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SAZETAK
SPLANHNICKE VENSKE TROMBOZE U KRONICNIM

MIJELOPROLIFERATIVNIM NEOPLAZMAMA

Tina Toli¢
Sveuciliste u Zagrebu

Medicinski fakultet

UVOD: Kroni¢ne mijeloproliferativne neoplazme su skupina klonalnih poremecaja mati¢ne
stanice koja se odlikuje abnormalnom proliferacijom jedne ili viSe mijeloidnih loza. PV,ET i
PMF zajedni¢kim imenom nazivaju Philadelphia-negativne kroni¢ne mijeloproliferativne
neoplazme. Splanhnicke venske tromboze predstavljaju najznacanije komplikacije
mijeloproliferativnih neoplazmi, ali i jedini neovisan ¢imbenik rizika za letalni ishod od ove
skupine bolesti. Kod pacijenata sa MPN-om najc¢esce je zastupljen BCS sa ucestalos¢u od
40,9% , zatim ga slijede TVP sa ucestaloS¢u od 31,5%, TVM 1 TVL su znatno rijede od
prethodno navedenih. JAK2 V617F mutacija otkrivena 2005. goodine ima veliku vaznost u
dijagnostici MPN. Mutacija JAK2 V617F prisutna je u oko 96% bolesnika s PV-om i u 55-
65% bolesnika s ET-om i PMF-om. lako je utvrden dijagnosticki znacaj ove mutacije, njezina
uloga u dugoro€nom pracenju pacijenata sa MPN jo$ uvijek nije jasna. Pacijente negativne na
JAK2 V617F u dijagnostickom algoritmu potrebno je testirati na rijede mutacije poput CARL
i MPL.

ISPITANICI I METODE: IstraZivanje je provedeno na 7 pacijenata dijagnosticiranih i
prac¢enih u KB Dubrava od 2006.godine nadalje. Pacijenti obuhvaéeni ovom studijom bili su
zenskog spola, a medijan dobi je iznosio 56g. Pacijentice su testirane na JAK2V617F
mutaciju te im je provedena kvantitativna analiza opterecenosti mutiranim alelom. Ujedno su

im analizirani laboratorijski i klini¢ki parametri prisutni u vrijeme dijagnoze.

REZULTATI: Sve pacijentice u trenutku dijagnoze su se prezentirale sa TVP, 5 pacijentica je
imalo i TVL, a 1 i TVMS. Analizirani laboratorijski i klini¢ki parametri nisu pokazivali jasnu
sliku mijeloproliferacije. Kvantitativnom analizom opterec¢enosti mutiranim JAK2 V617F
alelom radenom na 4 pacijenta dobili smo nisku optere¢enost mutiranim alelom koja se
kretala od 4,23%-16,43%. Sest pacijentica je ispunjavalo kriterije za ET, a jedna i za ET i za
PMF. Od pridruzenih ¢imbenika rizika za trombozu tri pacijentice su prilikom testiranja na

trombofiliju bile pozitivne na PTG20210A, deficit proteina C, i FV Leiden.



RASPRAVA: U skladu sa prethodnim radovima nasa studija je dokazala nisku optere¢enost
mutiranim alelom kod pacijenata sa ET. Takoder primjetili smo i predominaciju Zenskog
spola kod pacijenata sa ET koji se prezentiraju sa SVT kao i izostanak jasnih znakova

mijeloproliferacije u perifernoj krvi.

ZAKLJUCAK: SVT ¢&esto predstavljaju prvu manifestaciju podlezeée MPN &ak i prije nego
se u krvnoj slici primijete znakovi mijeloproliferacije. Sukladno tome, pacijente koji se

prezentiraju sa SVT, a prethodno smo iskljucili jetrenu patologiju potrebno je testirati na

MPN. Kvantitativna analiza opterecenosti JAK2 V617F alelom mogla bi imati vaznu ulogu u

odredivanju podentiteta MPN. Niska razina optere¢enosti mutiranim alelom govori u prilog
ET.

KLJUCNE RIJECT: kroni¢ne miijeloproliferativne neoplazme, mutacija, JAK2 V617F,

optere¢enost mutiranim alelom



SUMMARY
SPLANCHNIC VEIN THROMBOSIS IN CHRONIC MYELOPROLIFERATIVE

NEOPLASMS

Tina Toli¢
Sveuciliste u Zagrebu

Medicinski fakultet

INTRODUCTION: Chronic myeloproliferative diseases are a group of clonal stem cell
disorders characterized by abnormal proliferation of one or more myeloid cell lines. PV, ET
and PMF are all known under the name of Philadelphia-negative chronic myeloproliferative
neoplasms. Splanchnic vein thrombosis is one of the most significant complications of
myeloproliferative neoplasms and also the only independent risk factor for a fatal outcome in
this group of diseases. Patients with MPNs most commonly develop BCS that occurs in
40,9% of the cases, followed by TVP in 31,5% of the cases with TVL and TVM that are not
so commonly present. JAK2 V617F mutation, discovered in 2005, is an important diagnostic
tool for the detection of MPNSs. This mutation is found in 96% of the patients with PV and in
55-65% of patients with ET and PMF. Although useful in diagnosing patients, the role in long
term follow up of the patients with MPNs is still unclear. JAK2 VV617F-negative patients must
be tested for rare mutations like CARL and MPL.

SUBJECTS AND METHODS: Seven patients, diagnosed and followed up in a clinical
hospital Dubrava since 2006, were recruited for this research. All of the subjects in this
research were female and the mean age was 56 years. Subjects were tested for JAK2V617F
mutations and a quantitative analysis of mutant allele burden was run. Their laboratory and

clinical parameters, that were present when they were diagnosed, were also analysed.

RESULTS: Upon being diagnosed with MPNs all of the patients were presented with TVP, 5
of them had also have a TVL, while only one presented with both TVP and TVMS. No clear
signs of myeloproliferation were found in an analysed laboratory and clinical data. The results
of quantitative analysis of JAK2 V617F allele burden on samples of 4 patients were 4,23%-
16,43% which indicates low mutant allele burden. Six of the patients met the criteria for ET
and one for ET and PMF. During the testing for thrombophilia three patients were
PTG20210A, deficit of protein C and FV Leiden positive, all of them being associated risk

factors for thrombosis.



DISCUSSION: Our study showed that there is a low mutant allele burden in patients with ET
which is in correlation with other studies. In addition, patients with ET that presented with
SVT were mostly female and an absence of overt myeloproliferative signs was found in a

peripheral blood.

CONCLUSION: SVT is often presented as a first manifestation of MPN even before notable
signs of myeloproliferation in peripheral blood are shown. According to this, patients that
present with SVT, and with previously excluded liver disease, should be tested for MPN.
Quantitative analysis of JAK2 V617F allele could be an important diagnostic tool for

detection of MPN's sub entities. Low mutant allele burden is connected with ET.

KEY WORDS: Chronic myeloproliferative neoplasms, mutation, JAK2 V617F, mutant allele

burden



1. UvOD

Kroni¢ne mijeloproliferativne neoplazme su skupina klonalnih poremecaja mati¢ne stanice
koja se odlikuje abnormalnom proliferacijom jedne ili vise mijeloidnih loza (granulocitne,
megakariocitne, mastocitne i eritroidne). Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene
organizacije (SZO) iz 2008. godine u ovu skupinu ubrajamo osam entiteta: kroni¢nu
mijelogenu leukemiju (KML), policitemiju veru (PV), esencijalnu trombocitemiju (ET),
primarnu mijelofibrozu (PMF), kroni¢nu neutrofilnu leukemiju, kroni¢nu eozinofilnu
leukemiju, mastocitozu i neklasificiranu mijeloproliferativnu neoplazmu (1). Najranije
otkriveni i naj¢es¢e dijagnosticirani entiteti iz ove skupine su KML,PV, ET i PMF te ih
zajednickim imenom nazivamo klasi¢nim mijeloproliferativnim neoplazmama (2). Danas se
KML izdvaja kao zaseban entitet, dok se PVT, ET i PMF zajednickim imenom nazivaju
Philadelphia-negativne kroni¢ne mijeloproliferativne neoplazme. Kao najcesc¢e komplikacije
ove skupine neoplazmi javljaju se progresija PV i ET u sekundarnu mijelofibrozu (SMF) i
akutnu leukemiju te trombohemoragicni incidenti (3). lako pacijenti s MPN imaju povecan
rizik i za arterijske i za venske trombotske incidente, studije su pokazale da arterijski incidenti
poput cerebrovaskularnog inzulta i akutne koronarne bolesti imaju vec¢u ucestalost (4). MPN
ujedno zauzimaju drugo mjesto kao uzro¢nici splanhnic¢ke venske tromboze (SVT) prema

pojedinim sijelima neoplazmi, smjestivsi se odmah iza neoplazme jetre (5).

Splanhnicke venske tromboze predstavljaju najznacajnije komplikacije mijeloproliferativnih
neoplazmi, ali i jedini neovisan ¢imbenik rizika za letalni ishod od ove skupine bolesti (4).
Ekstrahepatalne venske opstrukcije (EHVO) i Budd-Chiari sindrom (BCS) predstavljaju vrlo
rijetke oblike splanhnickih venskih tromboza (SVT) uzrokovanih aktivacijom hemostatskog
sustava u okviru klonalnih poremecaja hematopoeze (6), za razliku od duboke venske
tromboze (DVT) i pluéne embolije (PE) te superficijalnog tromboflebitisa koji predstavljaju
naj¢esce venske tromboembolije (VTE) u pacijenata sa MPN (4). SVT obuhvacaju parcijalnu
ili kompletnu trombotsku opstrukciju jedne, odnosno nekoliko glavnih vena splanhni¢kog
slijeva: v. portae , v. lienalis, v. mesentericae i v. hepaticae (Budd-Chiariev sindrom). Ono
Sto SVT ¢ini jednom od najvaznijih komplikacija MPN je ¢injenica da primjerice TVP
posebice u mladih Zenskih osoba moze biti ujedno i prva manifestacija podlezece

mijeloproliferativne bolesti (7).



2. EPIDEMIOLOGIJA

Prevalencija SVT u opcoj populaciji iznosi 1-2%, §to se najve¢im dijelom odnosi na
trombozu vene porte TVP (40%), multisegmentalne SVT prisutne su kod 38%
dijagnosticiranih, dok BCS zauzima svega 5% i time Cini najrjedi oblik SVT (4). Etiologija
SVT je heterogena te obuhvaca lokalne i sistemske protrombotske ¢imbenike i stanja (7). Kao
naj¢esce uzroke SVT studije navode cirozu jetre sa ucestaloséu od 24%, drugo mjesto
zauzimaju tumori hepatobilijarnog sustava (jetra, pankreas) sa ucestaloséu od 27%. 1zuzmemo
li ove uzroke koje mozemo nazvati lokalnim, i do 40% svih SVT-a nastaje kao posljedica
mijeloproliferacije (8), zbog ¢ega se MPN profiliraju kao najéesci sistemski uzrok
splanhni¢nih venskih tromboza ostavljajuci za sobom ostale uzroke kao §to su hereditarna
trombofilija, paroksizmalna no¢na hemoglobinurija, Bechetova bolest i terapija oralnim
kontraceptivima (9). Metaanaliticka studija (8) pokazuje suprotnost kod ucestalosti mjesta
venske tromboze unutar splanhnic¢kog sustava pacijenata s MPN-om u odnosu na opéu
populaciju. Kod pacijenata sa MPN-om naj¢esce je zastupljen BCS sa ucestaloséu od 40,9%,
zatim ga slijedi TVP sa ucestalos¢u od 31,5%. Multisegmentalne tromboze i tromboze vene
lijenalis koje nisu uzete u ovu studiju su rijede od prethodno navedenih. PV je najucestaliji tip
MPN-a povezan sa SVT (52,9% BCS, odnosno 27,5% EHPVO). ET je druga po ucestalosti
kao podlezeca bolest kod SVT, pronadena kod 24,6% pacijenata sa BCS, odnosno njih 26,2%
sa EHPVO, dok je PMF pokazuje ucestalost od 6,7% pacijenata sa BCS i 12,8% pacijenata sa
EHPVO (10).

3. ETIOLOGIJA | PATOGENEZA

Patogeneza tromboze u pacijenata sa Ph-negativnim MPN je izrazito kompleksna. Rijec je o
kombiniranim mehanizmima koji obuhvacaju klinicke faktore rizika za trombozu opcenito
(dob, prethodna tromboza, pretilost, hipertenzija, hiperlipidemija), promjene u krvnoj slici
poput povecanja broja trombocita, eritrocita i granulocita koji takoder utje¢u na sklonost
trombotskim komplikacijama kod ovih pacijenata. Medutim, abnormalnosti krvnih stanica u
ovim poremecajima nisu posljedica samo povecanja broja stanica kao rezultata klonalne
proliferacije, nego i kvalitativnih promjena stanica koje doprinose eksprimiranju
prokoagulantnog fenotipa (3). Strukturne promjene stanica cirkulirajuce krvi te endotelnih

stanica u splanhni¢kom spletu primije¢ene su kod pacijenata sa SVT-om. Primjerice, kod



pacijenata sa ET i PV trombociti su pokazivali strukturne defekte, sklonost abnormalnoj
agregaciji te poremecen metabolizam, posebice kod nosioca JAK2 (Janus kinaza 2) mutacije
(11). Naime, u podlozi ve¢ine kroni¢nih mijeloproliferativnih neoplazmi mozemo naci leziju
jednog ili viSe gena koji kodiraju citoplazmatske ili receptorske protein tirozin kinaze (PTK).
Rije¢ je o porodici proteina odgovornima za intracelularni prijenos signala, aktiviranim
receptorima hematopoetskih faktora i citokina (12). Mutirana kinaza uzrokuje konstantnu
aktivaciju signalnog puta hematopoeze, sto rezultira nereguliranom proliferacijom malignog
klona. U slu¢aju Ph-negativnin MPN, genske lezije ujedno ¢ine i potvrdu postojanja
neoplazmatskog procesa. Danas poznate lezije ukljucuju gene: JAK2 (ekson 14 i ekson 12),
MPL (ekson 10), CALR (ekson 9) koje se sve vise koriste u sklopu rutinske obrade pacijenata
sa SVT-om suspektnim na MPN, dok ostale lezije poput TET2, ASXL1, IDH1, IDH2, CBL i
EZH2 su ipak puno rjede (13).

3.1. JAK 2 V617F MUTACIJA

Mutacija JAK2 V617F prisutna je u oko 96% bolesnika s PV-om i u 55-65% bolesnika s ET-
om i PMF-om (14). Prevalencija mutiranog alela u SVT-u varira izmedu pojedinih studija
(7%-60%). Medutim, vec¢ina autora navodi vrijednosti koje se krecu izmedu 20% i 40% (4).
Takoder, JAK2 V617F mutacija je prisutna kod pacijenata sa SVT 1 bez klinicke slike koja b1
sugerirala na mijeoproliferativni proces, dok je kod pacijenata sa MPN koji su razvili
arterijsku trombozu ili vensku trombozu drugih mjesta vrlo rijetka (15). Primijeceno je ¢eSce
pojavljivanje mutacije kod pacijenata sa BCS (45.2%) u usporedbi sa TVP (34.3%) (16).
Uzimaju¢i u obzir postotke u kojima JAK 2 V617F mutacija korelira sa podlezecom MPN
(posebice u slucaju PV) mozemo zakljuciti kako je ova mutacija vrlo senzitivan marker za
MPN, posebice u njihovoj latentnoj fazi kada krvna slika jo$ uvijek ne pokazuje znakove
mijeloproliferacije. Medutim, trebamo spomenuti i da ova mutacija ima nisku negativnu
prediktivnu vrijednost uzevsi u obzir da moze biti odsutna u znac¢ajnom broju (0ko 40%)

pacijenata sa ET ili PMF (14).



3.1.1. ULOGA JAK2 V617F MUTACIJE U MPN

Izuzetnu vaznost U patogenezi Ph-negativnin MPN imaju ste¢ene mutacije gena JAK2. Ovaj
gen je smjesten na kratkom kraju 9. kromosoma (9p24) (17). Njegov proteinski produkt ¢lan
je porodice citoplazmatskih PTK-a kojima pripadaju JAK1, JAK3 i tirozin kinaza 2 (TYK2).
JAK?2 protein je nekovalentno vezan za membranski receptor i zauzima inaktivnu
konformaciju. Vezanje liganda za receptor dovodi do strukturne promjene proteina, utjeuci
tako na domenu JH2 te rezultira slabljenjem regulacije i aktivacijom kinazne aktivnosti.
Istrazivanja su pokazala da aktivirani JAK2 fosforilira tirozinske ostatke na vlastitoj molekuli
i drugim proteinima, pokrecuci tako signalnu kaskadu koja ukljucuje prijenos signala i
aktivativaciju transkripcije putem STAT (prema eng. signal transducer and activator of
transcription), mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK) i fosfoinozitid 3-kinaze (PI13K)
(18).

Najcesca mutacija gena JAK2 u mijeloproliferativnim neoplazmama je promjena gvanina u
timin (G > T) na 1849. poziciji u eksonu 14 koja dovodi do zamjene valina fenilalaninom (V
>T) u 617. kodonu (19, 20, 21, 22). Zamijenjena aminokiselina nalazi se na mjestu kontakta
izmedu kataliticke i pseudokinazne domene. Ova mutacija dovodi do popustanja
autoregulacije proteina JAK2 i njegove konstitutivne aktivacije (23,24). Mutirani protein
hiperfosforilira i stabilizira druge proteine ukljuc¢ene u signalne putove sto produljuje trajanje
signala (24). V617F mutacija takoder utjece na ekspresiju gena modificirajuci strukturu
kromatina, uz to negativno utjece na apoptozu omogucujuci prezivljenje stanici sa oSte¢enom

DNA te uzrokuje gensku nestabilnost.

3.1.2. DIJAGNOSTICKI I TERAPIJSKI ZNACAJ JAK 2 V617F MUTACIJE

Testiranje na mutaciju JAK2 V617 pomocu alel-specifi¢ne lancane reakcije polimerazom
(PCR) danas je dio rutinske dijagnostike MPN-a koja se provodi u ranoj fazi obrade pacijenta.
Nekolicina istrazivanja pokazuje kako se pacijenti sa prisutnom JAK2V617F mutacijom
razlikuju prema laboratorijskim parametrima od onih koji nemaju mutaciju. JAK2 V617F
pozitivni bolesnici sa SVT-om prezentiraju se sa viSim razinama hemoglobina i leukocita, a
ujedno je u ovoj skupini pacijenata zabiljeZen i statisticki znacajan porast hematokrita i broja
trombocita (16). Pacijenti koji su nositelji jednog ili dva mutirana alela razlikovali su se od

pacijenata koji nisu imali mutaciju prema broju trombocita koji je iznosio u prosjeku



386 x 10 °/L, u odnosu na pacijente bez mutacije kod kojih je bio 278 x 10 °/L. Broj leukocita
takoder je imao vedée vrijednosti kod prisutne mutacije (10,3 x 10 %L naprema 8,1 x 10 %/L)
kao i promjer slezene. Uz ove razlike prikazuje se i statisticki znacajna razlika u broju
trombocita, WBC broju i promjeru slezene izmedu heterozigota i homozigota za mutaciju (6).
Unato¢ ovim razlikama u laboratorijskim parametrima kod nositelja JAK2 mutacije u odnosu
na pacijente koji nemaju mutaciju ¢ini se kako JAK2 status ipak nema utjecaja na prezivljenje
u TVP-u. Sukladno navedenome, JAK2 V617F ima znacajnu ulogu u rutinskoj dijagnostici
pacijenata sa SVT kao marker podleZecée kroni¢ne mijeloproliferativne neoplazme, za razliku
od trombotskih evenata drugih mjesta koja nisu pokazala znac¢ajnu povezanost sa ovom

mutacijom (25).

Ucestalost ove mutacije kod pacijenata sa MPN dovela je do pokuSaja primjene JAK2
inhibitora u terapiji Ph-negativnih kroni¢nih mijeloproliferativnih neoplazmi koji se vec¢
primjenjuju u lijeCenju kroni¢ne mijelogene leukemije. No, za sada iskustvo sa JAK?2
inhibitorima kod pacijenata koji nisu dijagnosticirani kao PMF, ili nisu u fazi sekundarne
mijelofibroze je dosta ograni¢eno. Do danas je viSe inhibitora JAK2 razvijeno do razine
klini¢kih ispitivanja. Rezultati prvenstveno u klinickim studijama PMF-a pokazuju kako
poboljsavaju klini¢ku sliku bolesti reducirajuéi splenomegaliju i sistemske simptome (26).
Ruxolitinib primjerice je postigao normalizaciju broja trombocita kod 49% pacijenata sa ET
od &ega je kod 82% broj trombocita pao ispod 600 x 10 °/L unutar 15 mjeseci od primjene
(27). U istrazivanjima koja su ukljucivala pacijente sa PV pokazao je sli¢no kao i kod PMF
redukciju veli¢ine slezene 1 poboljSanje simptoma poput pruritusa, noénog znojenja i kostane
boli te se pokazao u¢inkovitim kod pacijenata koji su se pokazali refraktornim ili
netolerantnim na hidroksiureju (HYU). Takoder otvara se pitanje koliko je moguce da ovi
ucinci osim na redukciju veli¢ine slezene mogu utjecati na druge komplikacije MPN-a kao §to
je hepatomegalija, splanhnicka tromboza, ili pulmonalna hipertenzija (28). Ono $to otezava
primjenu JAK? inhibitora opéenito u tretmanu Ph-negativnih MPN pa tako i u njihovoj
potencijalnoj u¢inkovitosti kod SVT je ¢injenica da pluripotentne krvotvorne mati¢ne stanice

nisu ovisne iskljucivo 0 JAK2.



3.2. MUTACIJA JAK2 U EKSONU 12

Vrlo rijetka mutacija JAK 2 gena koja je zabiljezena kod manje od 5 % pacijenata sa PV (16),
a zabiljeZena je i kod manjeg broja pacijenata sa ET. Opisano je oko 27 razli¢itih mutacija
ovog gena koje ukljucuju delecije, duplikacije i supstitucije (29). Promjena u eksonu 12
uzrokuje pojacanu ekspresiju proteinskog produkta te aktivacijom signalne kaskade koja
ukljucuje fosforilaciju JAK2 i STATS uzrokuje proliferaciju stanice i bez prisutnosti
izvanstani¢nog citokina. Osim ovog signalnog puta moze se naci i aktivacija Ras-ERK
signalnog puta. Promjene JAK2 gena u eksonu 12 uzrokuju pojacanu osjetljivost na faktore
rasta te aktiviraju biokemijske puteve ukljucene u aktivaciju eritropoetina (30). U klini¢koj
slici pacijenti sa mutacijom u eksonu 12 se tipi¢no prezentiraju sa izoliranom eritrocitozom i
niskim razinama eritropoetina za razliku od pacijenata sa JAK2 V617F kod kojih imamo
trilinearnu proliferaciju. Nalaz kostane srzi kod ovih pacijenata takoder upuéuje na
proliferaciju eritroidnog klona dok megakariocitna atipija i formiranje klastera cesto izostaje
(29).

3.3. CALR MUTACIJA

CALR (calreticulin) mutacija prisutna je u polovice pacijenata kojima su temeljem
molekularne dijagnostike isklju¢ene mutacije gena JAK2 i mutacija gena MPL (31). Rijec je
najéesce o pacijentima sa ET kod kojih je mutacija prisutna u 15%- 30% pacijenata. CALR
gen je lociran na kratkom kraju 19. kromosoma (19p13.2). Njegov proteinski produkt CALR
je prisutan u endoplazmatskom retikulumu, iako se takoder moze nac¢i u nukleusu, stani¢noj
membrani i ekstracelularnom matriksu te predstavlja kljuénu komponentu u mehanizmu
kontrole kalcija, omogucuje normalno formiranje glikoproteina, sudjeluje u razli¢itim
procesima poput proliferacije, apoptoze ili fagocitoze poti¢uci prezivljenje tumorskih stanica
(32). Do sada je zabiljezeno 36 mutacija CALR gena kod pacijenata sa MPN-om. Najcesce su
mutacije na podrucju 9 eksona oznacene kao tip 1 odnosno tip 2 mutacija. U mutaciji tipa 1
imamo deleciju od 52 pb u podrucju eksona 9, dok kod tipa 2 mutacije na istom podrucju se
nalazi insercija od 5 pb (33). Mutacije CARL gena prisutne na eksonu 9 pronadene su kod 2%
pacijenata sa SVT i podleze¢om MPN. Uglavnom se radi o pacijentima sa ET-om i PMF-om.
lako u populaciji bolesnika sa SVT i podlezecom MPN ova mutacija ima malu ucestalost,

odredena istrazivanja nam pokazuju klinicke karakteristike pacijenata sa navedenom



mutacijom, a ujedno i vaznost ove mutacije. Naime, prema autorima (31) pacijenti sa CALR
mutacijom su uglavnom mlade Zivotne dobi od pacijenata koji su nosioci JAK2 mutacije te
ovi pacijenti ¢es¢e spadaju u skupinu sa nizim, ili umjerenim rizikom za razvoj tromboze.
Takoder, ovi pacijenti imaju nizi WBC broj i razine Hb u usporedbi sa pacijentima sa JAK 2

mutacijom.

3.4. MPL MUTACIJA

MPL (thrombopoietin receptor) gen nalazi se na kratkom kraju 1.kromosoma (1p34). Njegov
proteinski produkt je trombopoetinski receptor odgovoran za vezanje trombopoetina koji
regulira diferencijaciju megakariocita i produkciju trombocita. Vezuju¢i trombopoetin MPL
aktivira JAK?2 rezultirajuci tako aktivacijom JAK?2 i inicijacijom signalne kaskade koja
negativno utjece na stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju i prezivljenje stanice (29). Vecina
mutacija nalazi se u eksonu 10 od kojih je najc¢es¢a W515L mutacija. Mutacije MPL gena
pronadene su kod 3-5% pacijenata sa MPN i to prvenstveno kod pacijenata sa PMF-om i ET-
om (34). Ulogu ove mutacije kao prediktora tromboze kod pacijenata sa MPN je dosta tesko
objasniti zbog niske ucestalosti same mutacije. No, MPL mutacija je dokazan rizi¢an
¢imbenik za razvoj mikrovaskularnih poremecaja, sugeriraju¢i da hiperaktivnost, a samim
time 1 pojacana agregacija trombocita bi mogla biti povezana sa aktivacijom mutiranog MPL
gena (31). lako je ova mutacija dokazana u vrlo malom broju slucajeva u usporedbi sa
mutacijom JAK2 V617F, ona ima znacaj kod bolesnika sa MPN koji su se temeljem

molekularne dijagnostike pokazali negativnima na mutaciju JAK2 V617F.

3.5. PROMJENE U ENDOTELNIM STANICAMA | LEUKOCITIMA

Unato¢ brojnim opisanim sluc¢ajevima SVT i dokazanom povezanosti sa MPN, jo$ uvijek nije
poznat tocan uzrok zbog ¢ega je splanhnicki venski splet jedno od ¢es¢ih mjesta tromboze kao
prve manifestacije same mijeloproliferativne bolesti. Kvalitativni poremecaji pronadeni u
krvnim stanicama, mikrocesticama i1 plazmatskim proteinima ¢ine se znac¢ajnim ¢imbenikom u
nastanku SVT iako njihova uloga jo§ uvijek nije u potpunosti jasna, ali baca novo svjetlo na
dodatne mehanizme koji bi mogli biti ukljuceni u nastanak tromboze na ovim mjestima (4).
Istrazuje se i znacaj poremecaja U endotelnim stanicama i cirkuliraju¢im leukocitima

(neutrofili i monociti) koji bi mogli utjecati na hiperkoagulabilnost i pove¢anu agregaciju



trombocita te stvaranje leukocitno-trombocitnih agregata. Specifi¢nost SVT u pacijenata sa
MPN mogla bi biti uzrokovana specifi¢noséu endotela u portalnoj i hepatalnoj cirkulaciji (35).
E-CFCs (prema eng. Endothelial colony forming cells) pokazuju odredene abnormalnosti u
MPN. Primjerice, E-CFCs koje su eksprimirale JAK2 V617F su pokazale ve¢u adherentnost
za cirkuliraju¢e monocite (36). Naime, autori ove studije su dosli do spoznaje o postojanju
zajedniCke progenitorne hematopoetske i endotelne bilinearne stanice u Ph-negativnim MPN.
Ova spoznaja bi mogla podupirati hipotezu da patogeneza tromboze u MPN moze biti rezultat
i disfunkcije endotelnih stanica koje eksprimiraju JAK2 mutaciju, aktiviraju¢i JAK/STAT
signalni put u endotelnim stanicama, reguliraju¢i tako odgovor endotelnih stanica na ozljedu.
Osim endotelnih stanica koje mogu imati odlu¢ujuéu ulogu u patogenezi tromboze studije su
pokazale i moguénost utjecaja ostalih stanica cirkuliraju¢e krvi. Poveéan broj neutrofila i
njihova aktivacija te formiranje trombocitno-neutrofilnih agregata takoder bi moglo imati
vaznu ulogu u nastanku SVT. Studija (37) pronalazi povec¢anu ekspresiju CD11b antigena na
membranama cirkulirajuc¢ih neutrofila kod pacijenata s PV, posebice kod pacijenata sa TVP i
BCS u usporedbi sa zdravim kontrolama i pacijentima sa TVP/BCS, ali bez podlezece PV kao
i kod pacijenata sa PV, ali bez klinicki dokazane SVT. CD11b pripada porodici beta2
integrina odgovoran za prianjanje neutrofila za receptore endotelnih stanica, proteina
izvanstani¢nog matriksa, i trombocitnih glikoproteina. Ovaj antigen se koristi kao marker
aktivacije neutrofila. lako nalazi ovih dvaju studija sugeriraju da kompleksnost SVT kao
klini¢ke manifestacije MPN-a ukljucuje i dodatne patogenetske mehanizme, jos§ uvijek nije
moguce razjasniti zbog ¢ega se MPN manifestira bas kao BCS ili TVP i zaSto je ovo podrucje

sklono nastanku tromboze kao prve manifestacije MPN-a.

4. PREDIKTORI ZA RAZVOJ VENSKE TROMBOZE U MPN

Osim ve¢ opisane sklonosti razvoja venske tromboze kod pacijenata sa mutacijom JAK 2
V617F, brojni drugi ¢imbenici kako endogeni tako i egzogeni ukoliko postoje kod pacijenata

sa MPN-om povecavaju rizik za razvoj tromboze.

Od endogenih faktora kao rizi¢ni ¢imbenici uzeta su trombofilijska stanja poput deficita
antitrombina (AT), deficita proteina C (PC), deficita proteina S (PS), Faktor V Leiden (fV
Leiden), protrombin G20210A (PT G20210A), autoimune bolesti poput sistemskog
eritematoznog lupusa (SLE) te paroksizmalna no¢na hemoglobinurija. Egzogeni ¢imbenici

koji poticu nastanak tromboze su koriStenje oralnih kontraceptiva i nadomjesna hormonska



terapija estrogenom (38). Odredene studije (16) su pokusale do¢i do zakljucka postoji li veca
prevalencija trombofilijskih stanja kod pacijenata sa MPN-om koji su nositelji JAK2 V617F
mutacije, Sto bi moglo utjecati na vecu ucestalost pojave SVT kod ovih pacijenata, no ¢ini se
da ipak ne postoji direktna povezanost, jer rezultati pokazuju podjednaku prevalenciju
trombofilijskih stanja kod pacijenata sa prisutnom mutacijom kao i kod onih bez mutacije.
Ovakav rezultat nas navodi na zakljucak da je ipak rijec¢ 0 aditivnom ucinku, 0dnosno o

kombiniranom ucinku vi$e razli¢itih patogenetskih mehanizama.

Dob pacijenta predstavlja neovisan rizi¢ni ¢imbenik za razvoj kako arterijske tako i venske
tromboze (39). lako ucestalost tromboze kao i ponovnog javljanja iste je veca kod pacijenata
iznad 60g (40), brojne studije na pacijentima sa SVT-om pokazuju upravo suprotno.
Splanhnicke venske tromboze imaju veéu tendenciju pojavljivanja medu mladim dobnim
skupinama (41,42), a ¢ini se kako vaznu ulogu ima i spol pacijenata. Naime, veca prevalencija
SVT je utvrdena kod mladih Zenskih osoba generativne dobi, a posebice kod nositeljica JAK2
V617F mutacije (43). Primjerice, studija (7) navodi da je prilikom dijagnoze TVP 70%
pacijenata bilo Zenskog spola, a medijan dobi pacijentica iznosio je 48g. Podaci za BCS
pokazuju jo§ nizu zivotnu dob prilikom dijagnoze (0ko 41g) (44). Ono §to jo§ uvijek ostaje
nejasno je razlog zbog kojeg se SVT pojavljuju kod mladih Zenskih osoba, vrlo ¢esto kao prva
manifestacija bolesti. O moguc¢im uzrocima za sad postoje samo nagadanja, ali smatra se da bi
upravo ovi pridruzeni ¢imbenici poput trombofilijskih stanja, ili uzimanja oralnih

kontraceptiva, kao i trudnoca te postpartalno razdoblje mogli imati vaznu ulogu.

Sumarno, mozemo re¢i da najveci utjecaj u riziku pacijenata sa podlezecom MPN za razvoj
tromboze imaju dob, prisutnost JAK2 V617F mutacije, prethodna tromboza te prisutnost

kardiovaskularnih (KV) ¢imbenika rizika. Tako ove pacijente moZemo svrstati u tri skupine:

Pacijenti s niskim rizikom za razvoj tromboze su JAK2 V617F negativni, nemaju od prije
poznatu trombozu, mladi su od 60g i nemaju KV rizi¢ne ¢imbenike. U skupinu sa umjerenim
rizikom svrstavamo pacijente koji nisu imali prethodnu trombozu, mladi su od 60g, ali imaju
prisutne kardiovaskularne ¢imbenike rizika ili prisutnu JAK2V617F mutaciju. Skupinu
visokog rizika odlikuje dob vec¢a od 60g /0sobna anamneza trombotskog eventa i JAK2
V617F mutacija/ KV rizi¢ni ¢imbenici (3, 31).



5. KLINICKA SLIKA SVT SA PODLEZECOM MPN

Splanhnicki venski sustav obuhvaca vene portalnog slijeva te hepaticke vene kako je
prikazano na slici 1. Najvece vene portalnog sustava su v. portae, v. mesenterica superior, V.

lienalis koje formiraju deblo v. porte te v. mesenterica inferior koja se ulijeva u v. lienalis.
SLIKA 1.

SPLANHNICKI VENSKI SUSTAV

YV
HEPATICAE

Y LIENALIS

.V MESENTRRICA ' MESENTERICA
-\ SUPERIOR INFERIOR

Autorica : Irma Tjesi¢-Drinkovié
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Budd-Chiari sindrom definira se kao opstrukcija bilo kojeg dijela hepatalnog slijeva,
obuhvacajuci pri tome male hepatalne vene, hepatalne vene veceg promjera te donju Suplju
venu sve do desnog atrij (38). Budd-Chiari sindrom se moze klasificirati kao fulminantni,
akutni i kroni¢ni (45). Fulminantni oblik je rijedak (9%) i dovodi do opsezne hepatocelularne
nekroze te razvoja hepatalne encefalopatije (46). BCS se ¢eSc¢e prezentira kao akutno zatajenje
jetre sa razvojem ascitesa 1 jetrene nekroze bez razvoja kolateralne venske mreze i1 portalne
hipertenzije (38). U kroni¢nom obliku prisutan je razvoj kolateralne venske cirkulacije te
ostalih znakova portalne hipertenzije, ascites i hepatosplenomegalija. U 15% sluc¢ajeva BCS

moze biti asimptomatski (47).

Ekstrahepatalna venska opstrukcija (EHPVO) se definira kao opstrukcija ekstrahepatalnog
dijela portalne vene. Opstrukcija moze obuhvacati venu porte (Sto je i najéesce), venu lijenalis
te mezentericke vene (38). Portalna venska tromboza kao najé¢esci oblik EHPVO-a se takoder
moze prezentirati u akutnom i kroni¢nom obliku te rjede asimptomatski. Znakovi portalne
hipertenzije ¢esto su prisutni kod ovih pacijenata zbog ucestalije kroni¢ne forme i razvoja
kolateralne cirkulacije (47). U manjem broju slu¢ajeva BCS i TVP se mogu javiti

istovremeno.

Klinicka slika prvenstveno ovisi o tome je li rije¢ o akutnom ili kroniénom zbivanju, a
ukljucuje bol u podruc¢ju gornjeg desnog kvadranta, nespecifi¢ne simptome poput mucnine,
povracanja, proljeva, ili povisene tjelesne temperature. Od klinicki vidljivih znakova pri
pregledu pacijenata najéesSce se zamjecuje ascites, palpabilna slezena i jetra, dok primjerice
zutica kao znak jetrenog oStecenja je vrlo rijetka. Portalna hipertenzija se vida u vecine
pacijenata kod kroni¢nog oblika. Kod dijela pacijenata su ve¢ prilikom dijagnoze prisutne
venske kolaterale u vidu varikoziteta jednjaka, a ponekad i prva prezentacija bolesti moze biti
gastrointestinalno krvarenje iz istih (48). Unatoc vrlo ¢estom razvoju komplikacija portalne
hipertenzije poput gastrointestinalnog krvarenja te rekurentnih trombotskih evenata
(najcesce se spominje progresija TVP na v. lienalis i vv.mesentericae supp.) kod ovih
pacijenata izgleda da sama SVT nema toliku ulogu u mortalitetu, jer u puno veéem postotku

uzrok smrti ovih pacijenata je bila terminalna faza same MPN (7).

11



6. DIJAGNOSTICKI I1ZAZOVI

Kod pacijenata koji se prezentiraju sa ascitesom bilo kao akutno stanje bilo refraktorno, ili sa
bolnom hepatomegalijom, a bez primarne jetrene bolesti i relativno urednim funkcionalnim
jetrenim testovima treba pomisljati na mogucnost tromboze portalnog sustava ili hepatalnih
vena. U vecini slucajeva dijagnoza se moze postici koriStenjem neinvazivnih radioloskih
metoda poput Doppler UZV-a koji predstavlja prvu metodu izbora. Ova metoda se Cesto
koristi kao inicijalna zbog svoje visoke senzitivnosti i specificnosti (49). Kao alternativa
Doppler UZV, ili u nejasnim sluc¢ajevima dijagnoza se dobiva temeljem CT-a ili MR-a.
Invazivne metode poput biopsije jetre koriste se u slu¢ajevima kada na temelju neinvazivnih
radioloskih metoda ne moZemo sa sigurno$éu iskljuciti lokalni uzrok opstrukcije portalnog i
hepatalnog venskog sustava (pitanje jetrene neoplazme). Od dodatnih gastroenteroloskih
pretraga gastroskopija moze otkloniti sumnju postojanja patologije gornjeg probavnog trakta
(neoplazma), ali i omoguciti uvid u postojanje komplikacija tromboze, odnosno varikoziteta

jednjaka i Zeluca.

Nakon §to se radioloskim metodama dokaze BCS odnosno TVP te isklju¢i moguénost
neoplazmatskog procesa, potrebno je laboratorijskim metodama ispitati moguce sistemske
uzroke tromboze. Skrining se obavlja za najcesée uzro¢nike trombofilije (AT,PC,PS,fV
Leiden, PT G20210A) i postojanje antifosfolipidnih tjelesaca u sklopu SLE (50).
Dijagnosti¢ka obrada za MPN kreée sa kompletnom krvnom slikom (KKS), diferencijalnom
krvnom slikom (DKS), razinama serumskog eritropoetina (EPO) te molekularnom
dijagnostikom JAK2 V617F mutacije (7). U krvnoj slici kod ovih pacijenata mogu izostajati
tipi¢ni znakovi mijeloproliferacije (povisen Hb, povisene razine krvnih stanica). Kao razlog
izostanka navodi se uglavnom hipersplenizam, odnosno druge komplikacije portalne
hipertenzije (hemodilucija, smanjena razina Fe) (7,8). Molekularna dijagnostika na JAK?2
V617F mutaciju provodi se analizom DNA iz periferne krvi (granulocitna loza). Testiranje na
mutaciju JAK2 V617 pomocu alel-specifi¢ne lancane reakcije polimerazom (PCR) danas je
dio rutinske dijagnostike MPN-a koja se provodi u ranoj fazi obrade. Senzitivnost ovog testa
je visoka te sa sigurnosc¢u upucuje na prisutnost maligne klonalne hematopoeze. Medutim,
negativnim nalazom ne mozemo iskljuciti prisutnost bolesti, a kako bismo potvrdili dijagnozu
i identificirali pojedini podentitet unutar spektra MPN-a, detekcija mutacije treba biti
dopunjena histoloskim nalazima (51). Histoloska dijagnoza MPN dobiva se biopsijom
kostane srzi. U ranim fazama koStana srz pokazuje hipercelularnost koja je trilinearna sa

naglaSenom eritropoezom, megakariopoezom i stvaranjem megakariocitnih klastera te u

12



manjoj mjeri granulopoezom u slucaju PV. ET u kostanoj srzi ne pokazuje trilinearnu
proliferaciju nego proliferaciju eritroidnog ili mijeloidnog klona. U slu¢ajevima PMF u ranoj
fazi koStana srZ je hipercelularna sa predominacijom granulocitne loze te relativno
smanjenom aktivno$c¢u eritroidne i megakariocitne loze sa stvaranjem nezrelih i strukturno
defektnih megakariocita sto se vrlo rijetko vida kod PV i ET. Kombinacija histoloSkog nalaza
kostane srzi sa nalazom mutacije JAK2 V617F je visoko specifi¢na i senzitivha metoda za
dijagnozu MPN-a (52). U slucaju da molekularnom dijagnostikom nismo dokazali prisutnost
JAK2 V617F mutacije, a koStana srz sugerira na postojanje MPN potrebno je pacijenta
testirati na prisutnost rjedih mutacija ( MPL, CALR, JAK2 ekson 12). Budu¢i da je ucestalost
ovih mutacija znatno niza od mutacije JAK2 V617F molekularna dijagnostika na ove
mutacije se ne koristi rutinski (14). Temeljem nalaza periferne krvi, kostane srzi i
molekularne dijagnostike na mutaciju JAK 2 gena i ostalih prethodno navedenih rjedih
mutacija etablirani su uniformni dijagnosticki kriteriji SZO-a za Ph- kroni¢ne

mijeloproliferativne neoplazme prikazani u tablici 1.
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TABLICA 1.

SZO KRITERIJI ZA Philadelphia-negativne KRONICNE MIJELOPRLIFERATIVNE

NEOPLAZME; prema reviziji iz 2008.g (53)

MPN

KRITERIJI

POLICITEMIJA VERA (PV)
Veliki kriteriji

Mali kriteriji

Potrebno ispuniti oba velika i 1 mali ili prvi veliki i 2 mala
1. Hb >18,5 g/dL (muskarci) ; > 16,5 g/dL (Zene)

1li drugi dokaz povecanog volumena eritrocita
2. Nalaz JAK2 V617F ili JAK2 ekson 12 mutacije

1.Hipercelularnost KS uz zna¢ajnu panmijelozu,
eritrocitnu, granulocitnu ili megakariocitnu proliferaciju
2. Serumski eritropoetin < od referentne vrijednosti

3. Rast endogene eritroidne koloniije in vitro

ESENCIJALNA TROMBOCITEMIJA
(ET)

Potrebno ispuniti sva 4 kriterija

1. Broj trombocita > 450 x 10 °/L

2. Proliferacija morfoloski zrelih i velikih megakariocita u
KS, bez znacajne granulocitne / eritrocitne proliferacije

3. Neispunjeni kriteriji za KML, MDS, i druge mijeloidne
neoplazme

4. Prisutnost JAK? ili drugog klonalnog biljega,

ili iskljucenje reaktivne trombocitoze

PRIMARNA MIJELOFIBROZA (PMF)
Veliki kriteriji

Mali kriteriji

Potrebno ispuniti 3 velika i 2 mala kriterija

1. Proliferacija i atipija megakariocita u KS uz retikulinsku,
ili kolagensku fibrozu, ili nalaz prefibrozne celularne faze
bolesti

2. Neispunjeni kriteriji za PV, KML, MDS i dr. mijeloidne
bolesti

3. Prisutnost JAK2 ili drugog klonalnog biljega, ili

iskljucenje sekudarne mijelofibroze

1. Leukoeritroblastoza
2. povisene razine LDH
3. Anemija

4. Palpabilna splenomegalija
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7. TERAPIJSKE MOGUCNOSTI

Terapijski pristup pacijentima sa SVT 1 podleze¢om kroni¢nom mijeloproliferativnom
neoplazmom bazira se na antikoagulantnoj i citoreduktivnoj terapiji (14). Glavni ciljevi
terapije kod pacijenata sa PV i1 ET su izbjeéi prvu pojavu, 0dnosno sprijeciti ponovnu pojavu
komplikacija poput tromboze i krvarenja te smanjiti rizik prelaska bolesti u sekundarnu
mijelofibrozu i akutnu leukemiju. Ciljevi kod PMF osim ovih prethodno navedenih su
produziti period prezivljenja bolesnika ukoliko je moguce, §to se danas uglavnom postize
alogenom transplantacijom kostane srzi (54). Kod niskorizi¢nih pacijenata sa PV-om lijeCenje
se provodi venepunkcijom uz ciljane vrijednosti hematokrita od ispod 45% (55). U
visokorizi¢nih bolesnika s PV-om i ET-om indicirana je citoreduktivna terapija. Citostatik
prve linije je hidroksiureja (HYU). Studije su pokazale da tretman sa HYU smanjuje rizik od
trombotskih komplikacija pacijenata u usporedbi s pacijentima bez terapije. Indikacije za
uvodenje HYU u terapiju kod pacijenata sa PVV-om su intolerancija na venepunkciju,
progresivna splenomegalija, broj trombocita iznad 1500 x 10 /L i progresivna leukocitoza.
HYU je citoreduktivna terapija prvog izbora bez obzira na dob pacijenta iako kod pacijenata
nize zivotne dobi te kod pacijentica generativne dobi treba biti uvedena s oprezom (54).
Zadovoljavajuci odgovor na terapiju kod pacijenata na HY U postignut je kada su vrijednosti
trombocita < 400 x 10 °/L. Citostatici druge linije su interferon alfa (IFN @) i anagrelid
rezervirani za pacijente kod kojih se razvila netolerancija ili rezistencija na HYU. Anagrelid
se posebno uzima u obzir kao drugi izbor kod mladih pacijenata sa ET-om i visokim rizikom
tromboze (3). Pipobroman, busulfan i fosfor-32 primjenjuju se samo kod bolesnika s kratkim
oc¢ekivanim zivotnim vijekom, ili kod pacijenata koji su se pokazali nereaktivnima na terapiju
citostaticima prvog i drugog izbora (54). Otkri¢ce JAK2 V617F mutacije dovelo je do pokusaja
uvodenja JAK?2 inhibitora u terapiju Ph-negativnih MPN-a. Budu¢i da je terapija JAK2
inhibitorima relativno nova za ovu indikaciju jo§ uvijek se ne moze sa sigurno$cu ocjeniti
ucinak iste na MPN, ili na komplikacije poput SVT. Terapijske opcije kod SVT-a ukljucuju
antikoagulaciju, trombolizu, perkutanu transluminalnu angioplastiku (PTA), transjugularni
intrahepaticki portosistemski spoj (TIPS) i ortotopnu transplantaciju jetre (56). Danasnje
preporuke za antikoagulantnu terapiju kod pacijenata sa PVT i BCS su sli¢ne onima kod VTE
drugih mjesta (4). Trenuta¢ne preporuke ELN-a (prema eng. European LeukemiaNet) za
lije¢enje splanhnickih tromboza koje se javljaju u sklopu MPN-a na prvo mjesto stavljaju
primjenu niskomolekularnog heparina uz korekciju podlezecih mijeloproliferacijom

uzrokovanih poremecaja, zatim se nadovezuje doZivotna primjena peroralnih antikoagulansa
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uz obavezno pracenje vrijednosti INR-a ( prema eng. International normalized ratio), koji bi
trebao biti izmedu 2.0 i 3.0. (54). Dugotrajna peroralna antikoagulantna terapija preporuca se
kod visokorizi¢nih pacijenata sa BCS ili TVP (4). Antikoagulantna terapija se pokazala
iznimno uspjesnom u rekanalizaciji kod pacijenata koji su se prezentirali kao akutna TVP.
Nasuprot tome, utjecaj ove terapije na prezivljenje kod pacijenata sa kroni¢cnom TVP i
razvijenim komplikacijama portalne hipertenzije je diskutabilan pa sukladno tome ne postoji
jasan konsenzus o optimalnoj strategiji lije¢enja i prevencije tromboze u ovih pacijenata (7).
U pacijenata kod kojih antikoagulantna terapija nije polucila o¢ekivani rezultat prelazi se na
invazivne oblike lijeCenja poput PTA i TIPS-a. PTA se mozZe izvesti sa umetanjem stenta
odnosno alternativno sa sistemskom ili lokalnom trombolizom. Indicirana je kod kratkih
stenoza hepatalnih vena u BCS. Ukoliko ova metoda rekanalizacije nije bila uspjesna u
kontroli ascitesa i potralne hipertenzije prelazi se na proceduru postavljanja shunta. Danas se
uglavnom koristi TIPS zbog manje invazivnosti metode i rjedih komplikacija u odnosu na
kirur$ku proceduru. Uostalom, primijeéeno je da kod visokorizi¢nih pacijenata ova procedura
mozda moze utjecati i na dugoro¢no prezivljenje (49). Posljednja moguénost kod pacijenata
sa SVT koji ne odgovaraju niti na jednu od prethodnih terapija, ili kod pogorSanja klini¢ke
slike i nakon provedenih invazivnih zahvata ostavljena je ortotopna transplantacija jetre
(OLT) (49).
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8. HIPOTEZA

Ovaj rad se zasniva na dvije hipoteze:

Prva hipoteza je da opterecenost mutiranim alelom JAK2 V617F ima utjecaja na klinicku

sliku i podentitet MPN kod pacijenata koji su heterozigoti za navedenu mutaciju.

Druga hipoteza je da pacijenti Zenskog spola se ¢eS¢e manifestiraju sa slikom SVT koja se
pojavljuje i prije nego se podleze¢a mijeloproliferativna bolest moze evidentirati u perifernoj

krvnoj slici.
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9. CILJEVI RADA

Op¢i cilj rada je bio analizirati populaciju pacijenata oboljelih od ET dijagnosticiranih i
pracenih u KB Dubrava kojima je prva manifestacija bolesti bila splanhni¢ka venska
tromboza te utvrditi kako spol i opterec¢enje mutiranim alelom utjece na klini¢ku sliku kod
ovih pacijenata.

Specificni ciljevi rada bili su:

1. Analizirati klinicke i laboratorijske parametre pacijenata sa SVT oboljelih od ET.

2. Analizirati ekspresiju mutiranog alela JAK2 V617F i njegov utjecaj na klini¢ku
prezentaciju ET.

3. Istraziti utjecaj rizicnih ¢imbenika poput spola i trombofilijskih stanja na sklonost razvoju

SVT kao prve manifestacije podleze¢e ET.
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10. ISPITANICI | METODE

U ovo istrazivanje ukljuceno je sedam pacijenata sa trombozom vene porte, vene lijenalis ,ili
trombozom mezenterickih vena kojima je od 2006.g do kraja 2015.g godine u Klini¢koj
bolnici Dubrava testiranjem na mutaciju gena JAK2 otkrivena podleze¢a MPN. Svi pacijenti
obuhvaceni ovom studijom bili su zenskog spola. Dob pacijenata kretala se od 46-78g u
vrijeme prve tromboze sa medijanom dobi od 56 godina. Kriterij za uklju¢ivanje pacijenata
bila je dijagnoza pojedinog podentiteta MPN-a postavljena u skladu sa revidiranim kriterijima
SZ0-a iz 2008.g. (Tablica 1.)

Dijagnosticka obrada pacijenata ukljucivala je dijagnozu SVT standardnim radioloskim
metodama (duplex UZV ili MSCT abdomena), kompletnu krvnu sliku periferne krvi te
analizu morfoloskih i molekularno — citogeneteskih karakteristika kostane srzi.
Molekularna dijagnostika obuhvacala je analizu mutacije V617F gena JAK2 ucinjenu alel
specifi¢cnim PCR-om iz genomske DNA izolirane iz periferne kvi. Kvantifikacija mutiranog
alela izvrSila se temeljem kvantitativne lanc¢ane reakcije polimerazom u realnom vremenu
(RT-PCR).

Svi pacijenti su lijeceni u Klinici za unutarnje bolesti Klinicke bolnice Dubrava.

Uzorci za mjerenje koli¢ine V617F mutiranih alela gena JAK?2 bile su stanice periferne
venske pacijenata s dijagnozom SVT. Za izolaciju DNA 100 mikrolitara pune krvi
procesuirano je reagencijskim setom Qiagen - QlAamp DNA Blood Mini Kit.
Spektrofotometrijski je izmjerena koncentracija i ¢isto¢a dobivene DNA te je 1 pg koristen za
kvantitativni esej mutacije V617F JAK2 prema protokolu ELN/COST. KoriStene su sljedece
pocetnice i probe : lijeva pocetnica (tw) 5'-CTTTCTTTGAAGCAGCAAGTATGA-3', desna
pocetnica (rev) JAK2-WT 5'-GTAGTTTTACTTACTCTCGTCTCCACATAC-3,, lijeva
pocetnica (rev) za mutirani lokus JAK2-V617F 50-
GTAGTTTTACTTACTCTCGTCTCCACATAA-30, proba 6FAM-
TGAGCAAGCTTTCTCACAAGCATTTGGTTT-TAMRA. Standardna krivulja za

kvantifikaciju dobivena je dilucijama (x10) mutirane stani¢ne linije HEL i nemutirane K562.

Osjetljivost testa je oko 0,5% mutiranih alela (57).
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11. REZULTATI

Tablica 2. prikazuje osnovna obiljeZja pacijenata, tip SVT, podentitet MPN-a, komorbiditete

koje pacijent ima te vrstu terapije koja je primijenjena.

TABLICA 2.
PACIJENT |SPOL | TIP TROMBOFIIJA | MPN | KOMORBIDITETI | LIECENJE | STATUS
GODISTE TROMBOZE
1936. VA TVP, TVL NE ETili | varikoziteti HYU umrla
PMF | jednjaka 2011.g
CVi
1928. V4 TVP, DVT PROTROMBIN | ET hipotireoza HYU Ziva
(ruka 2011.) | G20210A martefarin
heterozigot
1954, VA TVP, TVL, NE ET varikoziteti HYU Ziva
TVMS jednjaka splenekt.
hipotireoza (2008.)
1952. Z TVP,TVL deficit prot.C ET varikoziteti HYU Ziva
jednjaka splenekt.
(2008.)
1967. Z TVP fV Leiden ET - martefarin | Ziva
heterozigot
1956. Z TVP,TVL NE ET splenomegalija | heparin umrla
2014.g
1959. VA TVP,TVL NE ET varikoziteti martefarin | Ziva
jednjaka
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Laboratorijski i klini¢ki parametri pacijenata u trenutku postavljanja dijagnoze prikazani su u

Tablici 3.
Tablica 3.

PACUENT JAK2 HEMOGLOBIN TROMBOCITI LEUKOCITI VELICINA
V617F  g/L X10%/L X10%/L SLEZENE

1936.7 | DA 124 370 17 21cm

1928.7 | DA 129 726 9,8 uredna

1954. 7 | DA 106 161 3.8 20cm

1952.7 | DA 136 485 8,9 20cm

1967.7 | DA 139 412-430 8,2 uredna

1956.7 | DA 131 793 15,2 19cm

1959.7 | DA 128 178 3,8 uredna

Rezultati kvantifikacije opterecenosti mutacijom JAK2 V617F izrazeni kroz postotak (%)

prikazani su u tablici 4.

TABLICA 4.

PACUENT

1936.

1928.

N«

N¢

N¢

1954.

1952. 7

N«

1967.

N¢

1956.

1959. Z

* PK DNA, RT- PCR

** Nije radena kvantifikacija JAK2V617F mutiranog alela

JAK2 V617F % *

* %k

8,4

16,43

13,57

4,23

* ¥

* %k
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Temeljem analize na JAK2 V617F rezultati su pokazali da su sve pacijentice bile pozitivne na
mutirani alel. Sve pacijentice su se prezentirale kao TVP, 5 pacijentica je uz TVP imalo TVL,
aliTVMS. Kod veéine pacijentica u trenutku dijagnoze bili su prisutni znakovi portalne
hipertenzije. 4 od 7 pacijentica, odnosno 57,14 % je imalo razvijene varikozitete jednjaka, a
njih takoder 4 od 7 (57,14%) je imalo splenomegaliju. Za sve njih je dogadaj splanhnicke
tromboze doveo do dijagnoze mijeloproliferativne neoplazme. Sest pacijentica je ispunjavalo
kriterije za ET, a jedna pacijentica za prefibroticku fazu PMF. Promjene u krvnoj slici
(Tablica 3.) nisu jasno upucivale na MPN. 3 od 7 pacijentica je u perifernoj krvnoj slici imalo
trombocitozu sa vrijednostima trombocita od 485 x 10%/L, 723 x 10%L, odnosno 793 x 10%/L.
2 od 7 se prezentiralo sa povi$enim vrijednostima leukocita koje su iznosile 15,2 x 10°%/L,
odnosno 17 x 10%L. 1 od 7 pacijentica imala je sniZenu vrijednost hemoglobina koja je
iznosila 106 g/L, dok su se kod ostalih 6 vrijednosti hemoglobina kretale unutar referentnih
vrijednosti i iznosile su od 124-139 g/L. Od pacijentica koje su laboratorijske parametre imale
izvan referentnih vrijednosti jedna pacijentica je imala i trombocitozu i leukocitozu $to je
sugeriralo na mijeloproliferaciju.

Kvantifikacija optere¢enja mutiranim alelom V617F ucinjena je kod 4 od 7 pacijentica. Sve
pacijentice su bile heterozigoti sa vrijednostima koje su se kretale od 4,23%- 16,43%.
Prosje¢na optere¢enost mutiranim alelom iznosila je 10,66%.

3 0d 7 je osim JAK2 mutacije imalo i druge ¢cimbenike koji povec¢avaju sklonost trombozi.
Jedna pacijentica je bila heterozigot za mutaciju PT G20210A, jedna pacijentica je nositel]
mutacije za deficit proteina C, dok je jedna heterozigot za mutaciju fV Leiden.

U kasnijem pracenju tijekom kojeg su pacijentice pretezito lijeCene hidroksiurejom i
antikagulantnom terapijom, dvije su spelenktomirane 2008.g tijekom kirurskih intervencija
zbog krvarenja iz varikoziteta jednjaka. 5 od 7 (71,42%) pacijentica je Zivo s prac¢enjem od 1-
10 godina te su kontrolirane od strane gastroenterologa i hematologa. 2 pacijentice su umrle
tijekom pracenja. Kod jedne pacijentice uzrok smrti je bilo intracerebralno, subarahnoidalno i
intraventrikularno krvarenje nepovezano sa MPN, dok kod druge to¢an uzrok smrti nije

poznat.
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12. RASPRAVA

Mutacija V617F gena JAK?2 otkrivena je 2005. godine. Otkri¢e ove mutacije pruzilo je
mogucénost boljeg razumijevanja biologije i klini¢ke prezentacije, a otvorilo je i moguénost
primjene novih lijekova u lije¢enju kroni¢nih mijeloproliferativnih neoplazmi. O vaznosti ove
mutacije govori i ¢injenica da ju je nepune tri godine nakon otkri¢a SZO uvrstila u skupinu
velikih dijagnostickih kriterija ove skupine bolesti. (Tablica 1.) lako ova mutacija ima
nedvojbenu vaznost u dijagnozi prvenstveno PV kod koje je prisutna u oko 96% slucajeva
(14) jos uvijek postoje brojni prijepori o tome koliki utjecaj JAK2 V617F ima u odredivanju
pojedinog podentiteta MPN, klini¢ke prezentacije te koliko je relevantan kao prognosticki
¢imbenik. Uzevsi u obzir vaznost mutacije u dijagnostici ove skupine bolesti posljednjih
godina se sve viSe pridaje vaznost kvantifikaciji mutiranog alela kako bi se utvrdio eventualni
utjecaj na klini¢ku prezentaciju bolesti te pracenje odgovora na terapiju i u konacnici na sam
ishod lijecenja.

U nasem istrazivanju pokusali smo analizirati utjecaj ekspresije mutiranog alela na klinicke
karakteristike i podentitet MPN. Sve nase pacijentice kojima je radena kvantifikacija
mutiranog alela su bile heterozigoti za JAK2 V617F mutaciju sa vrijednostima nizim od 50%
koliko minimum za homozigotnost (58). Primijetili smo da su se sve pacijentice prezentirale
prvenstveno kao TVP ili s njom udruzena tromboza (TVL,TVM), ali sama mijeloproliferacija
nije bila jasno izrezana u krvnoj slici te su 4 pacijentice imale splenomegaliju (Tablica 3.).
Takoder analizirani pacijenti su dijagnosticirani kao ET (jedna pacijentica je zadovoljavala
kriterije i za ET i za PMF) $to postavlja pitanje povezanosti ekspresije mutiranog alela,
podentiteta MPN i klinicke slike. Medutim, relevantnost ovih rezultata kompromitirana je
¢injenicom da je kvantifikacija radena na izrazito malom broju pacijenta, njih svega 4 koji su
imali DNA dostupnu za kvantitativnu analizu (Tablica 4.). Studije (58, 59,60) radene na
vecem broju ispitanika pokazale su povezanost izmedu opterecenosti mutiranim JAK2 V617F
alelom i podentiteom MPN. Naime, prema njihovim rezultatima pacijenti sa ET imali su nizu
optere¢enost mutiranim alelom ¢iji medijan je iznosio 7 % (58,60) odnosno 24% (59) u
usporedbi sa PV i PMF. Takoder, studija (58) zakljucuje da je opterecenost mutiranim JAK?2
V617F alelom ujedno i rizi¢ni ¢cimbenik za razvoj venske tromboze.

Analizirajuci laboratorijske i klinicke parametre 7 pacijenata u naSoj studiji Koji su se
prezentirali sa SVT primijetili smo da u vrijeme dijagnoze ET pacijenti nisu imali jasne
znakove koji bi govorili u prilog mijeloproliferaciji u perifernoj krvnoj slici osim u slu¢aju

jedne pacijentice koja se u vrijeme dijagnoze MPN prezentirala sa poviSenim razinama i
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trombocita i leukocita te splenomegalijom. Autori (6,15,58,59) navode da pacijenti nositelji
mutacije JAK2 V617F se prezentiraju sa vis§im razinama leukocita, trombocita, hemoglobina
te ve¢im promjerom slezene u usporedbi sa pacijentima Koji nisu nositelji mutacije. Takoder,
primjecuju da pacijenti homozigoti za mutaciju imaju statisticki znacajno vise razine
prethodno navedenih parametara od pacijenata koji su heterozigoti. Unato¢ tome, €ini se da
jos uvijek ne postoji jasna korelacija izmedu razine mutiranog aela i klini¢kih, odnosno
laboratorijskih parametara.

Pacijenti obuhvaceni ovom studijom testirani su na prisutnost drugih ¢imbenika koji bi mogli
dovesti do nastanka tromboze. Prilikom testiranja tri pacijentice su uz podleze¢u ET imale i
trombofiliju (Tablica 2.). No, kod njih klini¢ki i laboratorijski parametri nisu se razlikovali od
ostalih pacijentica obuhvacenih studijom. lako su trombofilijska stanja prepoznata kao
dodatni ¢imbenik rizika kod pacijenata sa MPN-om, ¢ini se da prisutnost obje bolesti nema
potencirajuéi u¢inak na trombozu kod pacijenata sa SVT-om (16).

U nasoj studiji svih 7 pacijenata bilo zenskog spola s medijanom dobi od 56 godina te smo
tako dobili 100% predominaciju Zenskog spola (Tablica 2.). Ovaj rezultat moze biti posljedica
malog broja ispitanika. Studije su pokazale predominaciju zenskog spola medu pacijentima sa
ET i PV. U skupini pacijenata sa ET-om prema studiji (48) 61% ispitanika bilo je zenskog
spola. Sli¢ni rezultati dobiveni su i kod pacijenata sa PV, dok pacijenti sa PMF u bili pretezito
muskog spola. Ista studija, kao i studija (60) navodi razliku u optere¢enosti mutiranim JAK?2
V617F alelom koja je veca kod osoba muskog spola, no ¢ini se kako u slucaju ET ta razlika
nije statisticki znacajna. JoS$ uvijek ostaje nejasno zbog ¢ega SVT imaju vecu ucestalost
javljanja kod osoba Zenskog spola koje su pozitivne na JAK2 V617F mutaciju i koji

patofizioloSski mehanizmi su ukljuceni u klini¢ku prezentaciju bolesti kod ovih pacijenata.
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13. ZAKLJUCAK

1. SVT cesto predstavljaju prvi znak podlezece kroni¢ne mijeloprolferativne bolesti te se

pojavljuju prije nego se bolest manifestira u perifernoj krvnoj slici.

2. Opterecenje mutiranim JAK2 V617F moZe imati ulogu u podentitetu MPN. Nisko

opterec¢enje mutiranim alelom upucuje na ET.

3. Sve pacijente koji se prezentiraju sa SVT-om, a iskljucena je jetrena patologija potrebno je

testirati na MPN.
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