ml PBS-a S N\ | =

< N Ficoll
Ficoll |: —
Granulociti
W Eritrociti

Slika 6. Odvajanje slojeva stanica pomoc¢u Ficolla. Nakon centrifugiranja, dobiveni su slojevi
u sljede¢em rasporedu (odozgo prema dolje): plazma, sloj perifernih mononuklearnih krvnih
stanica (engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC), fikol i sloj granulocita i eritrocita.

3.2.4. Izolacija RNA

Izolacija RNA iz granulocita periferne krvi provedena je koriStenjem komercijalnog

kompleta QIAamp RNA Blood Mini Kit prema uputama proizvodaca (prirucnik za komplet

QIAamp RNA Blood Mini za izolaciju RNA iz krvi). U 1 mL suspenzije granulocita dodano je

5 mL pufera EL (engl. Erythrocyte Lysis Buffer), a smjesa je inkubirana 20 minuta uz lagano
mijeSanje na ledu. Nakon centrifugiranja pri 400 x g tijekom 10 minuta pri 4 °C, supernatant
je potpuno uklonjen, a talog resuspendiran u 2 mL pufera EL. Ponovljenim centrifugiranjem i
uklanjanjem supernatanta, dobiveni talog tretiran je puferom RLT (engl. RNA Lysis Buffer),
nakon ¢ega je lizat pohranjen pri —20 °C tijekom jednog dana.

Nakon odmrzavanja, lizat je prenesen u spin-kolonu QIAshredder, koja mehanicki
homogenizira i proc¢i§¢ava uzorak. Zatim je dodano 600 pL 70 % etanola, a dobivena smjesa
prenesena je u kolonu QIAamp, koja veze 1 pro¢iS¢ava RNA. Kolona je potom isprana puferom

RWI1 (engl. RNA Wash Buffer I) koji uklanja oneciS¢enja, ukljucujuéi proteine, lipide, DNA 1

29


https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=5ea61358-614f-4b25-b4a5-a6a715f9d3aa&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=5ea61358-614f-4b25-b4a5-a6a715f9d3aa&lang=en

inhibitorne spojeve. Na kolonu je zatim dodano 80 uL smjese DNaze I i pufera RDD (engl.
DNase Digestion Buffer) za uklanjanje DNA, smjesa je inkubirana 15 minuta, te ponovno
isprana puferom RWI1. Kolona je potom dvaput isprana s 500 pL pufera RPE (engl. RNA
Precipitation Ethanol Buffer) kako bi se uklonili ostaci soli i enzima, a nakon zavr$nog

centrifugiranja RNA je eluirana u 50 uL vode bez RNaza.

3.2.5. Mjerenje koncentracije i ¢istoce RNA

Cistoéa RNA odredena je pomocu spektrofotometra NanoDrop™ UV-Vis prema

uputama proizvodaca (upute proizvodaca za uredaj NanoDrop One). Mjerenje je provedeno

nanoSenjem 1 pL uzorka na poru uredaja. Omjer vrijednosti apsorbancija u uzorku A260/A280,
koji iznosi priblizno 2,0, ukazuje na Cistu RNA bez proteinske kontaminacije. Vrijednost
A260/A230, u rasponu od 1,8 do 2,2, ukazuje na odsutnost kontaminanata poput soli,
ugljikohidrata ili fenola.

RNA je kvantificirana pomocu kompleta Qubit™ RNA Broad Range Assay Kit i

fluorometra Qubit™ 4,0 prema uputama proizvodaca (upute proizvodaca za Qubit RNA BR

Assay Kit). Za izradu standardne krivulje, 190 puL reagensa Qubit® RNA BR pomijesSano je s
10 pL standarda 1 Qubit® RNA BR u jednoj epruveti i 10 puL standarda 2 Qubit® RNA BR u
drugoj epruveti. Svaki uzorak (1 pL) pomijesan je u zasebnoj epruveti s 199 uL reagensa

Qubit® RNA BR.

3.2.6. Izolacija DNA

Izolacija genomske DNA iz granulocita periferne krvi provedena je koriStenjem
komercijalnog kompleta QIAamp DNA Blood Mini Kit prema uputama proizvodaca (upute
proizvodaca za komplet QIlAamp DNA Mini Kit za izolaciju DNA). Na 20 pL proteinaze K

dodano je 200 pL suspenzije granulocita 1 200 pL pufera za lizu (engl. Lysis Solution, AL), a
smjesa je inkubirana 10 minuta pri 56 °C pomoc¢u uredaja Eppendorf ThermoMixera C 1
ThermoTopa. Nakon toga dodano je 200 uL apsolutnog etanola, a je smjesa prenesena u kolonu
QIAamp za prociS¢avanje 1 centrifugirana u centrifugi MIKRO 200 R. Kolona je zatim isprana
sa 500 uL pufera AW1 (engl. Aqueous Wash Buffer 1), koji uklanja proteine, lizate i
denaturirane kontaminante, te s 500 uL pufera AW2 (engl. Aqueous Wash Buffer 2), koji
uklanja soli 1 deterdzente iz reakcije. Na kraju je DNA eluirana puferom za eluciju (engl.

Elution Buffer, AE).
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3.2.7. Mjerenje koncentracije i cistoce DNA

Cistoéa DNA izmjerena je pomoéu spektrofotometra NanoDrop™ UV-Vis nano$enjem
1 uL uzorka na poru uredaja. Omjer apsorbancija u uzorku A260/A280 priblizno 1,8 smatra se
optimalnim 1 ukazuje na Cistu DNA bez proteinske kontaminacije (proteini apsorbiraju na 280
nm). Vrijednost A260/A230 u rasponu od 2,0 do 2,2 ukazuje na odsutnost organskih
kontaminanata poput soli, ugljikohidrata ili fenola.

Koncentracija DNA izmjerena je pomocu fluorometra Qubit™ 4,0 i kompletom Qubit™
dsDNA Broad Range Assay Kit prema uputama proizvodaca (upute proizvodaca za Qubit
dsDNA BR Assay Kit). Za izradu standardne krivulje, 190 pL reagensa Qubit® DNA BR

pomijesano je s 10 uL standarda 1 Qubit® dsDNA BR u jednoj epruveti i 10 uL standarda 2
Qubit® dsDNA BR u drugoj epruveti. Svaki uzorak (1 pL) pomijeSan je u zasebnoj epruveti s
199 pL reagensa Qubit® dsDNA BR.

3.2.8. Reakcija PCR specificna za alel i vizualizacija umnoZenih produkata

Detekcija mutacije JAK2 V617F provedena je reakcijom PCR specificnom za alel,
prema protokolu opisanom u radu Baxter i sur., 2005. (43). Reakcijska smjesa sastojala se od
0,25 pL polimeraze AmpliTaq Gold™ DNA, 2,5 uL odgovarajuceg pufera Gold, 1,5 pL MgCla,
0,5 L smjese dNTP 1 16,25 pL vode Ambion bez nukleaza. U smjesu je dodano po 0,5 pmol/L
uzvodnih pocetnica od kojih je jedna specificna za mutaciju JAK2 V617F (JAK2 Fs), druga
sluzi za umnaZanje produkta koji se koristi kao unutarnja kontrola (JAK2 Fk) 1 1 pmol/L
zajednicke nizvodne pocetnice (JAK2 Rev) (Tablica 1). Ukupni volumen reakcijske smjese od
30 pL sadrzavao je 2 uLL DNA koncentracije 25 ng/uL. Reakcija je provedena u uredaju
MiniAmp™ Plus Thermal Cycler prema sljede¢im uvjetima: 10 minuta pri 95 °C; zatim 36
ciklusa od 30 sekundi pri 94 °C, 30 sekundi pri 56 °C 1 1 minute pri 72 °C; 10 minuta pri 72
°C; te cuvanje pri 4 °C do vizualizacije.

Tablica 1. Sekvence pocetnica koriStenih u reakciji PCR specifi¢noj za alel za detekciju mutiranog
(JAK2 V617F) i nemutiranog alela (divlji tip).

Naziv pocetnice Sekvenca pocetnice

JAK2 Fs 5’-AGC ATT TGG TTT TAA ATT ATG GAG TAT ATT-3’
JAK?2 Fk 5’-ATC TAT AGT CAT GCT GAA AGT AGG AGA AAG-3’
JAK2 Rev 5’-CTG AAT AGT CCT ACA GTG TTT TCA GTT TCA-3’

JAK?2 Fs — uzvodna pocetnica specificna za mutaciju; JAK2 Fk — uzvodna pocetnica za unutarnju
kontrolu; JAK2 Rev — zajednicka nizvodna pocetnica.
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Dobiveni produkti PCR vizualizirani su pomoc¢u reagensa D1000 DNA 1 ScreenTapea

na uredaju 4150 TapeStation System prema uputama proizvodaca (kratke upute proizvodaca

za D1000 ScreenTape Assay za sustave TapeStation). Reakcijska smjesa pripremljena je

mijeSanjem 1 pL. D1000 molekularnih ljestava 1 3 pL odgovarajuéeg pufera D1000 za prvu
jazicu, dok se za preostale jazice mijeSalo 1 uL produkta PCR s 3 puL odgovarajuceg pufera
D1000. Veli¢ine fragmenata analizirane su pomocu programa Agilent TapeStation Software 5,1

za sustav Agilent TapeStation Systems.

3.2.9. Kvantifikacija opterecenja mutiranim alelom JAK2 V617F

Kvantifikacija optere¢enja mutiranim alelom JAK2 V617F provedena je tehnikom
qPCR (engl. Quantitative Polymerase Chain Reaction, QPCR) na uredaju 7300 Real-Time PCR
System, prema protokolu opisanom u radu Jovanovi¢ i sur. 2013. (118). Kvantifikacija je
provedena prethodno opisanom tehnologijom TagMan na granulocitnoj DNA bolesnika s
prethodno potvrdenom mutacijom JAK2 V617F, primjenom PCR specifi¢nog za alel. Na istoj
plocici za PCR pripremljene su dvije odvojene reakcije, jedna za kvantifikaciju divljeg tipa, a
druga za alel koji nosi mutaciju JAK2 V617F.

Reakcijske smjese sadrzavale su: 12,5 pL qPCR Brilliant IT Probe Master Mix sa ROX-
om , 4 uL. vode Ambion bez nukleaza, 1,5 pL zajedni¢ke uzvodne pocetnice (JAK2 Common
Fw), 0,5 uL probe (JAK2 Proba ), te 0,5 uL nizvodne pocetnice za divlji tip (JAK2 Wt Rev) ili
za mutantni alel JAK2 V617F (JAK2 Mut Rev) (Tablica 2). Proba je bila oznacena
fluorescentnom bojom 6-karboksifluorescein (FAM) na 5' kraju te tetrametilrodamin bojom
(TAMRA) na 3' kraju.

Tablica 2. Sekvence pocetnica i proba koriStenih u analizi gPCR za umnaZanje mutiranog (JAK2
V617F) i nemutiranog alela (divlji tip).

Naziv pocetnice Sekvenca pocetnice/probe

JAK2 Common Fw 5’-CTT TCT TTG AAG CAG CAA GTA TGA-3’

JAK2 Wt Rev 5’-GTAGTTTTA CTT ACT CTC GTC TCC ACATAC-3’

JAK2 Mut Rev 5’-GTAGTTTTA CTTACT CTC GTC TCC ACATAA-3’

JAK?2 Proba 5'-(6-FAM)-TGA GCA AGC TTT CTC ACA AGC ATT TGG
TTT-TAMRA-3'

JAK?2 Common Fw — zajednicka uzvodna pocetnica;, JAK2 Wt Rev — nizvodna pocetnica specificna za
nemutirani tip; JAK2 Mut Rev — nizvodna pocetnica specificna za mutirani tip; JAK2 Proba —
fluorescentna proba za detekciju sekvence JAK2
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Ukupni volumen od 20 pL sadrzavao je 5 uL DNA koncentracije 5 ng/puL koja je mjerena
u triplikatu na uredaju 7300 Real-Time PCR System. Reakcija je provedena prema sljedec¢im
temperaturnim uvjetima: 50 °C tijekom 2 minute; 95 °C tijekom 10 sekundi; 50 ciklusa pri
95 °C tijekom 15 sekundi; te 60 °C tijekom 1 minute. Standardna krivulja izradena je pomocu
pet standarda koje je distribuirala sponzorirana europska mreza stru¢njaka za molekularnu
dijagnostiku MPN 1 urodenih bolesti slicnih MPN (engl. EU sponsored Network of Experts on
the Molecular Diagnosis of Myeloproliferative Neoplasm (MPN) and MPN-related congenital
diseases, MPN&MPNr-Euronet), ¢ime je omogucéena apsolutna kvantifikacija. Standardi su
sadrzavali fiksan broj od 21 500 kopija divljeg alela te razli¢ite koli¢ine mutiranog alela
V617F: 64.500, 6.450, 645, 64,5 1 0 kopija. Serijskim razrjedenjem mutiranog alela u omjeru
1:10, uz konstantnu koli¢inu divljeg alela, postignuti su standardi s udjelima mutiranog alela
od 75,0 %, 23,0 %, 3,0 %, 0,3 % 1 0,0 %. Na taj nacin omogucena je precizna kvantifikacija
razli¢itih udjela mutiranih alela. U obje reakcijske smjese ukljucene su i negativne kontrole bez
DNA. Vrijednosti Ct za mutirani 1 divlji alel analizirane su pomoc¢u programa 7300 System

Software.

3.2.10. Analiza mitohondrijskih parametara protocnom citometrijom

Analiza mitohondrijske mase i mitohondrijskog potencijala u granulocitima provedena je
proto¢nom citometrijom. Za analizu je koriSten volumen periferne krvi koji je sadrZzavao
1.500.000 stanica. Potreban volumen izracunat je na temelju ukupnog broja leukocita
dobivenih iz krvne slike. Eritrociti su lizirani pomocu pufera ACK inkubacijom na sobnoj
temperaturi tijekom 10 minuta. Nakon inkubacije, uzorci su centrifugirani 5 minuta pri 500 x
g, supernatant je odstranjen, a stanice su resuspendirane u 3 mL fizioloSke otopine s PBS-om.
Tri epruvete oznacene su kao MT, NAO i negativna kontrola, a u svaku je rasporeden po 1 mL
uzorka sa po 500.000 stanica.

Na stanice su dodane probe MT i NAO, dok je u negativnu kontrolu dodan samo PBS.
Nakon 30 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi u mraku, stanice su isprane s 2,5 mL PBS-
a, ponovno centrifugirane, a supernatant odstranjen. U svaku epruvetu dodane su po dvije kapi
PBS-a, nakon Cega su stanice ponovno vorteksirane te analizirane na proto¢nom citometru BD
Biosciences FACSLyric™ 3 Laser Flow Cytometer. Signal MT analiziran je na kanalu APC uz
maksimalnu ekscitaciju (A_exc) od 644 nm 1 maksimalnu emisiju (A_em) od 665 nm. Signal
NAO analiziran je na kanalu FL1 uz A_exc od 488 nm i A_em od 535 nm. Usporedivane su
razlike signala MFI (engl. Mean Fluorescence Intensity) izmedu bolesnika pozitivnih na

mutaciju JAK2 V617F i zdravih ispitanika.
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3.2.11. Reverzna transkripcija

Za reverznu transkripciju koriSten je komercijalni komplet High-Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit prema uputama proizvodaca (upute proizvodaca za High-Capacity

cDNA Reverse Transcription Kit). Reakcijska smjesa sadrzavala je: 2 pL 10x pufera RT, 0,8 uL

25% mjesavine dNTP (100 mM), 2 pL. nasumic¢nih pocetnica 10x RT, 1pL reverzne
transkriptaze MultiScribe™, 1 pL inhibitora Rnase i 13,2 pL. RNA (koncentracije 300 ng/uL)
razrijedene vodom bez nukleaza.

Ukupni volumen reakcijske smjese bio je 20 uL, a reakcija je provedena na uredaju
MiniAmp™ Plus Thermal Cycleru pod sljede¢im uvjetima: 25 °C tijekom 10 minuta; zatim
37 °C tijekom 120 minuta; 85 °C tijekom 5 minuta; a potom na 4 °C do zavrsetka ciklusa, nakon

¢ega je cDNA pohranjena na —20 °C do daljnje analize.

3.2.12. Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu

Dobivena cDNA koriStena je za kvantifikaciju genske ekspresije u lancanoj reakciji
polimeraze u stvarnom vremenu (engl. Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction,
RT-gPCR), koja je provedena pomocu uredaja QuantStudio 5. Reakcija je postavljena u
triplikatu, uz koristenje smjese TagMan™ Fast Advanced Master, prema uputama proizvodaca

(upute proizvodaca za TagMan Fast Advanced Master Mix).

Kvantifikacija se temeljila na tehnologiji TagMan, u kojoj se koriste specificne
oligonukleotidne probe oznacene fluorescentnim molekulama na 5' kraju (engl. Reporter) i 3'
kraju (engl. Quencher), koje omogucuju detekciju signala iskljucivo tijekom amplifikacije
ciljnog gena. Tijekom reakcije PCR, ako je prisutna ciljana DNA, polimeraza Taq cijepa probu,
Sto uzrokuje oslobadanje fluorescentnog signala s 5' kraja probe. Detektor tada mjeri kolic¢inu
oslobodene fluorescencije, koriste¢i pasivnu referentnu boju karboksi-x-rodamin (engl.
Carboxy-X-Rhodamine, ROX) za normalizaciju signala. Ako ciljana DNA nije prisutna, proba
ostaje netaknuta i ne dolazi do oslobadanja fluorescencije.

Reakcijska smjesa sadrzavala je: 10,0 uL smjese TagMan Fast Advanced Master (2X),
1,0 uL eseja TagMan™ (20X), 7,0 uL vode bez nukleaza, a ukupni volumen od 20 uL
sadrzavao je 2 pL cDNA. Reakcija je provedena prema sljede¢im temperaturnim uvjetima:
50 °C tijekom 2 minute; 95 °C tijekom 20 sekundi; 40 ciklusa pri 95 °C tijekom 1 sekunde; te
60 °C tijekom 20 sekundi.
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U analizi koriSteni su sljedeci eseji TagMan koji su sadrzavali probu i1 pocetnice:
. SIRT3 (Hs00953477 ml) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
. MT-NDI (Hs02596873 s1) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
. SOD2 (Hs00167309 m1) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
° CAT (Hs00167309 ml) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
. PPARGCI1A (Hs00173304 ml) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
. ACTB (Hs01060665 gl) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)

Mjeren je broj ciklusa PCR potreban da fluorescentni signal prijede zadani prag
detekcije (engl. Cycle Threshold, Ct) za gen od interesa i1 unutarnju kontrolu ACTB, a

vrijednosti su analizirane pomocu programa QuantStudio 3/5 Real-Time PCR.

3.2.13. Mjerenje broja kopija mtDNA

Broj kopija mtDNA u granulocitnoj DNA odreden je metodom qPCR koristeci
prethodno opisanu tehnologiju TagMan. Reakcije su provedene u duplikatu za svaki uzorak
pomocu proba TagMan™ na uredaju QuantStudio 5 Dx Real-Time PCR System. KoriSteno je
7,5 nL reagensa TagMan™ Fast Advanced Master za qPCR; 3,5 pL vode Ambion bez nukleaza
10,75 uL ispitivanih proba dodanih u odvojene reakcije, ali na istoj plocici.

Za kvantifikaciju mitohondrijske DNA koriStena je proba TagMan FAM-obiljeZena za
gen MT-NDI (Hs02596873 sl; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), dok je za
referentni nuklearni gen koriStena takoder proba TagMan FAM-obiljeZzena za gen RPPHI
(Hs03297761 sl; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Ukupni volumen reakcijske
smjese od 15 pL sadrzavao je 3 pL DNA koncentracije 5 ng/uL. Reakcija je provedena prema
sljede¢im uvjetima: 2 minute pri 50 °C; 1 minutu 1 30 sekundi pri 95 °C; zatim 40 ciklusa od 3
sekunde pri 95°C 1 20 sekundi pri 60 °C. Relativni broj mitohondrijskih kopija u stanici
izraCunat je kao razlika vrijednosti Ct mitohondrijskog 1 nuklearnog gena (ACt = Ctyrnpr —

Ctrepai, RQ = 2749,

3.2.14. Sekvenciranje sljedece generacije pomocu panela za MPN

Sekvenciranje sljede¢e generacije (engl. Next-Generation Sequencing, NGS)
provedeno je koriStenjem reagensa Pillar oncoReveal Essential MPN Panel prema uputama
proizvodaca (upute proizvodaca za OncoReveal™ Myeloid panel). Ovaj panel cilja specificne

regije unutar triju gena: JAK2 (egzoni 12-15); MPL (egzon 10) 1 CALR (egzon 9).

Sekvenciranje se temelji na amplifikaciji posredovanoj inhibicijom maticne petlje (engl. Stem-
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Loop Inhibition Mediated Amplification, SLIMamp®) koja omogucuje istovremenu
amplifikaciju vise ciljanih regija DNA u jednoj reakciji. Analiza je provedena radi potvrde
prisutnosti isklju¢ivo mutacije JAK2 V617F te iskljucenja ostalih pokretackih mutacija
specifi¢nih za MPN.

3.2.14.1. Prva reakcija PCR

Za pripremu knjiznice koriSteno je 60 ng DNA izolirane iz granulocita. U prvom koraku
pripremljena je reakcija PCR specifi¢na za gen koriStenjem parova pocetnica specifi¢nih za
ciljane regije pojedinih gena u uredaju MiniAmp™ Plus Thermal Cycler. Reakcija je
provedena prema sljede¢im uvjetima: 15 minuta pri 95 °C; pet ciklusa po jednu minutu pri
98 °C, dvije minute pri 58 °C, Cetiri minute pri 60 °C, jednu minutu pri 64 °C i jednu minutu
pri 72 °C; 18 ciklusa od 30 sekundi pri 95 °C, tri minute pri 66 °C te zavrSni korak pri 8 °C.
Produkti PCR pro¢iséeni su pomoéu magnetnih kuglica MagSi-NGSPREP Plus koje selektivno
vezu fragmente DNA odredene veli¢ine (izmedu 100 1 1000 bp). Kuglice se ispiru 70 %-tnim
etanolom kako bi se uklonili nespecifi¢ni ili nepotpuni fragmenti, slobodni nukleotidi, ostaci

pocetnica i soli.

3.2.14.2. Druga reakcija PCR

U drugoj reakciji PCR, svaki je uzorak oznaen kombinacijom indeksnih adaptera
(kratke sintetske oligonukleotidne sekvence koje se vezu na krajeve fragmenata DNA te
omogucuju njihovo umnazanje) sastavljenih od 4 pL sekvence i5 (Pi500) 1 4 puL sekvence i7
(Pi700), ¢ime se omogucuje jednoznacna identifikacija svakog uzorka tijekom zajednickog
(multipleksiranog) sekvenciranja. Smjesa PCR sadrzavala je: 8 pL indeksa (jedinstveni
oligonukleotidni identifikatori); 25 pL reagensa Indexing PCR Master; 11 ul. vode Ambion bez
nukleaza i 6 pL procis¢enog produkta PCR. Reakcija je provedena u uredaju MiniAmp™ Plus
Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) prema sljede¢im
temperaturnim uvjetima: dvije minute pri 95 °C; 8 ciklusa od 30 sekundi pri 95 °C, 30 sekundi
pri 66 °C, jednu minutu pri 72 °C; pet minuta pri 72 °C te zavr$ni korak pri 8 °C. KnjiZnice su
dvaput pro¢is¢ene magnetnim kuglicama MagSi-NGS™® " Plus (Magtivio B.V., Vaesrade,

Nizozemska) i 70 %-tnim etanolom.

3.2.14.3. Kvantifikacija i spajanje knjiznica
Koncentracija DNA izmjerena je fluorimetrom Qubit™ 4,0 i kompletom Qubit™

dsDNA Broad Range Assay Kit prema uputama proizvodaca (upute proizvodaca za Qubit

dsDNA BR Assay Kit). Dobiveni fragmenti vizualizirani su reagensom D1000 DNA i
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ScreenTapeom na uredaju 4150 TapeStation System prema uputama proizvodaca (kratke upute

proizvodaca za D1000 ScreenTape Assay za sustave TapeStation). Reakcijska smjesa za prvu

jazicu pripremljena je mijeSanjem 1 pL molekularnih ljestvi D1000 i 3 pL odgovarajuceg
pufera D1000, a za preostale jazice mijeSanjem 1 pL produkta PCR s 3 uL odgovarajuceg
pufera D1000. Veli¢ine fragmenata analizirane su pomoc¢u racunalnog programa Agilent
TapeStation 5,1 za Agilent TapeStation Systems. Sve knjiznice zatim su svedene na
koncentraciju 2 nM. Nakon normalizacije, po 5 uL svake knjiznice spojeno je u jednu epruvetu

zapremine 1,5 mL.

3.2.14.4. Denaturacija knjiznica i kontrole PhiX
Istovremeno je denaturirano 5 puL. spojenih knjiznica i 5 uL. kontrolne DNA PhiX
(kontrolna DNA poznate sekvence koja sluzi za provjeru uspjesnosti sekvenciranja i kvalitete
dobivenih ocitanja) v3 dodatkom 5puL 0,1 N natrijeva hidroksida. Denaturirana smjesa
knjiznica razrijedena je do koncentracije 1,6 pM pomocu pufera za hibridizaciju. Ukupni

volumen od 500 pL sadrzavao je 495 pL razrijedene knjiznice i 5 % kontrole PhiX (1,6 pM).

3.2.14.5. Sekvenciranje

Pripremljena smjesa sekvencirana je u uredaju MiniSeq System koriStenjem kompleta
MiniSeq Mid Output Kit (300 ciklusa). U kazetu za sekvenciranje pipetom je dodano 500 puL
smjese za sekvenciranje. U aplikaciji Local Run Manager kreirane su upute za sekvenciranje,
pri ¢emu su koriSteni navedeni reagensi i pridruZzene oznake uzoraka njihovoj smjesi indeksa
Pillar Biosciences Indexing Kit D. Nakon umetanja kazete, u uredaj je umetnuta i proto¢na
stanica (engl. Flow Cell) na kojoj se odvija sekvenciranje. Tijekom sekvenciranja koristi se
princip sekvenciranja po sintezi, uz prethodno formiranje klastera na povrSini protocne stanice.
Ciljani fragmenti DNA umnoZeni PCR-om izvan uredaja, hibridiziraju na povrSinu protocne
stanice, gdje se provodi premosno umnazanje (engl. Bridge Amplification). Ovaj proces
omogucuje klonalno umnaZanje molekula i formiranje lokaliziranih klastera, neophodnih za
detekciju signala tijekom ocitanja. Samo sekvenciranje odvija se pomocu fluorescentno
oznacenih nukleotida s reverzibilnim terminatorima, koji omogucuju o€itavanje pojedina¢nih
nukleotida, uz detekciju fluorescencije. Svaki od Cetiri deoksiribonukleotida (ANTP) oznacen
je specificnom fluorescentnom bojom i sadrzi reverzibilni terminator 3'-O-azidmetilnu skupinu
koji privremeno zaustavlja daljnju sintezu DNA, omogucujuci ugradnju samo jedne baze po
ciklusu. Nakon inkorporacije, neugradeni nukleotidi se ispiru, a laserskim ocitanjem kamerom

detektira se koja je baza dodana. Potom se djelovanjem reagensa TCEP (engl. Tris(2-
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Carboxyethyl) Phosphine) uklanja fluorofor i terminator, ¢ime se obnavlja slobodna skupina 3'-

OH 1 omogucuje nastavak sinteze u sljede¢em ciklusu (video pregled postupka sekvenciranja).

Ova tehnologija omogucuje visoku preciznost i osjetljivost u analizi ciljane sekvence DNA.

3.2.14.6. Provjera kvalitete sekvenciranja

Nakon sekvenciranja potrebno je provjeriti parametre u racunalnom programu uredaja,
koji ukazuju na kvalitetu sekvenciranja. Jedan od klju¢nih pokazatelja je ocjena kvalitete (engl.
QO-score), koja oznaCava pouzdanost identifikacije odredene baze tijekom sekvenciranja.
Vrijednost Q30 znaci da je vjerojatnost pogresno ocitane baze 1 : 1000, odnosno da je
postignuta tocnost od 99,9 %. Na uredaju se prikazuje parametar % baza > Q30, koji oznacava
udio svih ocitanih baza s Q-vrijednosti 30 ili viSim. Takoder se prati i gustoca klastera (engl.
Cluster Density), Sto predstavlja broj formiranih klastera (umnozenih molekula DNA) na
povrsini protocne stanice, izrazen u klasterima po mm? Za kazetu Mid Output optimalna
gustoca iznosi 170-220 tisuc¢a klastera/mm?. Jedan od vaznih parametara je 1 postotak klastera
koji su prosli filter (engl. Clusters Passing Filter), $to pokazuje koliki je udio klastera bio
dovoljno kvalitetan za analizu. Optimalna vrijednost za pouzdano ocitavanje iznosi 80-95 %.
Dodatno se procjenjuju parametri poput koli¢ine generiranih podataka (engl. Yield), izraZzene u
gigabazama (Gbp), te postotka ocitanja koja su se uspjeSno mapirala na referentni genom (engl.

Alignment Rate).

3.2.15. Umnazanje mtDNA reakcijom PCR

Za pripremu knjiznica mtDNA provedena je amplifikacija dvaju odsjeCaka
mitohondrijskog genoma pomocu reakcije PCR. Prije umnaZanja, koncentracija ukupne DNA
izolirane iz granulocita odredena je fluorimetrom Qubit™ 4,0 koriste¢i komplet Qubit™
dsDNA High Sensitivity Assay, prema uputama proizvodaca. Na temelju izmjerenih
koncentracija izraCunati su potrebni volumeni kako bi konacna koncentracija DNA u
reakcijskoj smjesi iznosila 0,08 ng/uL, odnosno 2 ng u 25 pL reakcijske smjese. Za
amplifikaciju su koriStena dva para pocetnica specifi¢nih za mitohondrijski genom, ¢ime su
generirani preklapaju¢i fragmenti duljine 9,1 kb 1 11,2 kb. Sekvence koriStenih pocetnica:

e MTL-FI: 5-AAA GCA CAT ACC AAG GCC AC-3’
e MTL-RI: 5-TTG GCT CTC CTT GCA AAG TT-3'
e MTL-F2: 5'-TAT CCG CCATCC CAT ACATT-3'

e MTL-R2: 5'-AAT GTT GAG CCG TAG ATG CC-3’

Reakcijska smjesa PCR pripremljena je u ukupnom volumenu 25 pL i sadrZzavala je:
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e 0,5 uL pocetnica MTL-F1 10,5 uL MTL-R1 (10 pM) za fragment od 9,1 kb

e 0,5 uL pocetnica MTL-F21 0,5 uL MTL-R2 (10 pM) za fragment od 11,2 kb

e 0,5 uL polimeraze DNA PrimeSTAR® GXL

e 5 uL puferske otopine PrimeSTAR® GXL

e 2 uL smjese ANTP

e 11,5 uL vode Ambion™ bez nukleaza

e 5 pL normaliziranog uzorka DNA
Uz sve uzorke postavljena je i negativna kontrola (voda Ambion™ bez nukleaza umjesto
DNA), koristena kao kontrola kontaminacije. Negativna kontrola nije ukljucena u postupak
sekvenciranja. Reakcije su provedene u uredaju PCR Eppendorf™ Mastercycler™ X40. Za
fragment duljine 9,1 kb primijenjen je sljedeéi protokol umnazanja: 98 °C, 10 sekundi; 60 °C,
15 sekundi; 68 °C, 9 minuta i 6 sekundi, ukupno 30 ciklusa. Za fragment duljine 11,2 kb
koriSten je protokol umnazanja: 98 °C, 10 sekundi; 68 °C, 10 minuta takoder 30 ciklusa.
UmnaZanje dugih mitohondrijskih fragmenata provedeno je prema preporukama proizvodaca
enzima PrimeSTAR® GXL, koji je optimiziran za umnazanje dugih i GC-bogatih sekvenci.

Priprema knjiznica za NGS provedena je na umnozenim mitohondrijskim fragmentima.

3.2.16. Sekvenciranje mtDNA metodom NGS

3.2.16.1. Tagmentacija mtDNA

Sekvenciranje mtDNA provedeno je koriStenjem reagensa Illumina DNA Prep (24

Samples) prema uputama proizvodaca (pregled postupka Illumina DNA Prep). Za izradu
knjiZnice upotrijebljena je ekvimolarna mjeSavina produkata PCR, ukljucuju¢i 350 ng 11,2 kb
1 350 ng 9,1 kb fragmenta mitohondrijskog genoma. U prvom koraku pripremljena je
tagmentacijska mjeSavina kombinacijom reagensa BLT (engl. Bead-Linked Transposomes) i
TB1 (engl. Tagment Buffer). Uzorku DNA (30 pL) dodano je 20 puL pripremljene smjese, nakon
cega je provedena reakcija dodavanja adaptera (engl. Tagmentation Program, TAG) u uredaju
MiniAmp™ Plus Thermal Cycler prema sljede¢im temperaturnim uvjetima: inkubacija 15

minuta pri 55 °C, potom hladenje pri 10 °C.

3.2.16.2. Ciséenje tagmentirane mtDNA
Kako bi se reakcija tagmentacije zaustavila, u smjesu je dodano 10 pL pufera TSB
(engl. Tagment Stop Buffer), nakon ¢ega su uzorci vraceni u uredaj za PCR. Inaktivacija enzima
provedena je programom PTC uz temperaturne uvjete: 15 minuta pri 37 °C, zatim hladenje pri

10 °C. Slijjedila su dva ciklusa ispiranja sa 100 pL pufera TWB (engl. Tagment Wash Buffer)
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radi uklanjanja viska slobodnih reagensa, ukljucujuéi neinkorporirane adaptere, enzime i male
fragmente DNA. Fragmenti DNA oznaceni adapterima ostali su vezani za magnetne kuglice
(engl. Bead-Linked Transposomes, BLT) ¢ime je omoguéeno njihovo selektivno ocuvanje za

kasniju amplifikaciju.

3.2.16.3. Umnazanje amplificirane mtDNA i indeksiranje

Korak amplifikacije PCR dodaje indeksne adaptere Pillar Biosciences Indexing Kit D,
kao 1 sekvence potrebne za formiranje klastera tijekom sekvenciranja. Za pripremu smjese PCR
kombinirano je po 22 pL reagensa EPM (engl. Enhanced PCR Mix) i 22 pL. vode Ambion bez
nukleaza, nakon cega je 40 pL te smjese dodano na suhe magnetne kuglice koje su prethodno
vezale fragmente mtDNA. Svaki uzorak oznacen je jedinstvenom kombinacijom indeksnih
adaptera sastavljenih od 4 pL sekvenci i5 (Pi500) i 4 puL sekvenci i7 (Pi700) Pillar Biosciences
Indexing Kit D. Reakcija amplifikacije provedena je u uredaju PCR prema temperaturnom
protokolu BLT PCR: 3 minute pri 68 °C, zatim 3 minute pri 98 °C, potom 5 ciklusa od 45
sekundi pri 98 °C, 30 sekundi pri 62 °C i 2 minute pri 68 °C, uz zavrsnu ekstenziju od 1 minute

pri 68 °C te hladenje na 10 °C.

3.2.16.4. Procis¢avanje umnozenih knjiznica

Nakon reakcije PCR, plocica je postavljena na magnetski stalak do potpune bistrine
otopine (~5 minuta), a zatim je iz svake jazice preneseno 45 pL supernatanta u polipropilensku
plo¢icu Nunc™ 96 DeepWell™. U svaku jazicu dodano je 40 uL. vode Ambion bez nukleaza i
45 pL IPB kuglica (engl. I/lumina Purification Beads), nakon ¢ega su uzorci homogenizirani
treSnjom (1600 RPM, 1 minuta) 1 inkubirani pri sobnoj temperaturi 5 minuta. Tijekom
inkubacije, 15 pL reagensa IPB dodano je u novu plo¢icu MIDI. Potom je 125 pL supernatanta
preneseno iz prve ploce u novu ploc¢u s kuglicama IPB i ponovno homogenizirano. Nakon
dodatne inkubacije od 5 minuta pri sobnoj temperaturi, ploca je vracena na magnetski stalak
do bistrine (~5 minuta), a supernatant pazljivo uklonjen. Slijedila su dva ispiranja s po 200 uL
svjeze pripremljenog 80 %-tnog etanola, bez mijeSanja. Zaostali etanol uklonjen je pipetom, a
preostala koli¢ina ostavljena je da ispari na zraku. Nakon suSenja, ploc¢a je uklonjena s
magnetskog stalka te je u svaku jazicu dodano 32 pL pufera RSB (engl. Resuspension Buffer).
Nakon 2 minute inkubacije, plo¢ica je ponovno postavljena na magnetski stalak (~2 minute), a

zatim je 30 pL supernatanta preneseno u novu plocicu za PCR.
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3.2.16.5. Kvantifikacija i spajanje knjiznica
Odredivanje koncentracije DNA 1 vizualizacija umnozenih produkata provedeni su
kako je prethodno opisano u poglavljima 3.2.7 i 3.2.8. Sve knjiZznice zatim su svedene na
koncentraciju od 2 nM. Nakon normalizacije, po 5 pL svake knjiznice spojeno je u jednu

epruvetu zapremine 1,5 mL.

3.2.16.6. Denaturacija knjiznica i kontrole PhiX
Postupak denaturacije knjiznica i kontrole PhiX proveden je kako je opisano u
poglavlju 3.2.14.4. Istovremeno je denaturirano 5 pL spojenih knjiznica i 5 pL kontrolne PhiX
v3 dodatkom 5puL 0,1 N natrijeva hidroksida. Denaturirana knjiznica razrijedena je na
koncentraciju od 1,2 pM pomocu pufera za hibridizaciju. Ukupni volumen od 500 pL sadrzavao

je 495 uL razrijedene knjiznice i 5 % kontrole PhiX (1,2 pM).

3.2.16.7. Sekvenciranje

Sekvenciranje je provedeno kako je opisano u poglavlju 3.2.14.5. Sekvenciranje je
provedeno pomocu uredaja MiniSeq System koriStenjem kompleta MiniSeq High Output Kit
(300 ciklusa). U aplikaciji Local Run Manager kreirane su upute za sekvenciranje, pri ¢emu su
koriSteni navedeni reagensi i pridruzene oznake uzoraka njihovoj smjesi indeksa IDT Illumina
Nextera DNA UD Indexes Set A (96 Indexes, 96 Samples). Nakon umetanja kazete, postavljena
je protocna stanica (engl. Flow Cell) na kojoj se odvija sekvenciranje. Tijekom sekvenciranja
koristi se princip opisan u poglavlju 3.2.14.5., a kvaliteta sekveniranja provjerava se prema

poglavlju 3.2.14.6.

3.2.17. Bioinformaticka i statisticka obrada podataka

Bioinformaticka analiza sekvenci mitohondrijske DNA provedena je obradom datoteka
FASTQ koje sadrze sirove podatke sekvenciranja i pripadajuce vrijednosti kvalitete ocitanja;
uklanjanje adaptera 1 odbacivanje baza kvalitete Q < 30 provedeno je programom BBDuk
(BBMap v38.87) (119). Dobiveni ocitani sljedovi sravnjeni su s referentnim mitohondrijskim
genomom (rCRS) pomocu programa BWA-MEM (v0.7.12) (120), nakon ¢ega su zadrzana
samo primarna, pravilno uparena i jedinstvena sravnjenja koriStenjem programa samtools
(v1.8) (121). Odredivanje varijanti (engl. Variant Calling) provedeno je programom freeBayes
(v1.1.0) (122).

Mitohondrijske haplogrupe odredene su programom HaploGrep 2 (v2.2) (123) na
temelju filogenetskog stabla PhyloTree-mtDNA tree Build 17 (124). Varijante koje definiraju
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haplogrupe koristene su za filogenetsku klasifikaciju uzoraka, dok su ostale, homoplazmijske
1 heteroplazmijske varijante koriStene u daljnjim analizama. Za procjenu populacijskih
frekvencija varijanti i njihova patogenog potencijala koriStena je baza podataka MITOMAP

(https://www.mitomap.org/MITOMAP) (125). Varijante s frekvencijom u populaciji

jednakom ili manjom od 0,5 % definirali smo kao rijetke. Procjena patogenosti rijetkih varijanti
provedena je predikcijskim modelima APOGEE?2 (za nesinonimne varijante) i nAPOGEE (za
varijante u genima za rRNA i tRNA).

Heteroplazmijske varijante analizirane su pri pragu od 5 % udjela alternativnog alela u
ukupnoj populaciji mtDNA. Analizirana je raspodjela varijanti prema funkcionalnim regijama
mitohondrijskog genoma (kontrolna regija, protein-kodirajuéi geni, geni rRNA i tRNA), kao i
raspodjela rijetkih i potencijalno patogenih varijanti po genima. Varijante su klasificirane
prema njihovoj potencijalnoj klinickoj relevantnosti. Identificirane varijante klasificirane su
kao patogene, vjerojatno patogene i varijante nejasnog klinickog znacenja (engl. Variant Of
Uncertain Significance, VUS). Unutar te skupine dodatno su izdvojene varijante VUS+, koje
upucuju na vecu vjerojatnost patogenosti, te varijante VUS—, koje su vjerojatnije benignog
ucinka. Analizirani su njihov broj i raspodjela medu ispitanicima.

Statisticka analiza provedena je u programskom jeziku Python (verzija 3.x) unutar
okruZenja Jupyter, uz koriStenje biblioteka pandas, scipy.stats, matplotlib 1 seaborn za obradu
podataka 1 vizualizaciju rezultata. Dodatne analize provedene su u programskom okruzenju R.
U obradi su koristene metode deskriptivne statistike, uklju¢uju¢i medijan, interkvartilni raspon
(IQR), aritmeti¢ku sredinu i standardnu devijaciju (SD). Normalnost distribucije podataka
procijenjena je testom Shapiro—Wilk. Budu¢i da vecina varijabli nije slijedila normalnu
distribuciju, a veli¢ine uzoraka izmedu skupina nisu bile ujednacene, za usporedbu skupina
koriSteni su neparametrijski testovi. Za usporedbu dviju nezavisnih skupina primijenjen je
Mann—Whitney U test (dvostrani), a za usporedbu vise skupina koristen test Kruskal-Wallis.
Korelacijska analiza provedena je primjenom Spearmanove ili Pearsonove korelacije, ovisno
o distribuciji podataka 1 prirodi varijabli. Za usporedbu raspodjele haplogrupa koristeni su
Pearsonov y? test 1 Fisherov egzaktni test uz korekciju za visestruka testiranja metodom lazne
stope otkric¢a (FDR), dok je za usporedbu broja varijanti izmedu skupina koriSten Wilcoxonov
test. Statisticka znacajnost definirana je vrijednos¢u p < 0,05. Rezultati su prikazani pomocu
box-plotova za usporedbu skupina te scatter-plotova s regresijskim linijjama za prikaz odnosa

izmedu numerickih varijabli.
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4. REZULTATI

4.1. Karakteristike ispitanika

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 96 ispitanika, od kojih je 66 imalo dijagnosticiran
MPN, a 30 su bili zdravi ispitanici kontrolne skupine. Medu oboljelima je zabiljezen blagi
preteziti udio Zena, a slican omjer spolova zadrzan je 1 nakon ukljucivanja kontrolne skupine
(Slika 7). Prosje€na dob svih ispitanika iznosila je 62 godine, a statisticCkom analizom nije
utvrdena znacCajna razlika u dobi niti u distribuciji spola izmedu oboljelih i kontrolnih
ispitanika. Medu bolesnicima s MPN-om najzastupljenija dijagnoza bila je policitemija vera,

zatim esencijalna trombocitemija, dok je mijelofibroza bila najmanje zastupljena (Slika 8).

A
MUSKARCI
45,5% (30/66)
ZENE 54.5%
(36/66)
B
MUSKARCI
44,8% (43/96)
ZENE55.2%
(53/96)

Slika 7. Spolna zastupljenost ispitanika. U skupini oboljelih od mijeloproliferativnih neoplazmi
(MPN) sudjelovalo je 54,5 % Zena (plavo) i 45,5 % muskaraca (narancasto) (A). U ukupnom uzorku,
ukljucujudi i zdrave ispitanike, zabiljeZeno je 55,2 % Zena (plavo) i 44,8 % muskaraca (narancasto) (B).
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KONTROLE
31,3 %(30/96)

PV 37,5 % (36/96)

MF 9,4 % (9/96)

ET 21,9 % (21/96)

Slika 8. Raspodjela ispitanika s obzirom na dijagnozu unutar skupine oboljelih. Od ukupno 66
bolesnika s mijeloproliferativnim neoplazmama (MPN), policitemija vera (PV) je bila prisutna kod 36
ispitanika (37,5 %) (tamno plavo), esencijalna trombocitemija (ET) kod 21 ispitanika (21,9 %)
(naracasto) i mijelofibroza (MF) kod 9 ispitanika (9,4 %) (zeleno). Zdrava kontrolna skupina
ukljucivala je 30 ispitanika (31,3%) (svijetlo plavo).

4.2. Hematoloska analiza periferne krvi

Uzorci krvi svih ispitanika analizirani su hematoloski. Normalnost distribucije
hematoloSkih parametara provjerena je testom Shapiro—Wilk, koji je pokazao da vecina
parametara odstupa od normalne distribucije uz prisutne odudarajuce vrijednosti (p < 0,05).
Stoga su rezultati prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom (IQR).

U usporedbi skupina ispitanika (PV, ET, MF 1 zdravi ispitanici) uo¢ene su razlike u vise
hematoloSkih parametara. Skupina bolesnika s PV imala je viSe vrijednosti eritrocita,
hemoglobina i hematokrita u odnosu na ostale skupine, dok su u skupini ET zabiljezene najvise
vrijednosti trombocita. Bolesnici s MF imali su povisene vrijednosti leukocita i neutrofila te
niZe vrijednosti hemoglobina i trombocita u odnosu na PV 1 ET. Skupina zdravih ispitanika
imala je hematoloske nalaze unutar referentnih raspona (Tablica 3).

Analizom razlika izmedu bolesnika 1 kontrola utvrdeno je da vec¢ina hematoloskih
parametara nije pokazala statisticki znacajne razlike. Statisticki znacajne razlike zabiljeZene su
za srednju koncentraciju hemoglobina u eritrocitima (MCHC), raspodjelu volumena eritrocita
(RDW), trombocite, neutrofile, limfocite 1 eozinofile (Slika 9). Tako hematokrit u ukupnoj
analizi nije bio statisticki znacajno razli€it, u pojedina¢noj usporedbi PV i skupine zdravih

ispitanika utvrdena je znacajno visa vrijednost u PV skupini (Slika 10).
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Tablica 3. HematoloSki parametri. Prikaz medijana i interkvartilnog raspona za bolesnike s
policitemijom verom (PV), esencijalnom trombocitemijom (ET), primarnom mijelofibrozom (MF) i
zdrave ispitanike. Referentne vrijednosti odredene su prema vaze¢im referentnim intervalima Klinickog
zavoda za laboratorijsku dijagnostiku KB Dubrava.

()

Zdravi
Parametar PV (n=36) ET (N=21) MF (N=9) ispitanici
(n=30)
.. 7,40 (5,50 — 11,30 (8,60 — 6,75 (5,79 —
9 -
Leukociti (x10°/L) 9.77) 6,80 (5,30-8,50) 14.50) 7.63)
. .. 4,98 (4,42 — 4,67 (4,16 —
12 > H _ _ B b}
Eritrociti (x10'%/L) 5.64) 4,37 (3,69 —4,71) 4,58 (3,84 —4,73) 4,92)
Hemoglobin (g/L) 143; ;1)3235:;5‘ 134 (122-147) | 137 (133,75-147) | 139,5 (127-145)
. 0,442 (0,419- 0,405 (0,383— 0,418 (0,306— 0,408 (0,373—
Hematokrit (L/L) 0,469) 0,456) 0,451) 0,434)
MCYV - Srednji 93.4 (82.5
volumen eritrocita ’101 7)’ B 94,2 (87,7-104,5) 89,2 (88,3-97,9) | 90,4 (86,8-93,9)

MCH - Srednja
masa hemoglobina u
eritrocitu (pg)

30,2 (25,6-32,9)

31 (27,3-36)

30 (28,1-32,1)

30,4 (29,0-31,8)

MCHC - Srednja

distribucije eritrocita
(%)

16,4 (14,1-18,7)

15,5 (13,6-17.5)

14,9 (14,1-20,0)

koncentracija 324 %13‘;’75‘ 332 (317-336) 324 (318-334) 335 (329-340)
hemoglobina (g/L)
RDW — Indeks

13,2 (12,3-14,4)

Trombociti (x10%L) | 336(246-487) | 402 (293-465) 503 (328-628) 248 (222-280)
MPV — Srednji
volumen trombocita 9,3 (8,5-9.,8) 9,0 (8,4-9,5) 9,3 (8,3-9,7) 9,4 (8,8-9.,9)
(m
Neutrofilni . 67,2 (57,8-72,2) | 67,3 (61,0-70,5) | 72,5(66,1-76,9) | 60,2 (56,8-63,1)
granulociti (%)
Limfociti (%) 20,6 (17,9-26,5) | 24,1 (18,9-30,6) | 18,9 (12,3-20.4) | 27,9 (23,0-32,2)
Monociti (%) 7,6 (6,3-9,1) 7,9 (6,0-9,2) 7,0 (5,9-8,1) 8,0 (7,2-9,6)
Eozinofilni

> 2.1(1,3-3,6 1.8 (1,2-3.0 2.1(1.2-3,7 2.8 (1,5-4,0
granulOCItl (%) b ( b b ) b ( b b ) b ( b b ) b ( b b )
g/a;"ﬁlm granulociti | 5} ) 0,7 (0,6-0,9) 0,6 (0,5-0,7) 0,6 (0,4-0,8)

0

Neutrofilni

! 4,63 (2,96 4,42 (3.48-6,12 4.63-11,1 18-4
oranulociti (10%L) 63(2,96-6,99) | 442 (348-6,12) | 6,87 (4,63-11,18) | 3,97 (3,18-4.86)
Limfociti (x<10%L) | 1,51 (1,22-1,87) | 1,30 (1,05-1,67) | 1,96(1,35-2,43) | 1,77 (1,51-2,14)
Monociti (x10%L) | 0,57 (0,48-0,70) | 0,49 (0,35-0,72) | 0,71 (0,57-0,80) | 0,57 (0,49-0,66)
Eozinofilni

n 14 (0,09-0.21 1 0,1 20 (0,14— 20 (0,13—
cranulociti (x10°/L) 0,14 (0,09-021) | 0,13 (0,07-0,19) | 0,20 (0,14-0,38) | 0,20 (0,13-0,30)

Bazofilni granulociti
(x10°/L)

0,05 (0,03-0,08)

0,05 (0,03-0,06)

0,06 (0,04-0,08)

0,04 (0,03-0,06)
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Slika 9. Logaritamski prikaz p vrijednosti hematoloskih parametara u usporedbi skupine
bolesnika s mijeloproliferativnim neoplazmama (MPN: policitemija vera — PV, esencijalna
trombocitemija — ET i primarna mijelofibroza — MF) i zdravih ispitanika. Parametri iznad linije
znacajnosti nisu statisticki znacajni, dok parametri ispod linije predstavljaju statisticki znacajne razlike
(p <0,05).
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Slika 10. Prikaz vrijednosti hematokrita (Hct) u skupini bolesnika s policitemijom verom (PV) i
zdravoj kontrolnoj skupini. Bolesnici s PV imali su statisticki znacajno vise vrijednosti hematokrita
u odnosu na zdrave ispitanike (p = 0,002; Mann—Whitney U test).
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4.3. Klinicki simptomi bolesnika s MPN-om

Radi procjene ucestalosti i intenziteta simptoma povezanih s MPN-om, u bolesnika je
primjenjen upitnik MPN-SAF TSS. Kod vecine bolesnika zabiljezena je prisutnost simptoma
prema upitniku MPN-SAF TSS, pri ¢emu je vise od polovice ispitanika prijavilo veéinu
procjenjivanih simptoma. Najéesée prijavljeni simptomi bili su zamor, neaktivnost, problemi s
koncentracijom, bol u kostima, no¢no znojenje, svrbez i preuranjena sitost, dok su simptomi
povezani s tezim stupnjem bolesti, poput gubitka tjelesne mase, vru€ice i nelagode u trbuhu,
bili rjede prisutni (Slika 11). Najveci intenzitet simptoma zabiljezen je za zamor, a zatim za bol
u kostima i neaktivnost. Ukupna prosjecna vrijednost TSS-a po simptomu iznosila je 2,3

(Tablica 4).

Tablica 4. Simptomi iz MPN-SAF TSS upitnika. Prikazane su srednje vrijednosti (M), standardne
devijacije (SD) i interkvartilni rasponi (Q1-Q3) za deset klinickih simptoma procijenjenih putem MPN-
SAF TSS upitnika. Ocjene su dane na skali od 0 (nema simptoma) do 10 (najizraZeniji moguci
simptom).

Klini¢ki simptom Srednja vrijednost Standardna Interkvartilni
M) devijacija (SD) raspon (Q1-Q3)

Zamor 4,50 2,80 3,0-70

Preuranjena sitost 2,14 2,55 0,0-4,0

Nelagoda u trbuhu 1,86 2,46 0,0-3,75

Neaktivnost 3,30 2,88 0,0-5,0

Problemis 2,55 277 0,0 4,0

koncetnracijom

No¢no znojenje 2,56 3,13 0,0-5,0

Svrbez (pruritus) 2,38 2,95 0,0-4,0

Bol u kostima 3,38 3,23 0,0-6,0

Vrucica >37,8 0,39 1,33 0,0-0,0

Nezeljeni gubitak

tezine u posljednjih 0,89 1,83 0,0-1,0

6 mjeseci

ZBROJ 24 15,13 12,25 —33,75
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PROBLEMI S KONCETNRACIJOM
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NOCNO ZNOJENJE
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PREURANJENA SITOST

NELAGODA U TRBUHU

NEZELJENI GUBITAK TEZINE U POSLJEDNJIH 6M]

VRUCICA >37.8

0 20 40 60 80
Postotak (%)

Slika 11. Zastupljenost simptoma bolesnika odredenih upitnikom za procjenu simptoma MPN-

SAF TSS.
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4.4. Detekcija mutacije JAK2 V617F primjenom PCR-a
specificnog za alel

Kako bi se potvrdila prisutnost mutacije JAK2 V617F, u uzorcima DNA bolesnika s
MPN-om i zdravih ispitanika provedena je analiza PCR specificna za alel. Mutacija JAK2
V617F potvrdena je u svih 66 analiziranih uzoraka bolesnika s MPN-om, dok nije detektirana
niti u jednom od 30 uzoraka iz skupine zdravih ispitanika. Produkt PCR veli¢ine 203 bp
pojavljuje se iskljucivo u prisutnosti mutiranog alela, dok se fragment od 364 bp amplificira u
svim uzorcima te sluzi kao interna kontrola uspjesnosti PCR reakcije. Negativne kontrole (C1
1 DI1), ukljucuju¢i reakcije bez dodane DNA (slijepe probe), nisu pokazale prisutnost
amplikona, Sto potvrduje specificnost reakcije i odsutnost kontaminacije. Zbog potpune
uniformnosti rezultata medu bolesnicima 1 zdravim ispitanicima, prikazan je jedan

reprezentativan primjer elektroforeze (Slika 12).
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Slika 12. Elektroforetski prikaz produkata dobivenih metodom PCR specificnom za alel za
detekciju mutacije JAK2 V617F. Al (L) — molekularne ljestave (engl. DNA Ladder), B1 — pozitivna
kontrola (PC; uzorak s potvrdenom mutacijom JAK2 V617F), C1 — negativna kontrola (NC; DNA
zdrave osobe, bez mutacije), D1 — negativna kontrola bez dodane DNA (NTC; engl. No Template
Control), E1-H2 — uzorci bolesnika s MPN-om, pozitivni na mutaciju JAK2 V617F.
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4.5. Provjera specificnosti PCR-a specificnog za alel
sekvenciranjem

Radi molekularne potvrde rezultata PCR-a specificnog za alel i identifikacije ostalih
somatskih mutacija povezanih s MPN-om, provedena su dva neovisna sekvenciranja NGS po
48 uzoraka DNA na platformi MiniSeq System koriStenjem panela Pillar oncoReveal™
Essential MPN. Oba sekvenciranja uspjesno su zavr$ila, uz uredne pokazatelje kontrole
kvalitete. U prvom sekvenciranju postignuta je visoka kvaliteta podataka. Ukupno 92,75 %
baza imalo je vrijednost kvalitete > Q30, Sto oznacava vjerojatnost pogreske manju od 0,1 % 1
smatra se standardom visoko pouzdane NGS analize.

Udio ocitanja koja su zadovoljila kriterij “passing filter” (PF), tj. proSla interne filtre
kvalitete instrumenta i bila ukljuena u daljnju analizu, iznosio je 89,76 %. Ukupni prinos
sekvenciranja bio je 3,52 gigaparovabaza (Gbp). U drugom ciklusu sekvenciranja dobiveni su
usporedivi rezultati: 92,32 % baza > Q30, 87,71 % PF ocitanja te ukupni prinos od 3,63 Gbp,
Sto potvrduje dosljednost kvalitete i1 reproducibilnost sekvenciranja. Razlike izmedu
sekvenciranja bile su minimalne i unutar o€ekivanih tehnickih varijacija za MiniSeq platformu,
Sto potvrduje visoku reproducibilnost generiranih podataka. Analiza NGS je potvrdila
preliminarne nalaze PCR. Mutacija JAK2 V617F detektirana je u svih 66 bolesnika
obuhvacenih molekularnom analizom, dok nijedan ispitanik iz skupine zdravih ispitanika (n=
30) nije pokazivao prisutnost mutacija JAK2, CALR, MPL niti drugih patogenih varijanti
obuhvacenih panelom. U vecine bolesnika jedina patogena varijanta bila je JAK2 V617F. U
jedne bolesnice zabiljeZena je dodatna mutacija u genu CALR, CALR p.L367{s*46, frameshift
varijanta koja rezultira promjenom citanja C-terminalnog dijela kalretikulina. Njen VAF je
iznosio 19,31 %, $to upucuje na prisutnost subklonalne populacije unutar dominantne klonalne
JAK2-pozitivne hematopoeze. Ovaj nalaz predstavlja biolosku iznimku unutar analizirane

kohorte, ali je u skladu s opisanim rijetkim pojavnostima dvostrukih mutacija u literaturi.
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4.6. Kvantifikacija opterecenja mutiranim alelom JAK2 V617F

U svrhu molekularne potvrde rezultata PCR-a specificnog za alel i identifikacije ostalih
somatskih mutacija povezanih s MPN-om provedena su dva ciklusa sekvenciranja DNA. Oba
ciklusa uspjesno su zavrSena uz uredne pokazatelje kontrole kvalitete. U prvom sekvenciranju
92,75 % baza imalo je kvalitetu > Q30, uz 89,76 % ocitanja koja su prosla filter kvalitete i
ukupni prinos sekvenciranja od 3,52 gigaparovabaza (Gbp). U drugom sekvenciranju dobiveni
su usporedivi rezultati, Sto potvrduje dosljednost kvalitete 1 reproducibilnost postupka
sekvenciranja.

Analiza NGS potvrdila je preliminarne PCR nalaze. Mutacija JAK2 V617F detektirana
je kod svih bolesnika obuhvac¢enih molekularnom analizom, dok nijedan ispitanik iz skupine
zdravih ispitanika nije imao prisutne mutacije u genima JAK2, CALR ili MPL niti druge
patogene varijante obuhvacene panelom. Kod vecéine bolesnika jedina patogena varijanta bila
je JAK2 V617F. Kod jedne bolesnice zabiljezena je dodatna mutacija u genu CALR (CALR
p.L367fs*46) s varijantnim alelnim udjelom od 19,31 %.

4.6.1. Udio varijantnog alela mutacije JAK2 V617F mjeren metodom qPCR
U svrhu odredivanja alelnog udjela mutacije JAK2 V617F, kod svih 66 bolesnika s

MPN-om s potvrdenom prisutno§¢u mutacije provedena je analiza qPCR istih uzoraka DNA.
Apsolutna kvantifikacija odredena je izradom standardne krivulje na temelju referentnih
uzoraka s poznatim udjelima mutacije.

NajniZa medijanska vrijednost VAF-a zabiljeZena je u skupini bolesnika s ET-om (15,1
%), dok su viSe vrijednosti utvrdene u skupinama s PV-om (29,55 %) 1 MF-om (27,1 %).
Unato¢ uocenim razlikama, test Kruskal-Wallis nije potvrdio statisticki znacajnu razliku
izmedu dijagnostickih skupina (p = 0,129).

U svih 66 bolesnika s potvrdenom mutacijom JAK2 V617F, kvantifikacija VAF-a
provedena je 1 metodom NGS. Najniza vrijednost medijana VAF-a zabiljeZena je u skupini s
ET-om (17,22 %), dok su vise vrijednosti utvrdene u skupinama s PV-om (32,75 %) 1 MF-om
(31,97 %). Unato¢ uo€enim razlikama, testom Kruskal-Wallis nije potvrdena statisti¢ki
znacajna razlika u VAF-u izmedu dijagnostic¢kih skupina (p = 0,142).

Analizom podudarnosti izmedu vrijednosti VAF-a dobivenih metodama qPCR i NGS
utvrdena je visoka korelacija. Korelacija je izraCunata na temelju razlika izmedu parova
mjerenja dviju metoda, pri ¢emu je testom Shapiro—Wilk utvrdeno da razlike ne slijede

normalnu distribuciju (p < 0,001). Sukladno tome, za procjenu povezanosti primijenjen je
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Spearmanov koeficijent rang-korelacije, koji je pokazao snaznu pozitivnu korelaciju izmedu

dviju metoda (Spearman p = 0,992; p <0,001) (Slika 13).
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Slika 13. Korelacija udjela varijantnog alela mutacije JAK2 V617F dobivenog metodama
kvantitativne lanéane reakcije polimerazom (qPCR) i sekvenciranjem nove generacije (NGS).
Vrijednost qPCR predstavlja udio kopija mutiranog alela JAK2 V617F u ukupnom broju kopija
mutiranog i divljeg alela u pojedinom uzorku, a odredena je metodom qPCR. NGS VAF JAK2 V617F
predstavlja udio ocitanja mutacije JAK2 V617F u ukupnom broju ocitanja na poziciji mutacije u
genomu, a odreden je metodom NGS. Crvena linija prikazuje regresijski pravac, a izraCunata je snazna
pozitivna korelacija (Pearsonov koeficijent korelacije = 0,997; p < 0,001).
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4.7. Analiza mitohondrijskih parametara protocnom citometrijom

Mitohondrijska masa 1 membranski potencijal, koji odrazavaju funkcionalni status
mitohondrija, analizirani su odredivanjem srednjeg intenziteta fluorescencije (MFI) boja MT i
NAO uuzorcima granulocita JAK2 V617F pozitivnih bolesnika i zdravih ispitanika. Vrijednost
MEFTI boje MT bila je statisti¢ki znac¢ajno nizi kod JAK2 V617F pozitivnih bolesnika u odnosu
na zdrave ispitanike (p = 0,031) (Slika 14A). MFI boje NAO pokazao se statisticki znacajno
visi kod JAK2 V617F pozitivnih u odnosu na zdrave ispitanike (p = 0,032) (Slika 14B). Omjer
signala MT 1 NAO bio je statisticki znacajno nizi kod bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2

V617F u usporedbi sa zdravim ispitanicima (p = 0,003) (Slika 15).
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Slika 14. Srednja vrijednost intenziteta fluorescencije (MFI) boje MitoTracker™ Deep Red FM
(MT) (A) i boje Nonyl Acridine Orange (NAO) (B) u stanicama bolesnika pozitivnih na mutaciju
JAK2 V617F i zdravih ispitanika. Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija (test Mann-
Whitney U).
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Slika 15. Omjer intenziteta fluorescencije boje MitoTracker™ Deep Red FM (MT) i Nonyl
Acridine Orange (NAO) (MT/NAO) u stanicama bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F
i zdravih ispitanika. Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija (test Mann-Whitney U).
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4.8. Genska ekspresija mitohondrijskih i antioksidativnih gena

Kako bi se procijenila ekspresija mitohondrijskih i antioksidativnih gena u
granulocitima bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F, relativna ekspresija gena SIRT3,
MT-ND1, SOD2 i CAT odredena je RT-qPCR metodom i normalizirana prema genu ACTB. U
usporedbi sa zdravim ispitanicima, bolesnici pozitivni na mutaciju JAK2 V617F pokazali su
znacajno snizenu relativnu ekspresiju mitohondrijskih (SIR73 i MT-NDI) i antioksidativnih
gena (SOD2 i CAT) u granulocitima (p < 0,001) (Slika 16). Statisticka analiza provedena je
testom Mann—Whitney U za gene koji nisu pratili normalnu distribuciju (SIRT3, MT-NDI,
CAT), dok je za SOD2, kao jedini normalno distribuiran gen, koriSten t-test.
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Slika 16. Relativna ekspresija gena SIRT3, MT-ND1, SOD2 i CAT u granulocitima bolesnika
pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F i zdravih ispitanika. Statisticka znacajnost razlika izmedu
grupa procijenjena je testom Mann—Whitney U za gene SIRT3, MT-ND1 i CAT, te t-testom za gen SOD?2
(jedini koji je zadovoljio pretpostavke normalne distribucije). Statisticka znacajnost: p < 0,001 (A-D).
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4.9. Broj kopija mtDNA

Kako bi se procijenio relativni broj kopija mtDNA u granulocitima, provedena je
kvantitativna analiza uzoraka bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F i zdravih
ispitanika. Relativni broj kopija mtDNA u granulocitima odreden je metodom qPCR, a rezultati
su usporedeni izmedu skupine bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F i zdravih
ispitanika. Analiza vrijednosti ACt pokazala je da podaci nisu normalno distribuirani kod
bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F (Shapiro-Wilk test, p = 0,038), dok su zdravi
ispitanici imali normalnu distribuciju (p = 0,84). Sukladno tome, koriSten je test Mann-Whitney
U, koji nije pokazao statisti¢ki znacajnu razliku u vrijednosti relativne ekspresije koja u ovom
kontekstu predstavlja relativni broj kopija mtDNA u odnosu na nDNA (test Mann-Whitney U,
p = 0,63). Nakon logaritamske transformacije vrijednosti relativne ekspresije, provedena je i
analiza Welchovim t-testom, koja takoder nije pokazala znacajnu razliku (t = 0,47, p = 0,64).
Unato¢ vecéoj varijabilnosti broja kopija mtDNA unutar skupine bolesnika pozitivnih na
mutaciju JAK2 V617F, niti jedna od analiza nije ukazala na statisti¢ki znac¢ajnu razliku koli¢ine

mtDNA izmedu skupina.

4.10. Raspodjela mitohondrijskih haplogrupa

Mitohondrijske makrohaplogrupe odredene su analizom sekvenci mitohondrijske DNA
u uzorcima bolesnika s potvrdenom mutacijom JAK2 V617F (N — 65) radi procjene njihove
raspodjele u ispitivanoj skupini. Najzastupljenija je bila makrohaplogrupa H s udjelom od 42
%. Slijedi haplogrupa U koja ¢ini 23 % uzorka, dok je haplogrupa K zastupljena s 12 %. Ostale
makrohaplogrupe (T 1 J po 6,2 %, Vi W po 4,6 %, te [ s 1,5 %) prisutne su u znatno manjim
udjelima. Makrohaplogrupa X nije zabiljeZena u ispitivanoj skupini (Slika 17).
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Slika 17. Distribucija makrohaplogrupa u skupini JAK2 V617F pozitivnih ispitanika (N = 65).
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Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika wu raspodjeli mitohondrijskih

makrohaplogrupa izmedu bolesnika s mutacijom JAK2 V617F (N = 65) i zdravih ispitanika (N

= 25). U obje skupine dominira makrohaplogrupa H, dok su ostale haplogrupe zastupljene u

manjim udjelima, bez jasnog obrasca koji bi razlikovao skupine (Slika 18).

Statisticka analiza provedena Pearsonovim y* testom i Fisherovim egzaktnim testom

nije pokazala statisticki znacajne razlike u raspodjeli makrohaplogrupa izmedu bolesnika s

mutacijom JAK2 V617F i opce populacije nakon korekcije za viSestruka testiranja, niti izmedu

zdravih ispitanika i op¢e populacije.
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Slika 18. Usporedna raspodjela mitohondrijskih makrohaplogrupa kod bolesnika s
mutacijom JAK2 V617F (N = 65) i zdravih ispitanika (N = 25).
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4.11. Analiza potencijalno patogenih heteroplazmija pri pragu od
5%

Potencijalno patogene heteroplazmije mitohondrijske DNA analizirane su
sekvenciranjem mitohondrijskog genoma u uzorcima bolesnika s mutacijom JAK2 V617F i
zdravih ispitanika radi procjene mutacijskog opterec¢enja i funkcionalne raspodjele varijanti.
Sve identificirane varijante bile su ograni¢ene na kodirajuce regije mitohondrijskog genoma
(geni mRNA, rRNA i tRNA), dok u kontrolnoj regiji nisu zabiljezene promjene. Ukupan broj
potencijalno patogenih heteroplazmija pri pragu od 5 % (engl. Potentially Pathogenic
Heteroplasmy 5%, PHPS) bio je vec¢i u skupini bolesnika s mutacijom JAK2 V617F u odnosu
na zdrave ispitanike. Sli¢no tome, mutacijsko opterecenje po ispitaniku bilo je viSe u skupini
bolesnika, iako razlika nije dosegnula statistiCku znacajnost. U funkcionalnoj raspodjeli
varijanti u obje skupine dominirale su sinonimne heteroplazmije, dok su nesinonimne varijante
¢inile manji udio, uz trend veceg broja u bolesnika.

Tranzicije su bile dominantne u obje skupine ispitanika, dok su transverzije bile rjede
zastupljene. U skupini JAK2 V617F pozitivnih ispitanika transverzije su ¢inile 23,6 % svih
detektiranih PHPS heteroplazmija (13/55). Obrazac raspodjele mutacijskih tipova bio je sli¢an
izmedu skupina, bez statisticki znacajnih razlika.

Raspodjela varijanti prema ucestalosti u populaciji ukazala je na razliCite obrasce
izmedu skupina, pri ¢emu je u bolesnika udio Cestih i rijetkih varijanti bio priblizno jednak,
dok su kod zdravih ispitanika dominirale rijetke varijante. Rijetke heteroplazmije bile su
rasporedene duz mitohondrijskog genoma 1 prisutne u viSe gena, ponajprije u regijama mRNA,
uz manju zastupljenost u genima rRNA 1 tRNA. Unutar gena RNA, varijante su bile prisutne u
oba gena rRNA, s ve¢om zastupljenoS¢u u 16S rRNA u odnosu na gen 12S rRNA, dok je u
genima tRNA zabiljeZen manji broj heteroplazmija. Ukupno gledano, varijante RNA bile su
rjede u odnosu na varijante u regijama mRNA. Rijetke nesinonimne heteroplazmije bile su
rasporedene duZ mitohondrijskog genoma bez jasnog grupiranja te su identificirane u genima
koji kodiraju proteinske podjedinice respiratornog lanca, ukljucujuc¢i gene kompleksa I, I11, IV

1 V.
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4.12. Homoplazmije

Homoplazmijske varijante mitohondrijske DNA analizirane su sekvenciranjem
mitohondrijskog genoma u uzorcima bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F i zdravih
ispitanika radi procjene mutacijskog opterecenja i raspodjele varijanti. Homoplazmijske
varijante nisu otkrivene u kontrolnoj regiji mitohondrijskog genoma, ve¢ su bile ograni¢ene na
kodirajuce regije. Ukupan broj homoplazmija bio je veci u skupini bolesnika pozitivnih na
mutaciju JAK2 V617F u odnosu na zdrave ispitanike, no opterecenje varijantama po ispitaniku
nije se znacajno razlikovalo izmedu skupina.

Analiza raspodjele prema ucestalosti u populaciji pokazala je slican udio ¢estih i rijetkih
varijanti izmedu skupina, bez statisticki znacajnih razlika. U obje skupine zabiljezena je
izrazena dominacija tranzicija u odnosu na transverzije, uz slican obrazac raspodjele po
ispitaniku. Homoplazmije su bile rasporedene duz mitohondrijskog genoma, pretezno u
protein-kodirajuéim genima (mRNA), uz manju zastupljenost u regijama rRNA i tRNA.
Rijetke nesinonimne varijante bile su rasporedene bez uocljivog grupiranja, najcesce u genima

CYB, ATP6, ND1 1 ND5.

4.13. Klinicki znacajne varijante mitohondrijske DNA u bolesnika s
mutacijom JAK2 V617F i zdravih ispitanika

U svrhu procjene ucestalosti 1 raspodjele potencijalno klinicki znacajnih varijanti
mtDNA provedena je analiza mitohondrijskog genoma u bolesnika pozitivnih na mutaciju
JAK2 V617F 1 zdravih ispitanika. Od ukupno 66 bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2
V617F, patogene varijante mtDNA identificirane su u troje bolesnika, dok su vjerojatno
patogene varijante zabiljeZene u joS$ troje bolesnika, ukupno u Sest bolesnika s potencijalno
patogenim varijantama. Varijante neodredenog klinickog znacaja (VUS) ¢inile su vecéinu
nalaza, pri ¢emu su varijante VUS—, koje upucuju na vecu vjerojatnost benignog ucinka,
zabiljezene u 12 bolesnika, dok su varijante VUS+, povezane s veom vjerojatnoScu
patogenosti, utvrdene u pet bolesnika. U dvoje bolesnika utvrdena je prisutnost viSestrukih
varijanti, pri ¢emu su kod jednog detektirane dvije, a kod drugog tri varijante.

U bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F identificiran je veé¢i broj varijanti
mtDNA u odnosu na zdrave ispitanike (Tablica 5, Tablica 6), pri ¢emu su patogene i vjerojatno
patogene varijante zabiljezene isklju¢ivo u skupini bolesnika. Detektirane varijante bile su
rasporedene duZ mitohondrijskog genoma 1 obuhvacale su gene koji kodiraju komponente

respiratornog lanca, kao i gene za ribosomske i transfer RNA. U bolesnika su zabiljeZene 1
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homoplazmicne i heteroplazmicne varijante, dok je u skupini zdravih ispitanika pronaden

manji broj varijanti bez patogenih promjena.

Tablica 5. Pregled mitohondrijskih varijanti DNA detektiranih u granulocitima bolesnika
pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F, prema poziciji u odnosu na referentnu sekvencu rCRS, s

ripadaju¢im udjelom heteroplazmije i procjenom patogenosti.

Pozicija Oznaka uzorka | Gen Referentni alel Frekvencija | Patogenost
(rCRS) /varijanta Alternativni | alternativnog
alel alela (%)

901 MPN-38-GR/87 | MT-RNRI G/m.901G>R A 8,5 % VUS-
1336 MPN-16-GR/66 | MT-RNRI G /m.1336G>R A 9,4 % VUS-
1550 MPN-8-GR/62 MT-RNRI A/m.1550A>R G 11,6 % VUS+
1966 MPN-65-GR/46 | MT-RNR?2 G/ m.1966G>R A 9,6 % VUS
2814 MPN-12-GR/80 | MT-SHLP5 | G/ m.2814G>R A 6,19 % VUS
2819 MPN-7-GR/72 MT-SHLP5 | G/ m.2819G>R A 10,8 % VUS
3058 MPN-29-GR/54 | MT-RNR2 T/m.3058T>Y C 21,4 % vjerojatno

patogena
4435 MPN-52-GR/72 | MT-TM G/ m.4435A>G - 100 % patogena
4690 MPN-16-GR/66 | MT-ND2 T/ m.4690T>K G 47,3 % VUS-
5567 MPN-25-GR/71 | MT-TW C/m.5567T>C - 100 % patogena
7393 MPN-29-GR/54 | MT-CO1 G/ m.7393G>R A 6,3 % VUS-
8007 MPN-24-GR/81 | MT-CO2 G/ m.8007G>R A 42,8 % VUS+
8348 MPN-50-GR/78 | MT-TK G/ m.8348A>G - 100 % patogena
9022 MPN-23-GR/68 | MT-ATP6 A/m.9022G>A - 100 % VUS-
9025 MPN-39-GR/84 | MT-ATP6 G/ m.9025G>R A 7,2 % vjerojatno

patogena
9306 MPN-10-GR/59 | MT-CO3 T/m.9306T>Y C 35,7 % VUS+
9445 MPN-6-GR/54 MT-CO3 G/ m.9445G>R A 14 % VUS-
9445 MPN-29-GR/54 | MT-CO3 G/ m.9445G>R A 13,7 % VUS-
10192 MPN-14-GR/73 | MT-ND3 T/m.10192C>T - 100 % VUS-
11084 MPN-64-GR/57 | MT-ND4 G/m.11084A>G | - 100 % VUS-
11696 MPN-30-GR/62 | MT-ND4 A/m.11696G>A | - 100 % VUS-
14180 MPN-33-GR/72 | MT-ND6 C/m.14180T>C - 100 % VUS-
14486 MPN-41-GR/81 | MT-ND6 A/m.14486A>R | G 14,4 % vjerojatno

patogena
15245 MPN-60-GR/43 | MT-CYB A/m.15245G>A | - 100 % VUS-
15946 MPN-44-GR/68 | MT-TT T/ m.15946C>T - 100 % VUS-

VUS oznacava varijante nejasnog klinickog znacenja
VUS+ oznacava varijante s ve¢om vjerojatnoscéu patogenosti
VUS— oznacava varijante s vecom vjerojatnoscu benignog ucinka
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Tablica 6. Pregled mitohondrijskih varijanti DNA detektiranih u granulocitima zdravih

ispitanika, prema poziciji u odnosu na referentnu sekvencu rCRS, s pripadaju¢im udjelom
heteroplazmije i procjenom patogenosti.
Pozicija Oznaka uzorka | Gen Glavni alel Manjinski | Granulociti | Patogenost
(rCRS) /varijanta alel (%)
2649 MPN-82-GR/74 | MT-Hum T/m.2649T>Y | C 47,3 % VUS-
3398 MPN-83-GR/80 | MT-NDI C/m.3398T>C | - 100 % VUS+
5561 MPN-77-GR/68 | MT-TW T/m.5561T>Y | C 6,8 % VUS-
7695 MPN-76-GR/59 | MT-CO2 T/m.7695T>Y | C 43,6 % VUS+

VUS (variant of uncertain significance)
VUS+ oznacava varijante s vecom vjerojatno$Scu patogenosti
VUS— oznacava varijante s vecom vjerojatnosScu benignog ucinka
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4.14. Analiza povezanosti klinickih, hematoloskih i molekularnih
parametara

U svrhu ispitivanja povezanosti izmedu parametara mitohondrijske funkcije, ekspresije

gena, hematoloskih parametara, simptoma bolesti i VAF-a mutacije JAK2 V617F provedene

su Spearmanove korelacijske analize. Analize su provedene iskljuc¢ivo u skupini bolesnika,

budu¢i da pojedine varijable nisu bile dostupne u skupini zdravih ispitanika jer se odnose

isklju¢ivo na obiljezja bolesti. Rezultati pokazuju da su neke korelacije bile statisticki znacajne,

dok za pojedine varijable nije utvrdena znacajna povezanost (Tablica 7).

Tablica 7. Spearmanove korelacije izmedu parametara mitohondrijske funkcije, ekspresije gena,
hematoloskih parametara, simptoma bolesti i VAF-a mutacije JAK2 V617F u skupini bolesnika s

MPN-om.
Varijabla 1 Varijabla 2 Statisticka znacajnost
omjer MT/NAO Broj kopija mtDNA n.s.
omjer MT/NAO Ekspresija gena n.s.
(SIRT3, MT-ND1,
SOD2 i CAT)
omjer MT/NAO | VAF mutacije JAK2 n.s.
V617F
omjer MT/NAO | Hematoloska analiza MCHC (p=-10,252,p=0,041)
krvi Eozinofilni granulociti (%) (p =— 0,247, p = 0,045)
omjer MT/NAO Simptomi n.s.
procijenjeni
upitnikom MPN-
SAF TSS
Ekspresija gena Simptomi SOD?2 - Nelagoda u trbuhu (p =— 0,256, p = 0,046)
SIRT3, MT-ND1, procijenjeni
SOD2 i CAT upitnikom MPN-
SAF TSS
Ekspresija gena Hematoloska analiza n.s
SIRT3, MT-NDI1, krvi
SOD2 i CAT
Ekspresija gena VAF mutacije JAK2 n.s
SIRT3, MT-NDI1, Vo617F
SOD2 i CAT
Ekspresija gena Broj kopija mtDNA n.s
SIRT3, MT-NDI1,
SOD2 i CAT
Simptomi Hematoloska analiza Zamor — RDW (p = 0,260, p = 0,0398)
odredeni krvi Nelagoda u trbuhu — MCV (p =-0,300, p=0,0151)
upitnikom MPN- Neaktivnost — RDW (p = 0,320, p = 0,0064)
SAF TSS Neaktivnost — Limfociti % (p =— 0,320, p = 0,0100)
Neaktivnost — Neutrofilni granulociti % (p = 0,270, p =
0,0302)
Problemi s koncentracijom — MCV (p =- 0,300, p =
0,0152)
Problemi s koncentracijom — MCH (p =— 0,260, p =
0,0318)
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Svrbez (pruritus) — MCV (p = 0,330, p = 0,0049)
Svrbez (pruritus) — MCH (p = 0,330, p = 0,0050)
Vruéica (>37,8 °C) — Hematokrit (p =— 0,290, p = 0,0183)
Vrucica (>37,8 °C) — Eritrociti (p =— 0,280, p = 0,215)
Vruéica (>37,8 °C) — Hemoglobin (p =— 0,270, p =
0,0274)

Nezeljeni gubitak tezine — Monociti % (p =— 0,260, p =
0,0330)

Zbroj simptoma — Hematokrit (p =— 0,240, p = 0,0497)
Zbroj simptoma — MCH (p =— 0,300, p = 0,0134)
Zbroj simptoma— MCV (p =- 0,300, p =0,0138)
Zbroj simptoma — Hemoglobin (p =— 0,290, p = 0,0184)

Simptomi VAF mutacije JAK2 | neaktivnosti - VAF mutacije JAK2 V617F (p=0,327,p=
odredeni V617F 0,007)
upitnikom MPN-
SAF TSS
Simptomi Broj kopija mtDNA n.s
odredeni
upitnikom MPN-
SAF TSS
Hematoloska VAF mutacije JAK2 RDW — VAF (p =0,587, p=2,2x107)
analiza krvi V617F Neutrofilni granulociti % — VAF (p = 0,573, p =5,0x107)
Limfociti % — VAF (p =— 0,653, p=2,9x107)
MCHC - VAF (p=-10, 504, p = 1,6x107%)
Neutrofili x10°/L — VAF (p = 0,427, p =3,5%107%)
Bazofili x10°/L — VAF (p =0,365, p=2,6x107%)
Leukociti — VAF (p=10,314, p=0,0103)
MCH - VAF (p =- 0,324, p = 0,0079)
Limfociti x10°/L — VAF (p=-0,307,p=0,0121)
Bazofili % — VAF (p = 0,269, p = 0,0288)
Hematoloska Broj kopija mtDNA Leukociti — mtDNA (p =- 0,335, p = 0,0059)
analiza krvi Neutrofilni granulociti % — mtDNA (p =- 0,368, p =
0,00236)
Limfociti % — mtDNA (p = 0,338, p = 0,00557)
Monociti % — mtDNA (p = 0,254, p = 0,03938)
Eozinofili x10°/L — mtDNA (p =— 0,258, p=0,03675)
Neutrofili x10°/L — mtDNA (p =-— 0,337, p=10,00572)
VAF mutacije Broj kopija mtDNA VAF - broja kopija mtDNA (p =— 0,324; p = 0,008)
JAK2 V617F

Prikazane su statisticki znacajne povezanosti (p < 0,05) i neznacajni rezultati (n.s.). Za djelomicne
odnose prikazane su vrijednosti Spearmanovog koeficijenta korelacije (p) i pripadajuce p-vrijednosti.

4.14.1. Analiza klinickih, hematoloskih, molekularnih i mitohondrijskih
parametara

Za vec¢inu hematoloskih parametara nije utvrdena statisticki znaCajna povezanost s

omjerom MT/NAO, ukljucujuéi leukocite, eritrocite, hemoglobin, hematokrit, MCV, MCH,

RDW te ve¢inu diferencijalnih leukocitnih populacija. Spearmanova korelacijska analiza nije

pokazala statisticki znaCajnu povezanost omjera MT/NAO s brojem kopija mtDNA,

ekspresijom analiziranih gena (SIRT3, MT-ND1, SOD2 i CAT), vrijednostima VAF-a mutacije

JAK2 V617F niti s klini€¢kim parametrima, ukljucujuéi pojedinacne simptome i ukupni zbroj
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simptoma odreden upitnikom MPN-SAF TSS (svi p > 0,05). Takoder, ekspresija analiziranih
gena nije pokazala znacajnu povezanost s hematoloSkim parametrima, vrijednostima VAF-a
niti s brojem kopija mtDNA. Za vec¢inu analiziranih gena (SIRT3, MT-ND1 i CAT) nije utvrdena
statisticki znacajna povezanost s pojedinacnim simptomima niti s ukupnim simptomatskim
zbrojem. Analiza povezanosti VAF-a mutacije JAK2 V617F sa simptomima pokazala je da
veCina ispitivanih simptoma nije bila statisticki znacajno povezana. Nadalje, analiza
povezanosti broja kopija mtDNA s klinickim simptomima nije pokazala statisticki znacajne

rezultate.

4.14.2. Statisticki znacajne korelacije klinickih, hematoloSkih, molekularnih i
mitohondrijskih parametara

4.14.2.1. Omjer MT/NAO u korelaciji s hematoloskim parametrima krvne slike
U svrhu procjene povezanosti hematoloskih parametara s pokazateljima mitohondrijske
funkcije provedena je korelacijska analiza izmedu laboratorijskih parametara i omjera
MT/NAO. Utvrdene su dvije statisticki znacajne negativne korelacije: srednja koncentracija
hemoglobina (MCHC) je pokazala negativnu povezanost s omjerom MT/NAO (p =- 0,252, p
= 0,041) (Slika 19A). Eozinofilni granulociti (%) takoder su pokazali slabu negativnu
korelaciju s omjerom MT/NAO (p =— 0,247, p = 0,045) (Slika 19B).

p=-0.252 p
A p =0.041 B p
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Slika 19. Korelacija omjera MT/NAO sa srednjom koncentracijom hemoglobina (MCHC)
(A) i postotokom eozinofilnih granulocita (B). Crvena linija oznacava linearnu regresiju, a
narancaste tocke pojedinacne vrijednosti bolesnika.

4.14.2.2. Ekspresija gena SIRT3, MT-ND1, CAT i SOD2 u korelaciji sa simptomima
odredenim upitnikom MPN-SAF TSS

Analizirana je povezanost ekspresije gena SIRT3, MT-ND1, CAT i SOD2 s pojedina¢nim
simptomima procijenjenima upitnikom MPN-SAF TSS. Za gene SIRT3, MT-ND1 i CAT nisu
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utvrdene statisticki znacajne korelacije s ispitivanim simptomima. Nasuprot tome, ekspresija

gena SOD?2 pokazala je statistiCki znaCajnu, ali slabu negativnu korelaciju s intenzitetom

nelagode u trbuhu (p = —0,256, p = 0,046) (Slika 20), pri ¢emu je visa ekspresija SOD2

povezana s nizim intenzitetom simptoma. Unato¢ postignutoj statistickoj znacajnosti,

rasprSenost podataka ukazuje na ogranicenu snagu ove povezanosti.

Nelagoda u trbuhu

[=)]

B

~J

p=-0.256
p = 0.046
5000 10000 15000 20000 25000 30000
SOD2

Slika 20. Korelacija izmedu ekspresije SOD2 i intenziteta simptoma nelagode u trbuhu
kod bolesnika s MPN. Narancaste tocke oznacavaju pojedina¢ne vrijednosti ispitanika, dok crvena
linija predstavlja linearnu regresiju koja ilustrira smjer i trend odnosa.

64



4.14.2.3. Simptomi odredeni upitnikom MPN-SAF TSS u korelaciji s parametrima
utvrdenim hematoloskom analizom krvi

U svrhu procjene povezanosti hematoloskih parametara s klinickim simptomima
provedena je korelacijska analiza izmedu laboratorijskih nalaza i ukupnog zbroja simptoma te
pojedinacnih simptoma bolesti. Najvise statisti¢ki znacajnih korelacija izmedu hematoloskih
parametara i klinickih simptoma utvrdeno je za simptome neaktivnosti, svrbeza, nelagode u
trbuhu, problema s koncentracijom i vrudice, kao i1 za ukupni zbroj simptoma. MCV je bio
najcesce povezan parametar, pokazujuci negativne korelacije s nelagodom u trbuhu (p = —
0,300, p=0,0151), problemima s koncentracijom (p =—0,300, p = 0,0152) te ukupnim zbrojem
simptoma (p =-0,300, p = 0,0138). Dodatno, svrbez je bio pozitivno povezan s MCV i MCH,
neaktivnost s RDW te negativno s udjelom limfocita, dok je vrucica bila negativno povezana s
hematokritom, brojem eritrocita i hemoglobinom. Ukupni zbroj simptoma takoder je pokazao
negativne korelacije s prosje¢nom koli¢inom hemoglobina u eritrocitu (MCH) 1 hemoglobinom

(Slika 21).

ZAMOR
PREURANJENA SITOST
NELAGODA U TRBUHU

NEAKTIVNOST

PROBLEMI S KONCETNRACIJOM

o
=]

NOCNO ZNOJENJE

SVRBEZ(PRURITUS)

|
2
-

BOL U KOSTIMA

-0.2
VRUCICA >37.8
NEZELJENI GUBITAK TEZINE U POSLJEDN]IH 6M) -0.3

ZBROJ

-0.4

(o]
>
o
=

McH e Y

LEUKOCITI

ERITROCITI

HEMOGLOBIN

HEMATOKRIT

MCHC

RDW

TROMBOCITI

MPY

NEUTROFILNI GRANULOCITI %
LIMFOCITI %

MONOCITI %

EOZINOFILNI GRANULOCITI %
BAZOFILNI GRANULOCITI %
MEUTROFILNI GRANULOCITI X10~9
LIMFQCITI X1079

MONOCITI X109

EOZINOFILNI GRANULOCITI X109
BAZOFILNI GRANULOCITI X109

Slika 21. Toplinska karta Spearmanovih korelacija izmedu simptoma odredenih upitnikom
MPN-SAF TSS i hematoloskih parametara u bolesnika s MPN-om pozitivnih na mutaciju JAK2
V617F (N = 66). Prikazani su koeficijenti korelacije (p); svjetlije nijanse oznacavaju pozitivne, a
tamnije negativne korelacije. Statisticki znacajne korelacije (p < 0,05) oznacene su zvjezdicom (*),
dok su kruznicama oznacene umjerene i jace korelacije (p > 0,30 ili p <—0,30).
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4.14.2.4. Simptomi odredeni upitnikom MPN-SAF TSS u korelaciji s udjelom varijantnog
alela mutacije JAK2 V617F

Radi procjene povezanosti mutacijskog optere¢enja JAK2 V617F s klinickim
simptomima provedena je korelacijska analiza izmedu vrijednosti VAF-a mutacije JAK2
V617F 1 pojedinacnih simptoma bolesti. Jedina znacajna povezanost utvrdena je izmedu
simptoma neaktivnosti i VAF-a mutacije JAK2 V617F. Spearmanov koeficijent korelacije
iznosio je p = 0,327, uz statisti¢ku znacajnost p = 0,007, pri ¢emu vec¢i mutacijski teret pokazuje

tendenciju povezivanja s izrazenijom vrijednosti simptoma neaktivnosti (Slika 22).
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Slika 22. Korelacija izmedu simptoma neaktivnosti odredenog upitnikom MPN-SAF TSS i
udjela varijantnog alela mutacije JAK2 V617F (VAF). Crvena linija predstavlja regresijski pravac,
a pojedinac¢ni podatci prikazani su narancastim tockama.

4.14.2.5. Parametri utvrdeni hematoloskom analizom krvi u korelaciji s udjelom
varijantnog alela mutacije JAK2 V617F

Zbog procjene povezanosti mutacijskog opterecenja JAK2 V617F s hematoloskim
parametrima provedena je korelacijska analiza izmedu vrijednosti VAF-a mutacije JAK2
V617F 1 parametara krvne slike. Analiza povezanosti parametara utvrdenih hematoloSkom
analizom krvi s VAF-om mutacije JAK2 V617F pokazala je viSe statisticki znacajnih
korelacija. Utvrdena je snazna pozitivna korelacija izmedu RDW 1 VAF-a (p = 0,587; p =
2,2x1077) 1 izmedu udjela neutrofilnih granulocita (%) (p = 0,573; p = 5,0x1077). Pozitivna
korelacija zabiljeZzena je 1 za apsolutni broj neutrofila (p = 0,427; p = 3,5x107*), bazofila
(X10°/L) (p = 0,365; p = 0,0026), ukupne leukocite (p = 0,314; p = 0,0103) te udio bazofila
(%) (p =0,269; p = 0,0288). Suprotno tome, znacajne negativne korelacije uocene su za udio
limfocita (%) (p =— 0,653; p = 2,9%107°) 1 apsolutni broj limfocita (p =— 0,307; p = 0,0121).

Takoder je utvrdena negativna korelacija izmedu VAF-a 1 srednje koncentracije hemoglobina
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(MCHC) (p =-0,504; p = 1,6x1075) te prosjecne koli¢ine hemoglobina u eritrocitu (MCH) (p
=-0,324; p=0,0079) (Slika 23). Ostali parametri krvne slike nisu pokazali statisticki znaCajne
povezanosti s VAF-om mutacije JAK2 V617F.

LIMFOCITI % 558
MCHC | #5%

MCH | **

LIMFOCITI X10"9 | *

EOQZINOFILNI GRANULOCITI % | O

MCVE O
1.00
MONOCITI % [ O I
0.75
HEMOGLOBIN [
10.50
TROMBOCITI |
10.25
MPV -
410.00
HEMATOKRIT |
1-0.25
EOZINOFILNI GRANULOCITI X1079 |
1-0.50
ERITROCITI |

-0.75
MONOCITI X1079 | O
-1.00

BAZOFILNI GRANULOCITI % | *
LEUKOCITI | *

BAZOFILNI GRANULOCITI X10°9 | **
NEUTROFILNI GRANULOCITI X109 |- #%*
NEUTROFILNI GRANULOCITI % [ #%

RDW [ ¥

VAF

Slika 23. Toplinska mapa Kkorelacija izmedu vrijesdnosti krvnih parametara i udjela varijantnog
alela mutacije JAK2 V617F (VAF). Boja polja odraZzava smjer i jac¢inu korelacije (crveno = pozitivna,
plavo = negativna). Statisti¢ki znacajne korelacije oznacCene su zvjezdicama prema razini znacajnosti,
dok je marginalna znacajnost prikazana kruzi¢em ( * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001, 0 0,05 <p <
0,10 (grani¢na povezanost).

4.14.2.6. Parametri utvrdeni hematoloskom analizom krvi u korelaciji s brojem kopija
mtDNA

Kako bi se ispitala povezanost broja kopija mtDNA s hematoloskim parametrima,
provedena je korelacijska analiza izmedu broja kopija mtDNA i parametara krvne slike.
Analiza povezanosti parametara utvrdenih hematoloskom analizom krvi s brojem kopija

mtDNA pokazala je nekoliko statisti¢ki znacajnih korelacija. Utvrdene su negativne korelacije
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izmedu broja kopija mtDNA 1 ukupnog broja leukocita (p = — 0,335; p = 0,0059), udjela
neutrofilnih granulocita (p =— 0,368; p = 0,0024), apsolutnog broja neutrofila (p = — 0,337; p
= 0,0057) te apsolutnog broja eozinofilnih granulocita (p = — 0,258; p = 0,0368). Pozitivne
korelacije zabiljezene su za udio limfocita (p = 0,338; p = 0,0056) i udio monocita (p = 0,254;
p =0,0394). Ostali parametri krvne slike nisu pokazali statisticki znaCajnu povezanost s brojem
kopija mtDNA (p > 0,05) (Slika 24).
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Slika 24. Toplinska mapa korelacija izmedu vrijednosti krvnih parametara i broja kopija
mitohondrijske DNA. Boja polja odrazava smjer i jaCinu korelacije (crveno = pozitivna, plavo =
negativna). Statisticki znacajni odnosi oznaeni su zvjezdicama prema razini znacajnosti, dok su
marginalne korelacije prikazane otvorenim kruzi¢em (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, 0 0,05 <
p < 0,10 (grani¢na povezanost).
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4.14.2.7. Udio varijantnog alela mutacije JAK2 V617F u korelaciji s brojem kopija
mtDNA

Spearmanovom korelacijskom analizom ispitana je povezanost izmedu VAF-a mutacije
JAK2 V617F i broja kopija mtDNA. Utvrdena je statisticki znacajna negativna korelacija
izmedu navedenih varijabli (p =—0,324; p =0,008) (Slika 25), pri ¢emu je visi VAF bio povezan
s nizim brojem kopija mtDNA. Uocena korelacija ukazuje na umjerenu povezanost izmedu
analiziranih parametara, uz vidljivu rasprSenost pojedinac¢nih vrijednosti, Sto odrazava

varijabilnost unutar ispitivane skupine.
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Slika 25. Korelacija udjela varijantnog alela JAK2 V617F (VAF) i broja kopija mitohondrijske
DNA u bolesnika s MPN-om pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F (N = 66). Linearna regresijska
linija (crveno) sa Spearmanovim koeficijentom korelacije (p = — 0,324, p = 0,008).
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S. RASPRAVA

5.1. Hematoloska analiza krvi

Hematoloski nalazi bolesnika oboljelih od MPN-a (N = 66), analiziranih u ovoj studiji,
uglavnom su bili u skladu s prethodno opisanim obiljezjima MPN-a, uz odredena odstupanja
koja vjerojatno odrazavaju heterogenost bolesnicke populacije. Promjene u krvnoj slici u
MPN-ovima ne ocituju se ravnomjerno u svim parametrima, ve¢ su ¢esto specificne za pojedini
podtip bolesti i stupanj klonalne proliferacije (126). PoviSene vrijednosti RDW-a upucuju na
izrazeniju anizocitozu, $to je u skladu s ranijim nalazima prema kojima poremecena eritropoeza
1 abnormalna proliferacija progenitornih stanica u MPN-u mogu rezultirati vecom
varijabilno$c¢u veli¢ine eritrocita, osobito u bolesnika s mijelofibrozom (127).

Zabiljezene razlike u parametrima granulocita i trombocita takoder su u skladu s
prethodnim istrazivanjima koja pokazuju da bolesnici s mutacijom JAK2 V617F iskazuju
sklonost povecanoj granulopoezi 1 megakariopoezi, kao odrazu konstitutivne aktivacije
signalnih puteva uklju€enih u proliferaciju 1 prezivljenje mijeloidnih progenitora. Hermouet je
opisao povezanost upalnih i proliferacijskih mehanizama s fenotipom MPN-a, dok su
Vainchenker i Kralovics detaljno prikazali molekularnu patofiziologiju i u¢inak mutacije JAK2
V617F na proliferaciju mijeloidne loze (128,129).

Trombocitoza, osobito u ET-u i PV-u, predstavlja jedno od tipi¢nih hematoloskih
obiljeZja MPN-a te je povezana s dijagnosticCkom vrijednoS¢u i1 s povecanim rizikom
tromboembolijskih komplikacija (126). Uocena neutrofilija dodatno podupire koncept
kroni¢ne proliferativne i upalne aktivacije u MPN-u, dok snizene vrijednosti limfocita upucuju
na pomak hematopoeze u korist mijeloidne proliferacije (130).

Kod bolesnika s PV-om utvrden je znacajno viSi hematokrit u odnosu na zdrave
ispitanike, §to je u skladu s patofiziologijom bolesti i vaze¢im dijagnostickim kriterijima,
prema kojima je poviSen hematokrit jedan od glavnih kriterija za dijagnozu PV-a (3,131).
Nasuprot tome, izostanak statisticki znacajnih razlika u ukupnom broju leukocita, eritrocita,
osnovnim eritrocitnim indeksima (MCV, MCH) te pojedinim drugim parametrima, poput
monocita, bazofila i MPV-a, upucuje na to da se hematoloske promjene u MPN-u prvenstveno
ocituju u odredenim krvnim lozama, dok druge mogu ostati relativno ouvane, ovisno o podtipu

bolesti i klonalnoj dinamici (8,126).

70



5.2. Klinicki simptomi bolesnika s MPN-om

Nalazi dobiveni analizom bolesnika uklju¢enih u ovo istrazivanje u skladu su s
dosadasnjim spoznajama o klinickoj prezentaciji MPN-a, pri ¢emu vecéina bolesnika iskazuje
viSe istodobnih simptoma, neovisno o podtipu bolesti. Zamor se istiCe kao najcesci i
najizrazeniji simptom, Sto je u skladu s prethodnim istrazivanjima koja ga povezuju s
kroni¢cnom upalnom aktivacijom, poremecajem energetske homeostaze 1 citokinskom
disregulacijom (132-134). Uz zamor, cesti simptomi poput neaktivnosti, poteskoca s
koncentracijom i bolovima u kostima odrazavaju sustavne u¢inke kroni¢ne upalne signalizacije
i klonalne mijeloidne proliferacije, koji se smatraju kljucnim patobioloskim obiljezjima MPN-
a (128).

Pruritus 1 noéno znojenje dodatno se povezuju s citokinskim disbalansom, aktivacijom
mastocita 1 pojatanom signalizacijom JAK-STAT, osobito u bolesnika s mutacijom JAK2
V617F, te znacajno utjecu na kvalitetu zivota (126). S druge strane, simptomi koji se ¢esce
povezuju s uznapredovalim stadijem bolesti, poput vruéice, gubitka tjelesne mase i
abdominalne nelagode, u ovoj su kohorti bili rjede zastupljeni. Ovakav nalaz moze odraZavati
heterogenost ispitivane populacije, ali 1 ¢injenicu da intenzitet simptoma ne korelira nuzno s
morfoloskim stadijem bolesti, ve¢ je u ve¢oj mjeri odreden upalnim i citokinskim profilom
bolesnika (135).

Rezultati upitnika za procjenu simptoma mijeloproliferativnih neoplazmi (MPN-SAF
TSS) pokazali su da nije bilo statisticki znaajne razlike u intenzitetu simptoma izmedu
bolesnika s MF, ET 1 PV. Dobiveni rezultati podupiru nalaze prema kojima se simptomatsko

opterecenje medu podtipovima MPN-a Cesto preklapa (136).

5.3. Detekcija i kvantifikacija mutacije JAK2 V617F

Kod svih bolesnika s MPN-om uklju¢enith u molekularnu analizu potvrdena je
prisutnost mutacije JAK2 V617F, §to predstavlja ocekivan nalaz buduci da je rije¢ o najéeS¢em
molekularnom obiljezju klasicnih MPN-ova. Mutacija je prisutna u vecini bolesnika s PV-om
te u znac¢ajnom dijelu bolesnika s ET-om i MF-om, §to je ¢ini vaznim dijagnostickim markerom
(4,43).

U zdravih ispitanika mutacija JAK2 V617F nije detektirana, Sto je u skladu s njezinom
visokom specificnos¢u za klonalne MPN-ove (137). U vecini bolesnika bila je prisutna kao
jedina patogena varijanta. Ipak, identifikacija dodatne varijante kalretikulina s pomakom

okvira Citanja (p.L367fs*46) u jedne bolesnice predstavlja rijetku, ali bioloski znacajnu
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iznimku. Tako su mutacije JAK2 1 CALR u pravilu medusobno ekskluzivne, njihova istodobna
prisutnost opisana je u malom postotku bolesnika te se tumaci kao odraz subklonalne
heterogenosti i evolucije klonalne arhitekture (56,57). Ovaj nalaz dodatno naglasava prednost
pristupa NGS u detekciji rijetkih komutacija s vrijednim dijagnosti¢kim i prognostickim
znacenjem.

Analiza udjela varijantnog alela pokazala je obrasce u skladu s poznatim bioloskim
razlikama medu podtipovima MPN, pri ¢emu bolesnici s ET-om imaju niZe, a bolesnici s PV-
om i MF-om viSe vrijednosti VAF, §to odrazava stupanj klonalne dominacije mutiranih
progenitora (130). Unato¢ uo¢enim broj¢anim razlikama u ovoj studiji, statistiCka znacajnost
nije postignuta zbog preklapanja vrijednosti VAF medu podtipovima uslijed heterogene
skupine ispitanika.

Visoka podudarnost izmedu vrijednosti VAF-a dobivenih metodama qPCR i NGS
potvrduje pouzdanost obje tehnike u kvantifikaciji mutacije JAK2 V617F. Ranija istrazivanja
pokazala su gotovo savrSenu korelaciju izmedu rezultata dobivenih metodama qPCR-a i
ddPCR-a te visoku podudarnost izmedu ddPCR-a i NGS-a (130-132). Kombinacija qPCR-a,
kao osjetljive metode detekcije, i NGS-a, koji omogucuje Siru molekularnu karakterizaciju,

predstavlja optimalan pristup u analizi MPN-ova.

5.4. Analiza mitohondrijskih parametara protocnom citometrijom

Mitohondrijske promjene procijenjene mjerenjem intenziteta fluorescencije specifi¢nih
boja pokazale su statisti¢ki znacajne razlike u intenzitetu signala MFI boja MT, NAO injihovog
omjera izmedu bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F 1 zdravih ispitanika. Dobiveni
rezultati upucuju na prisutnost mitohondrijskih promjena povezanih s MPN-om. Mitohondriji,
kao kljuéni regulatori stanicnog metabolizma, oksidativnog stresa i apoptoze, ¢esto su
funkcionalno naruseni u hematoloSkim malignitetima, uklju¢uju¢i MPN (138,139).

Znacajno nizi MFI MT kod JAK2 V617F pozitivnih bolesnika upucuje na smanjen
membranski potencijal i naruSenu funkciju mitohondrija. Ovaj nalaz moze se povezati s
promjenama u stanicnom metabolizmu uzrokovanima kroni¢nom aktivacijom signalizacije
JAK-STAT 1 posljedi¢nim energetskim reprogramiranjem (140). Suprotno tome, visi signal
MFI NAO upucuje na promjene u sastavu ili organizaciji unutarnje mitohondrijske membrane.
Budu¢i da se NAO selektivno veZe za kardiolipin, povecani signal sugerira promjene koli¢ine
ili dostupnosti ovog fosfolipida, Sto moZe odraZavati mitohondrijski stres ili remodeliranje

membrane (141). SniZzeni omjer MT/NAO ukazuje na neravnotezu izmedu mitohondrijske
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funkcionalnosti 1 mase, §to moze odrazavati akumulaciju disfunkcionalnih mitohondrija ili
neadekvatnu kompenzacijsku biogenezu. Takav obrazac narusene mitohondrijske homeostaze
karakteristi¢an je za stanja obiljezena kronicnom upalom i poremecajem metabolicke
regulacije (142). U kontekstu MPN-a, ovi nalazi podupiru koncept da mitohondrijska
disfunkcija moZze imati aktivnu ulogu u patogenezi bolesti, ukljucujuci povecanu proizvodnju
reaktivnih kisikovih vrsta, genomsku nestabilnost i metabolicke promjene u stanicama (143).
Mitohondrijska disfunkcija i narusena antioksidativna obrana ne moraju biti samo posljedica

mutacije JAK2 V617F, ve¢ mogu imati aktivnu ulogu u patogenezi i progresiji MPN-a.

5.5. Genska ekspresija mitohondrijskih i antioksidativnih gena

Analiza ekspresije gena u uzorcima granulocita bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2
V617F pokazala je znacajno snizenu ekspresiju gena SIRT3, MT-ND1, SOD2 i1 CAT u odnosu
na zdrave ispitanike, $to upucuje na narusenu mitohondrijsku i antioksidativnu regulaciju u
MPN-u. SIRT3, kao klju¢na mitohondrijska deacetilaza uklju¢ena u regulaciju oksidativne
fosforilacije 1 redoks homeostaze, pri smanjenoj ekspresiji povezuje se s porastom reaktivnih
kisikovih vrsta 1 smanjenom funkcionalno$¢u mitohondrijskih enzima (144). Kod stanica s
mutacijom JAK2 V617F kroni¢ni oksidativni stres mogao bi dovesti do stvaranja metabolicki
kompromitiranog stani¢nog okruzenja (145). Smanjena ekspresija MT-ND1 sugerira poremecaj
funkcije kompleksa 1 respiratornog lanca 1 smanjen kapacitet OXPHOS, §to moZe rezultirati
nizom proizvodnjom ATP-a i povecanim curenjem elektrona iz kompleksa I respiratornog
lanca, koji prerano reagiraju s kisikom, pri ¢emu nastaju RKV, osobito superoksid (54,65,146).
Istodobno, snizena ekspresija antioksidativnih enzima SOD2 1 CAT ukazuje na oslabljenu
sposobnost neutralizacije RKYV, ¢ime se dodatno pojacava oksidativno opterecenje stanica
(138,147,148). Ovakav obrazac smanjene mitohondrijske funkcije i antioksidativne obrane u
skladu je s ranijim istraZivanjima koja opisuju pojacanu upalnu i metabolicku aktivaciju u
JAK2 V617F pozitivnim granulocitima. Haage i sur. pokazali su da neutrofili s mutacijom
JAK?2 V617F iskazuju izraZeniji upalni i metabolicki fenotip, uz pojacanu ekspresiju gena
povezanih s odgovorom na IL-1 i promjene u bioenergetskom profilu stanica (148). Zajedno,
ovi rezultati upucuju na to da kombinacija poremecaja respiratornog lanca i antioksidativnih
mehanizama moze stvarati mikrookruZenje pogodno za kroni¢ni stani¢ni stres, genetsku

nestabilnost 1 klonalnu ekspanziju, §to doprinosi progresiji MPN-a (145).
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5.6. Broj kopija mtDNA kod bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK?2
V617F

Analiza broja kopija mtDNA kod bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F, u
usporedbi s uzorcima zdravih osoba, pokazala je da nema kvantitativnih promjena
mitohondrijskog genoma. Kim i suradnici utvrdili su povezanost povecanog broja kopija
mtDNA s rizikom razvoja kroni¢ne limfocitne leukemije i limfoma malih limfocita, dok su
sli¢ni nalazi opisani i u pedijatrijskim akutnim leukemijama, gdje je poveéan broj kopija
mtDNA bio povezan s lo§ijim klinickim ishodom 1 prezivljenjem bolesnika (149—152). Iako su
u nekim hematoloskim malignitetima opisane promjene u broju kopija mtDNA kao odraz
mitohondrijskog stresa ili kompenzacijskih mehanizama, rezultati ovog istrazivanja sugeriraju
da se u JAK2-pozitivnim MPN-ovima mitohondrijska disfunkcija prvenstveno ocituje kroz
funkcionalne i kvalitativne promjene, ukljuujué¢i poremecaj membranskog potencijala i
oksidativnog statusa.

Iako nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika u broju kopija mtDNA izmedu skupina,
unutar skupine bolesnika zabiljezena je veca rasprSenost rezultata, Sto moze odrazavati
heterogenost mitohondrijskog odgovora medu klonalnim populacijama. Takva varijabilnost
moze biti posljedica razlika u metabolickim zahtjevima stanica, razini oksidativnog stresa ili
dinamici mitofagije, $to je ve¢ opisano u kontekstu klonalne hematopoeze (153). Uzimajuéi u
obzir i prethodno uocene promjene u mitohondrijskoj funkciji i genskoj ekspresiji u istoj
kohorti, ovi nalazi upucuju na to da je mitohondrijska disfunkcija u MPN-u primarno povezana
s poremecajem funkcije respiratornog lanca i antioksidativne regulacije, a ne s promjenama u
broju kopija mtDNA. Sli¢an obrazac opisan je 1 u drugim malignim bolestima, gdje
mitohondrijska disfunkcija moze biti prisutna unato¢ odsutnosti znaajnih kvantitativnih
promjena mtDNA. Vyas 1 suradnici navode da metaboli¢ko preusmjeravanje tumorskih stanica
¢esto ukljucuje promjene oksidativne fosforilacije, redoks-ravnoteze i stanicnog odgovora na

stres, bez nuznih promjena koli¢ine mitohondrija ili mtDNA (154).

5.7. Mitohondrijske haplogrupe, heteroplazmije i homoplazmije

Raspodjela mitohondrijskih makrohaplogrupa u bolesnika s MPN-om pozitivnih na
mutaciju JAK2 V617F nije se znacajno razlikovala u odnosu na zdrave ispitanike ni opéu
populaciju, $to upucuje na to da osobe s pojedinim haplogrupama nemaju vecu sklonost
nastanku ili razvoju MPN-a. Dominacija haplogrupe H, uz zna¢ajnu zastupljenost haplogrupa

U 1 K, u skladu je s poznatom distribucijom mitohondrijskih haplogrupa u europskim
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populacijama, gdje haplogrupa H ¢ini najvec¢i udio, dok su U i K takoder medu najces¢ima.
Vazno je naglasiti da su rjede haplogrupe, poput V, W ili X, u pravilu nisko zastupljene u opcoj
populaciji, pa njihova prisutnost ili izostanak u pojedinim skupinama najvjerojatnije odrazava
slu¢ajnu raspodjelu u okviru ograni¢enog uzorka, a ne bioloski relevantan obrazac (155,156).
Ve¢i broj heteroplazmija i homoplazmija te trend viSeg mutacijskog opterecenja po ispitaniku
u skupini bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F u skladu je s konceptom povecanog
mitohondrijskog stresa i genomske nestabilnosti u MPN-u. Poveéanje broja mtDNA promjena
moze nastati kao posljedica kroni¢nog oksidativnog stresa. Istodobno, izostanak razlika u broju
varijanti po ispitaniku upucuje na heterogenost klonalnih populacija, pri ¢emu homoplazmijske
varijante mogu predstavljati stabilne promjene nastale tijekom klonalne ekspanzije (145,157).

U uzorcima bolesnika s MPN-om i zdravih ispitanika dominirale su sinonimne
varijante, $to predstavlja oc¢ekivan nalaz s obzirom na to da veéina varijanti mtDNA nema
izravan funkcionalni uc¢inak. Ve¢i broj nesinonimnih varijanti u bolesnika moze upucivati na
potencijalno funkcionalno relevantne promjene u mitohondrijskim proteinima, osobito onima
ukljuenima u oksidativnu fosforilaciju. Nesinonimne varijante u genima respiratornog lanca
mogu utjecati na uéinkovitost prijenosa elektrona i povecati stvaranje RKV zbog pojacanog
curenja elektrona iz respiratornog lanca. Stewart 1 Chinnery navode da se heteroplazmijske
varijante mtDNA mogu akumulirati 1 §iriti unutar klonalnih stani¢nih populacija, pri ¢emu
pojedine varijante mogu doseci visoke razine heteroplazmije 1 pridonijeti funkcionalnim
promjenama stanica tijekom razvoja bolesti. Murphy navodi da poremecaji funkcije kompleksa
I, osobito u uvjetima povecanog protonskog gradijenta i visokog omjera NADH/NAD+,
pogoduju stvaranju superoksida i drugih reaktivnih kisikovih vrsta unutar mitohondrija
(12,158). Dominacija tranzicija nad transverzijama posljedica je endogenih mutacijskih
procesa u mitohondrijskoj DNA, ponajprije deaminacije baza i pogreSaka tijekom replikacije,
te predstavlja karakteristican mutacijski potpis koji odraZava fizioloske i patofizioloske procese
u mitohondrijskom genomu (12). Raspodjela heteroplazmija duz mitohondrijskog genoma, s
dominacijom u protein-kodiraju¢im genima, osobito onima koji kodiraju podjedinice
kompleksa I, III, IV 1 V, ukazuje na to da su klju¢ne komponente respiratornog lanca posebno
mitohondrijske disfunkcije u razlic¢itim bolestima (66). Mala zastupljenost varijanti RNA regije
u skladu je s njezinom visokom konzerviranoSéu 1 kljuénom ulogom u translaciji
mitohondrijskih proteina (154).

Ovi rezultati podupiru sve veci broj dokaza o ulozi mitohondrija u patobiologiji

mijeloproliferativnih neoplazmi.
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5.8. Klinicka i potencijalna prediktivna vrijednost mitohondrijskih
varijanti u bolesnika s mutacijom JAK2 V617F

Rezultati ovog istrazivanja upucuju na potencijalnu ulogu mitohondrijskog genoma u
patogenezi bolesti, osobito kroz utjecaj na mitohondrijsku funkciju i oksidativni stres u
bolesnika s mutacijom JAK2 V617F. Uocene su kvalitativne razlike u spektru varijanti mtDNA
izmedu bolesnika i zdravih ispitanika, no analiza raspodjele mitohondrijskih makrohaplogrupa
nije pokazala statisticki znacajne razlike. Uoceni trendovi upucuju na to da mitohondrijska
genetska pozadina moze modulirati fenotipsku ekspresiju bolesti, ali vjerojatno nije njezin
primarni pokretac (159).

Kljuéni nalaz predstavlja identifikacija patogenih i vjerojatno patogenih varijanti
mtDNA iskljuc¢ivo u skupini bolesnika. Ovakav obrazac sugerira da mitohondrijske promjene
mogu odrazavati selekcijske procese unutar klonalne hematopoeze. Budu¢i da su detektirane
varijante smjesStene u genima koji kodiraju komponente respiratornog lanca, moguée je da
doprinose promjenama u stanicnom metabolizmu i energetskom statusu stanica, $to je jedno
od klju¢nih obiljezja tumorske biologije (160).

Dodatno, identificirane varijante zahvacaju gene ukljucene u razli¢ite funkcionalne
razine mitohondrijske biologije, ukljucuju¢i mitohondrijske gene rRNA (MT7-RNRI, MT-
RNR2) 1 tRNA (npr. MT-TM, MT-TW, MT-TK). Ovakva raspodjela varijanti upucuje na to da
nije rije¢ o izoliranom poremecaju pojedinog dijela mitohondrijske funkcije, ve¢ o potencijalno
globalnom ucinku na mitohondrijsku homeostazu. Posebno je znaCajna prisutnost patogenih
varijanti u genima tRNA, koje mogu imati Sirok ucinak na sintezu mitohondrijskih proteina, te
varijanti u genima kompleksa I i ATP sintaze, koje su povezane s promjenama u energetskom
metabolizmu stanice.

Prisutnost heteroplazmijskih 1 homoplazmijskih varijanti dodatno ukazuje na
dinamicnu prirodu mitohondrijskog genoma. Iako nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u
njihovoj distribuciji izmedu skupina, trend pove¢anog broja potencijalno patogenih varijanti u
bolesnika moZe upucivati na akumulaciju mitohondrijskih oStecenja tijekom bolesti (12).

Identifikacija patogenih varijanti u podskupini bolesnika otvara pitanje njihove klini¢ke
relevantnosti. lako veli¢ina uzorka ne omogucuje pouzdanu procjenu povezanosti s klinickim
ishodima, ovi nalazi su u skladu s recentnim studijama koje pokazuju da odredene mutacije
mtDNA mogu imati prediktivnu vrijednost u malignim bolestima (161). U tom kontekstu,
prisutnost takvih varijanti moze predstavljati potencijalni rani marker nepovoljnog ishoda, $to

zahtijeva daljnju validaciju. Sveukupno, ovi rezultati sugeriraju da mitohondrijski genom moze
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imati ulogu u bioloskoj heterogenosti MPN-a te potencijal u molekularnoj stratifikaciji
bolesnika. Medutim, relativno mali broj ispitanika i nedostatak longitudinalnih podataka
ograniCavaju interpretaciju dobivenih nalaza, zbog Cega su potrebna daljnja istrazivanja na
ve¢im kohortama kako bi se razjasnila klinicka i prognosticka vrijednost mitohondrijskih

varijanti.

5.9. Analiza povezanosti klinickih, hematoloskih i molekularnih
parametara

5.9.1. Analiza klinickih, hematoloSkih, molekularnih i mitohondrijskih
parametara

Unato¢ pronadenim statisticki znac¢ajnim povezanostima, dio analiziranih varijabli nije
pokazao korelaciju. Izostanak povezanosti izmedu omjera MT/NAO, kao pokazatelja funkcije
mitohondrija, te broja kopija mtDNA, ekspresije mitohondrijskih i1 antioksidativnih gena te
VAF-a mutacije JAK2 V617F upucuje na to da funkcionalni status mitohondrija nije izravno
odreden pojedina¢nim molekularnim parametrima. Ovaj nalaz u skladu je s literaturom koja
pokazuje da odnos izmedu mtDNA, genske ekspresije i funkcionalnih pokazatelja mitohondrija
nije linearan, ve¢ je pod utjecajem slozenih regulatornih mehanizama i stani¢ne mikrookoline
(88,162—-164).

Takoder, i1zostanak zna€ajnih korelacija izmedu mitohondrijskih varijabli 1 simptoma
MPN-SAF TSS upucuje na to da subjektivno simptomatsko optere¢enje u MPN-ovima ne
odrazava pojedinacne bioloske parametre, ve¢ predstavlja rezultat slozene interakcije upalnih,
metabolickih 1 neuroimunoloskih procesa (127, 160). Sveukupno, ovi nalazi naglasavaju da se
mitohondrijska disfunkcija u MPN-u ne moze tumaciti izolirano, ve¢ zahtijeva integrirani

pristup koji ukljuc¢uje medudjelovanje genetskih, metaboli¢kih i klini¢kih ¢imbenika.

5.9.2. Statisticki znacajne korelacije klinickih, hematoloskih, molekularnih i
mitohondrijskih parametara

5.9.2.1. Omjer MT/NAO u korelaciji s hematoloskim parametrima krvne slike
U skupini od 66 bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F provedena je analiza
povezanosti omjera MT/NAO, kao pokazatelja funkcije mitohondrija, s hematoloskim
parametrima. Utvrdeno je da za vecinu analiziranih parametara nije bilo statisticki znacajne
povezanosti. Takav nalaz upucuje na to da se mitohondrijske promjene u MPN-u mogu odvijati

neovisno o standardnim hematoloskim vrijednostima te odrazavati intracelularne procese koji
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nisu nuzno vidljivi na razini periferne krvne slike, §to je u skladu s prethodnim istrazivanjima
(165,166). Negativne korelacije omjera MT/NAO sa srednjom koncentracijom hemoglobina
(MCHC) 1 udjelom eozinofilnih granulocita, iako slabog intenziteta, mogu upucivati na
povezanost smanjene funkcije mitohondrija granulocita s promjenama u hematopoetskoj
dinamici 1 imunoregulacijskim procesima. Dobiveni rezultati sugeriraju da mitohondrijska
aktivnost moze biti povezana sa suptilnim promjenama u pojedinim hematoloskim
populacijama, osobito u kontekstu kroni¢ne upalne aktivacije karakteristicne za MPN (167).
lako zahtijevaju daljnju validaciju, ovi nalazi upuéuju na moguénost da pojedini hematoloski
parametri odrazavaju fine aspekte mitohondrijske disfunkcije unutar klonalno proSirenih
mijeloidnih populacija.
5.9.2.2. Ekspresija gena SIRT3, MT-ND1, CAT i SOD2 u korelaciji sa simptomima
odredenim upitnikom MPN-SAF TSS

U skupini bolesnika pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F analizirana je povezanost
ekspresije mitohondrijskih 1 antioksidativnih gena (SIRT3, MT-NDI, SOD2 i CAT) s
intenzitetom simptoma procijenjenih upitnikom MPN-SAF TSS. Za ve¢inu analiziranih gena
(SIRT3, MT-NDI 1 CAT) nije utvrdena statisti¢ki znaCajna povezanost s pojedinacnim
simptomima ni ukupnim simptomatskim optere¢enjem. Ovakav nalaz upucuje na to da
promjene ekspresije analiziranih gena vjerojatno nisu izravno povezane s intenzitetom klinicke
simptomatologije u MPN-u (134). Znacajna negativna korelacija izmedu ekspresije SOD2 i
vrijednosti simptoma abdominalne nelagode sugerira povezanost kompromitiranog
mitohondrijskog antioksidativnog kapaciteta s izraZenijim gastrointestinalnim simptomima.
SniZena ekspresija SOD2 povezana je s povecanom produkcijom reaktivnih kisikovih vrsta 1
pojacanom upalnom aktivacijom, §to moze utjecati na visceralnu osjetljivost i upalne procese
u gastrointestinalnom sustavu (168,169). Iako vrijednosti simptoma abdominalne nelagode u
MPN-u imaju multifaktorijalnu etiologiju, ukljucujuci splenomegaliju, hemodinamske 1 upalne
promjene (136,170,171), ovi nalazi upucuju na mogucu ulogu mitohondrijske 1 antioksidativne
regulacije u modulaciji intenziteta simptoma. Dobiveni rezultati zahtijevaju daljnju validaciju,
ali sugeriraju potencijalnu povezanost oksidativnog stresa i simptomskog profila MPN-a.

5.9.2.3. Simptomi odredeni upitnikom MPN-SAF TSS u korelaciji s parametrima
hematoloske analize krvi

Simptomatsko optereCenje u MPN-u cCesto nije u potpunosti objaSnjeno

konvencionalnim laboratorijskim pokazateljima, Sto potvrduju i rezultati ovog istrazivanja

(172). U naSoj kohorti najveci broj statisticki znacajnih korelacija zabiljezen je za vrijednosti
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simptoma neaktivnosti, svrbeza, abdominalne nelagode, poteSkoc¢a s koncentracijom i vrucice,
kao 1 za ukupno simptomatsko optere¢enje odredeno upitnikom MPN-SAF TSS.

Od hematoloskih parametara, vrijednosti srednjeg volumena eritrocita (MCV-a) bile su
najcesce povezane s intenzitetom simptoma, pri ¢emu su nize vrijednosti MCV-a bile povezane
s viS§im simptomatskim optere¢enjem. Negativne korelacije zabiljeZene su izmedu intenziteta
MCV-a i abdominalne nelagode, poteskoca s koncentracijom te ukupnog simptomatskog
optere¢enja odredenog upitnikom MPN-SAF TSS. Ovaj nalaz moZze upucivati na povezanost
poremecaja eritropoeze, ukljucuju¢i moguée promjene u metabolizmu zeljeza, s intenzitetom
simptoma, $to je u skladu s ranijim opazanjima o povezanosti anemije 1 tezine
simptomatologije u MPN-u (173). Sli¢no tome, povezanost vrijednosti srednje koli¢ine
hemoglobina u eritrocitu (MCH) i hemoglobina s ukupnim simptomatskim opterecenjem
dodatno podupire mogucu ulogu eritroidne funkcije u modulaciji subjektivnog dozivljaja
bolesti.

PoviSene vrijednosti raspodjele volumena eritrocita (RDW) 1 smanjeni udio limfocita,
povezani s intenzitetom neaktivnosti, mogu odrazavati kroni¢nu upalnu aktivaciju i
hematopoetsku disregulaciju. RDW se sve ¢esce prepoznaje kao nespecifican marker upale i
metabolickog stresa, dok smanjenje udjela limfocita dodatno upucuje na imunoloski disbalans
karakteristi¢an za MPN (172,174). Intenzitet simptoma vrucice bio je u negativnoj korelaciji s
vrijednostima hemoglobina, hematokrita 1 broja eritrocita, §to je u skladu s konceptom anemije
kroni¢ne bolesti u okviru kroni¢ne upalne aktivacije, pri ¢emu niZe vrijednosti eritroidnih
parametara mogu biti povezane s izraZenijim konstitucijskim simptomima (172).

Vazno je naglasiti da su sve utvrdene korelacije bile slabog do umjerenog intenziteta,
Sto potvrduje da hematoloski parametri ne mogu u potpunosti objasniti simptomatsko
opterecenje u MPN-u. Ovi nalazi podupiru potrebu za integriranim pristupom procjeni
bolesnika, pri ¢emu kombinacija laboratorijskih pokazatelja 1 strukturiranih alata za procjenu
simptoma pruza potpuniju sliku bolesti (175).

5.9.2.4. Povezanost intenziteta simptoma MPN-a s udjelom varijantnog alela mutacije
JAK2 V617F
Ve¢ina analiziranih simptoma nije pokazala statisticki znacajnu korelaciju s udjelom
varijantnog alela mutacije JAK2 V617F, dok je jedina znaCajna povezanost utvrdena za
intenzitet simptoma neaktivnosti. Ovakav nalaz upucuje na to da intenzitet simptoma u MPN-
u nije izravno odreden veli¢inom klonalnog opterecenja. Utvrdena povezanost intenziteta

simptoma neaktivnosti s viSim VAF-om moZe se tumaciti u kontekstu izraZenije klonalne
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proliferacije 1 kroni¢ne upalne aktivacije. Visi alelni teret povezan je s pojacanom
mijeloproliferacijom i povecanim citokinskim optere¢enjem, Sto moze pridonijeti izraZzenijem
intenzitetu umora i smanjenoj vrijednosti funkcionalne sposobnosti (176,177). Budu¢i da
vrijednosti simptoma neaktivnosti odrazavaju smanjenu razinu fizicke aktivnosti i
funkcionalnog statusa, ovi nalazi sugeriraju da VAF, osim dijagnosticke 1 prognosticke
vrijednosti, moze imati i odredenu klinicku relevantnost u interpretaciji pojedinih aspekata

simptomskog profila MPN-a (178).

5.9.2.5. Korelacija udjela varijantnog alela mutacije JAK2 V617F s hematoloskim
parametrima krvne slike

U ovom istrazivanju utvrdeno je vise statisticki znacajnih povezanosti izmedu VAF-a
mutacije JAK2 V617F 1 hematoloSkih parametara, §to je u skladu s ulogom alelnog opterecenja
kao pokazatelja klonalne proliferacije u MPN-u (179).

Snazna pozitivna korelacija izmedu RDW-a i VAF-a upucuje na to da vece klonalno
optereéenje prati izraZenija anizocitoza i poremecéena eritropoeza, §to moze odrazavati bioloski
aktivniji oblik bolesti (180). Pozitivne korelacije VAF-a s udjelom i apsolutnim brojem
neutrofila te ukupnim brojem leukocita potvrduju povezanost s izraZzenijom mijeloidnom
proliferacijom, dok pozitivha povezanost s bazofilima dodatno upucuje na Siru aktivaciju
mijeloidne loze (181,182). S druge strane, negativne korelacije VAF-a s udjelom i apsolutnim
brojem limfocita sugeriraju pomak hematopoetske ravnoteZe prema mijeloidnoj proliferaciji,
uz istodobni imunoloski disbalans i kroni¢nu upalnu aktivaciju (183). Negativne korelacije
izmedu VAF-a 1 eritrocitnih indeksa (MCHC, MCH) ukazuju na sloZzene promjene u eritropoezi
povezane s klonalnim optere¢enjem, koje mogu biti pod utjecajem metabolickih poremecaja,
terapijskih intervencija i upalnih mehanizama (50). Ovi nalazi sugeriraju da rutinski
hematoloski parametri mogu pruziti dodatne informacije o bioloSkom opterecenju bolesti 1

odrazavati dinamiku klonalne proliferacije u MPN-u.

5.9.2.6. Korelacija hematoloskih parametara i broja kopija mtDNA
Utvrdene statisti¢ki znacajne povezanosti izmedu broja kopija mtDNA i hematoloskih
parametara upucuju na to da mitohondrijski status krvnih stanica odraZzava obrasce mijeloidne
1 limfoidne distribucije te upalne aktivnosti u bolesnika s MPN-om (88,184,185). Negativne
korelacije broja kopija mtDNA s ukupnim brojem leukocita, udjelom i apsolutnim brojem
neutrofila u skladu su s nalazima prema kojima poviSena neutrofilija i upalna aktivacija dovode
do smanjene mitohondrijske biogeneze i1 povecanog mitohondrijskog stresa. Aktivirani

neutrofili mogu pridonijeti oSte¢enju 1 smanjenju kolicine mtDNA zbog povecane produkcije
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reaktivnih kisikovih vrsta i pojacanih upalnih procesa (186—188). Suprotno tome, pozitivne
korelacije izmedu broja kopija mtDNA 1 udjela limfocita te monocita upucuju na njihovu vecu
ovisnost 0 mitohondrijskom metabolizmu i reguliranoj biogenezi (189-191). Slaba negativna
korelacija s brojem eozinofila moze dodatno odrazavati promjene u mitohondrijskoj dinamici
tijekom upalne aktivacije (192). lako broj kopija mtDNA moze biti pod utjecajem brojnih
¢imbenika (164,193) nasi rezultati upucuju na to da mtDNA odrazava obrasce aktivacije 1
distribucije perifernih leukocita te potencijalno predstavlja pokazatelj mitohondrijskog i

upalnog statusa u MPN-u.

5.9.2.7. Korelacija udjela varijantnog alela mutacije JAK2 V617F i broja kopija mtDNA

U ovom istrazivanju utvrdena je statisticki znacajna, ali po intenzitetu slaba do umjerena
negativna korelacija izmedu VAF-a mutacije JAK2 V617F i broja kopija mtDNA, §to upucuje
na to da je vece klonalno opterecenje povezano s manjim brojem kopija mitohondrijskog
genoma u granulocitima bolesnika. Ovakav nalaz u skladu je s dokazima da stanice pozitivne
na mutaciju JAK2 V617F pokazuju promijenjen mitohondrijski metabolizam, povecanu
proizvodnju reaktivnih kisikovih vrsta i razli¢ite oblike mitohondrijske disfunkcije (194,195).
Povecano oksidativno opterecenje, karakteristicno za MPN, moze dovesti do oSte¢enja mtDNA
1 smanjenja funkcionalnog broja kopija, ¢ime se dodatno objasnjava uoceni odnos izmedu
VAF-a 1 mtDNA (196,197). Iako nije moguce sa sigurno$¢u odrediti uzro¢no-posljedi¢nu
povezanost, ovi nalazi sugeriraju da negativna korelacija izmedu VAF-a i broja kopija mtDNA
odrazava medudjelovanje klonalne ekspanzije 1 mitohondrijske disfunkcije. Na ovaj odnos

mogu dodatno utjecati ¢imbenici poput dobi, komorbiditeta i terapije (198).
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6. ZAKLJUCCI

Hematoloska analiza krvi bolesnika kojima je dijagnosticiran MPN, od kojih 36 s
policitemijom verom (PV), 21 s esencijalnom trombocitemijom (ET) i 9 s primarnom
mijelofibrozom (MF), u usporedbi s 30 zdravih ispitanika pokazala je povecane vrijednosti
trombocita, neutrofila i raspodjele volumena eritrocita (RDW) te smanjene vrijednosti
srednje koncentracije hemoglobina (MCHC) i limfocita u skupini bolesnika.

Ispitanici s MPN-om imali su simptome zamora, neaktivnosti, poteSkoca s koncentracijom
i boli u kostima, a intenzitet simptoma neaktivnosti bio je izrazeniji pri viSem alelnom
optere¢enju mutacije JAK2 V617F.

Kod svih bolesnika s MPN-om utvrdena je prisutnost mutacije JAK2 V617F.
Kvantifikacija udjela varijantnog alela mutacije JAK2 V617F pokazala je povezanost viseg
alelnog optereéenja s visim vrijednostima leukocita, neutrofila, bazofila i raspodjele
volumena eritrocita (RDW) te nizim udjelom limfocita, Sto upucuje na pomak prema
mijeloidnoj dominaciji.

Analiza mitohondrijskih parametara u granulocitima bolesnika s MPN-om, u usporedbi sa
zdravim ispitanicima, pokazala je prisutnost smanjene funkcije mitohondrija, snizene
ekspresije mitohondrijskih i antioksidativnih gena te pove¢anog mutacijskog opterecenja
mtDNA u uzorcima pozitivnima na mutaciju JAK2 V617F, §to upucuje na poremecenu
mitohondrijsku regulaciju 1 oslabljen antioksidativni odgovor u MPN-u.

Kod uzoraka pozitivnih na mutaciju JAK2 V617F broj kopija mtDNA nije bio promijenjen
u odnosu na zdrave ispitanike.

. Nije bilo razlika u raspodjeli mitohondrijskih haplogrupa izmedu uzoraka pozitivnih na
mutaciju JAK2 V617F 1 zdravih ispitanika. Veci broj mitohondrijskih varijanti u uzorcima
pozitivnima na mutaciju JAK2 V617F u odnosu na zdrave ispitanike upucuje na njihov
potencijal kao klini¢ko-predikcijskih biljega u MPN-u.

Korelacijska analiza hematoloskih parametara i mitohondrijskih obiljezja u bolesnika s
MPN-om i zdravih ispitanika pokazala je povezanost sniZzene srednje koncentracije
hemoglobina (MCHC) i udjela eozinofila s nizim omjerom MT/NAO u granulocitima, $to
upucuje na povezanost mitohondrijske funkcije s eritroidnom homeostazom i sastavom
granulocitne populacije.

Korelacijska analiza ekspresije gena i izraZenosti simptoma u bolesnika s MPN-om
pokazala je povezanost smanjene ekspresije SOD?2 s izraZenijim intenzitetom abdominalne

nelagode.
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10. Mitohondrijska disfunkcija, dokazana nizim omjerom MT/NAO, bila je povezana sa
snizenom koncentracijom hemoglobina u eritrocitima i udjelom eozinofila, Sto upucuje na
povezanost funkcije mitohondrija s eritroidnom homeostazom i sastavom granulocitne
populacije.

11. Negativna povezanost izmedu alelnog optere¢enja mutacije JAK2 V617F 1 broja kopija
mtDNA upucuje na povezanost klonalnog optere¢enja s kvantitativnim promjenama

mitohondrija u MPN-u.

Sveukupno, rezultati ovog istrazivanja upucuju na to da mitohondrijska disfunkcija nije samo
posljedica, ve¢ aktivan sudionik u patofiziologiji MPN-a, dok mitohondrijska genetska

varijabilnost modulira tijek i klini¢ku ekspresiju bolesti.
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upisala je prijediplomski studij biologije na Odjelu za biologiju Sveucilista J. J. Strossmayera
u Osijeku, a 2018. diplomski studij molekularne biologije na Prirodoslovno-matematickom
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