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SAZETAK

Ph(-) mijeloproliferativni zlo¢udni tumori (MPN) dijele se na esencijalnu trombocitozu (ET),
policitemiju veru (PV) i primarnu mijelofibrozu (PMF). Tromboza je naj¢esc¢a komplikacija ovih
bolesti. Cilj istrazivanja bio je utvrditi rizi¢ne faktore koji doprinose nastanku tromboze. U tu
svrhu, uz detaljnu anamnezu analizirali smo uzorke 258 Ph(-) MPN bolesnika (134 ET, 70 PV i 54
PMF) i 258 zdravih kontrola (bez tromboze) uparenih po dobi i spolu. Odgovaraju¢om metodom
polimerazne lancane reakcije (PCR) ispitane su ucestalosti polimorfizama FV Leiden, Fll
G20210A, ljudskih trombocitnih antigena (HPA-1, -2, -3, -5), P-selektina (P-SEL S290N, N562D,
V599L, T715P) i P-selektin glikoprotein 1 liganda (PSGL-1 M621). Uz to je bolesnicima pri
dijagnozi napravljena krvna slika i metodom PCR utvrden je status V617F mutacije u genu JAK2,
te je u bolesnika pozitivnih na mutaciju kvantificirano opterecenje mutiranim alelom. Od 79
bolesnika s trombozom, 59 je imalo arterijsku (29 ET, 19 PV i 11 PMF), a 26 bolesnika vensku
trombozu (10 ET, 8 PV i 8 PMF). U ET bolesnika leukocitoza, hiperlipidemija i mutacija V617F
povecavali su rizik za nastanak tromboze, dok su nositelji alela HPA-5b imali nizi rizik. U PV
bolesnika rizik za trombozu bio je visi u onih sa SeCernom bolesti dok su nositelji alela HPA-2b
imali puno nizi rizik. U PMF bolesnika rizik za trombozu bio je visi u nositelja alela 290N. Ovo
istrazivanje doprinijelo je novim saznanjima o etiologiji nastanka tromboze u Ph(-) MPN

bolesnika.

Kljuéne rije¢i: Ph(-) MPN, tromboza, krvna slika, polimorfizmi gena P-SEL, PSGL-1 i HPA, FV
Leiden, FII G20210A, mutacija V617F



ABSTRACT

Introduction: Ph(-) myeloproliferative neoplasms (MPN) are rare hematological diseases. They
can be divided into three different entities including Essential thrombocythemia, Polycythemia vera
and Primary myelofibrosis. Each of these has its own diagnostic criteria, clinical course, treatment
and complications. However, all of them are characterized by thrombosis as the most common
complication which occurs in about 20-40 % of patients. Although thrombosis in these patients is
a hot topic with several confirmed risk factors, etiology of thrombosis is still not fully understood
and is under the scope of investigators. Factors that contribute to thrombosis in MPN patients are
age over 60 years, leukocytosis at the time of diagnosis in ET and PV, although still debated in
PMF,; previous thrombosis in ET and PV, but no unambiguous result for PMF and occurrence of
V617F mutation in the JAK2 gene. Factors that are still under investigation for their correlation to
thrombosis are V617F mutation burden allele because it is not clear which value contributes to
thrombosis in ET and PV while for PMF there are no results; the number of platelets at diagnosis
because in each study different values are related to thrombosis; FV Leiden and FIl1 G20210A with
no unambiguous results in ET, PV and PMF patients; hemoglobin concentration and hematocrit
level that are still under investigation regarding their contribution to thrombosis; cardiovascular
(CV) risk factors in ET and PV that have not been included yet into all prediction models for
thrombosis, and for PMF patients results obtained from studies are contradictory; polymorphisms
of human platelet alloantigens (HPA) with only two published studies of their influence on
thrombosis and polymorphisms of P-selectin (P-SEL) and P-selectin glycoprotein 1 ligand
(PSGL-1) for which, as far as we know, there are no published studies of their role in thrombosis.
Aim: To investigate hematologic and genetic prothrombotic risk factors in Ph(-) MPN patients.
This included analysis of anamnestic and demographic status of patients, influence of blood count
parameters (erythrocyte, leukocyte and platelet count, hemoglobin concentration and hematocrit
level), frequency of cardiovascular risk factors (hypertension, diabetes, smoking, hyperlipidemia
and alcoholism), JAK2 V617F mutation status and its allele burden quantification, genotyping of
FV Leiden, FII G20210A, HPA (HPA-1, HPA-2, HPA-3 and HPA-5), P-SEL (S290N, N562D,
V599L and T715P) and P-SGL1 (M62l) polymorphisms in patients according to thrombosis

occurrence and thrombosis type, and according to diagnosis for all patients. Also, sought to



investigate frequency of the same polymorphisms in healthy controls (without thrombosis)
matched to patients by age and sex.

Patients and methods: For this purpose we analyzed samples of 258 Ph(-) MPN adult patients
with confirmed diagnosis according to WHO and 258 healthy controls matched by age and sex.
According to diagnosis, there were 134 ET patients, 70 PV and 54 PMF patients. A proportion of
patients (26.4 %) was diagnosed before the start of this study. Whole blood was collected into
ethylenediaminetetraacetic acid tube for blood counts (number of erythrocytes, leukocytes and
platelets, hemoglobin concentration and haematocrit level) and for DNA isolation (genomic DNA
that was isolated by salting out method and granulocyte DNA that was isolated by salting out
method after isolation of granulocytes from whole blood by Polymorphprep). HPA polymorphisms
in patients and healthy controls were genotyped by allele discrimination PCR, while P-SEL and
PSGL-1 polymorphisms were analyzed by allele specific PCR. FV Leiden and FIl G20210A were
determined by PCR - restriction fragment length polymorphisms. In patients, V617F JAK2 gene
mutation status was analyzed by allele specific PCR and for positive mutation, allele burden of
mutation was determined by real time quantitative PCR.

Results: All thrombosis events before diagnosis and after a median follow-up of 4.8 years were
included. Seventy-nine patients experienced 109 thrombotic events in total, 59 patients had arterial
thrombosis and 26 venous thrombosis. Six patients (3 ET and 3 PV patients) had both arterial and
venous thrombosis and we counted them in both thrombosis groups. Arterial thrombosis occurred
in 29 ET patients, 19 PV patients and 11 PMF patients while venous thrombosis occurred in 10 ET
patients, 8 PV patients and 8 PMF patients. Recurrent thrombosis occurred in 8 ET patients, 7 PV
patients and 5 PMF patients. When patients were divided by sex, there were more female patients
in the whole group of Ph(-) MPN patients, as well as in ET group (P < 0.001 and P < 0.001,
respectively), but there was no difference in frequency of thrombosis between male and female
patients. At the time of diagnosis the median age of male ET, PV and PMF patients was 60, 60 and
58 years, respectively. The median age of female patients in ET group was 54 years, in PV group
68 years and in PMF group 68 years. There was no statistical difference for age between male and
female patients in PV, ET and PMF group. Furthermore, we divided patients into those with and
without thrombosis. Groups of Ph(-) MPN patients and ET patients with thrombosis were older at
the time of diagnosis than Ph(-) MPN and ET patients without thrombosis (63 vs 57 years and 65
vs 52 years, P =0.022 and P = 0.008, respectively). The same was observed in Ph(-) MPN and ET



patients with arterial thrombosis versus patients without thrombosis (65 vs 57 years and 65 vs 52
years, P = 0.008 and P = 0.009, respectively). In the group of all Ph(-) MPN patients with
thrombosis divided by sex, male patients were younger at the time of their first thrombosis
compared to female patients (56 vs 64 years, P = 0.026). Ph(-) MPN patients and ET patients, with
age over 55 years at the time of diagnosis, had 2.59 fold (95% CI = 1.35-5.00; P = 0.006) and 4.56
fold (95% CI1 = 1.78-11.68; P = 0.002) higher risk for arterial thrombosis. Age over 54 years, at the
time of diagnosis, in ET patients indicated a 5.56 fold risk of venous thrombosis (95% CI = 1.12-
27.56, P =0.041). Compared to those without thrombosis, Ph(-) MPN patients with thrombosis
were more often on cytoreductive or activated factor X (P = 0.006) therapy and on anticoagulation
therapy (P < 0.001) while patients with venous thrombosis had, in addition to the above therapy,
more often antiaggregation drug therapy (P = 0.013). In ET patients with thrombosis, there were
more patients that received anticoagulation drugs (P < 0.001), while ET patients with arterial
thrombosis had more often anticoagulation (P < 0.001) and cytoreduction therapy (P = 0.024)
compared to ET patients without thrombosis. More ET patients with venous thrombosis had
therapy with anticoagulation drugs compared to those without thrombosis (P < 0.001). Compared
to other patients, PV patients with thrombosis and with venous thrombosis were more often on
anticoagulation drugs (P = 0.050 and P < 0.001, respectively). In PMF patients there were no
difference in therapy between patients with and without thrombosis. Time frame of first thrombotic
event for ET and PV patients was most often the same year when diagnosis was confirmed, while
in PMF patients thrombosis occurred mainly one or more years after established diagnosis.
Previous thrombosis increased the risk for thrombosis recurrence in Ph(-) MPN and ET patients
(P =0.001 and P = 0.016, respectively). In the period of prospective study follow-up, survival of
ET and PMF patients with thrombosis has been shorter compared to ET and PMF patients without
thrombosis (80.4 vs 97.9 % and 32.1 vs 57.6 %). On the contrary, PV patients with thrombosis had
higher survival rate than patients without thrombosis (89.4 vs 87.3 %). Ph(-) MPN patients with
thrombosis as well as those with arterial thrombosis had higher leukocyte count than patients
without thrombosis (10.5 and 10.6 vs 9.5 x10%L, P = 0.009 and P = 0.001, respectively).
Ph(-) MPN patients with venous thrombosis had lower platelet count and lower hemoglobin
concentration than Ph(-) MPN patients without thrombosis (447 vs 571 x10%L and 133 vs 141 g/L,
P =0.011 and P = 0.049, respectively). ET patients with thrombosis and with arterial thrombosis
had higher leukocyte count than ET patients without thrombosis (10.2 and 10.6 vs 8.5 x10°/L,



P = 0.010 and P < 0.001, respectively). ET patients with arterial thrombosis had higher platelet
count than ET patients without thrombosis (700 vs 617 x10%L, P = 0.050). In PV and PMF patients
there was no difference in blood counts between patients with and without thrombosis. The risk for
arterial thrombosis in ET patients had been increased for those with leukocytes > 9.2 x10%L (OR
=6.14, 95% Cl = 2.16-17.42; P < 0.001), erythrocytes > 5.48 x10*?/L (OR = 4.00, 95% CI = 1.18-
13.55; P = 0.046), platelets > 632 x10%L (OR = 2.61, 95% CI = 1.08-6.32; P = 0.049) while
hemoglobin concentration > 1069 /L had protective role (OR = 0.21, 95% CI = 0.06-0.73; P =
0.028). Increased risk for venous thrombosis was established in ET patients with platelets < 536
x10%/L (OR = 5.55, 95% CI = 1.34-22.98; P = 0.015) and hematocrit level > 0.45 L/L (OR = 8.06,
95% CI = 1.92-33.80; P=0.004). PV patients with leukocyte count > 18 x10%L had increased risk
for arterial thrombosis (OR = 7.86, 95% CI = 1.37-45.06; P=0.019) while the risk for venous
thrombosis was increased in patients with hemoglobin concentration < 159 g/L (OR = 5.30, 95%
Cl = 1.09-25.84; P=0.041). Ph(-) MPN patients with thrombosis, compared to those without
thrombosis, had more often hypertension (73.4 vs 49.7 %, P <0.001), hyperlipidemia (30.4 vs 11.2
%, P < 0.001), and at least one CV risk factor present (83.5 vs 60.9 %, P=0.001). Risk for arterial
thrombosis had been increased in Ph(-) MPN patients with hypertension (OR = 3.25, 95% CI =
1.67-6.34; P<0.001), hyperlipidemia (OR = 4.08, 95% CI = 2.00-8.31; P<0.001) and at least one
CV risk factor present (OR =5.67, 95% CI = 2.02-13.90; P<0.001). Compared to patients without
thrombosis, ET patients with thrombosis had more often hypertension (72.2 vs 40.8 %, P = 0.003),
hyperlipidemia (30.6 vs 9.2 %, P = 0.005) and presence of at least one CV risk factor (86.1 vs 55.1
%, P = 0.001). Increased risk for arterial thrombosis was established in ET patients with
hypertension (OR = 2.76, 95% CI = 1.16-6.54; P = 0.021), hyperlipidemia (OR = 4.45, 95% CI =
1.56-12.63; P = 0.006) and the presence of at least one CV risk factor (OR =3.91, Cl = 1.38-11.09;
P = 0.009). Hypertension in ET patients contributed to increased risk for venous thrombosis (OR
= 30.33, 95% CI = 1.73-532.45; P < 0.001). In PV patients with thrombosis, there were more
patients with diabetes as compared to patients without thrombosis (33.3 vs 10.9 %, P = 0.048). In
PV patients, diabetes was related to increased risk for arterial thrombosis (OR = 4.78, 95% ClI =
1.28-17.82; P = 0.030). PMF patients with hyperlipidemia had increased risk for arterial
thrombosis (OR =6.10, 95% CI = 1.11-33.56; P = 0.046). Seventy-one percent of Ph(-) MPN were
positive for V617F mutation in the JAK2 gene, and according to diagnosis it was present in 62.7
% ET, 94.3 % PV and 66.7 % PMF patients. This mutation was more often present in Ph(-) MPN



and ET patients with thrombosis compared to Ph(-) MPN and ET patients without thrombosis (81.0
Vs 68.2 %, P = 0.049 and 77.8 vs 57.1 %, P = 0.047, respectively). Presence of V617F mutation
contributed to increased risk for arterial thrombosis in Ph(-) MPN patients (OR = 2.60, 95% CI =
1.19-5.64; P = 0.021) and in ET patients (OR = 3.60, Cl = 1.27-10.22; P = 0.015). There was no
difference in the median value of V617F allele burden in patients with and without thrombosis for
Ph(-) MPN patients, and in ET, PV and PMF subtypes. Analysis showed that VV617F allele burden
contributed to arterial thrombosis; in Ph(-) MPN and ET patients with > 14.6 % (OR = 2.33, 95%
Cl=1.25-4.33; P = 0.011 and OR = 2.92, 95% CI = 1.25-6.84; P = 0.021, respectively) while for
PMF patients it was the value of <34.8 % (OR =5.06, 95% CI = 1.19-21.41; P = 0.032). In PV
patients, those with the value of > 56.7 % had increased risk for venous thrombosis (OR = 6.00,
95% Cl = 1.12-32.14; P = 0.046). There was no difference in frequency of investigated
polymorphisms between Ph(-) MPN patients and healthy controls. In Ph(-) MPN patients with
venous thrombosis, there were more patients with HPA-2aa genotype (92.3 vs 72.6 %, P = 0.030)
compared to Ph(-) MPN patients without thrombosis. Comparison of ET patients with thrombosis
and healthy controls revealed that P-SGL1 M62I-MI and M62I-11 genotypes had been present only
in patients (16.7 vs 0.0 %, P = 0.011 and 2.8 vs 0.0 %, P = 0.011, respectively). In PV patients with
thrombosis, there were more carriers of genotype HPA-2aa compared to PV patients without
thrombosis and to healthy controls (95.8 vs 63.0 % and vs 58.3 %, P = 0.003 and P = 0.004,
respectively). In PV patients, carriers of allele HPA-2b had reduced risk for thrombosis (OR =0.07,
95% CI = 0.01-0.60; P = 0.015) as well as for arterial thrombosis (OR = 0.09, 95% CI = 0.01-
0.077; P = 0.028). All PV patients with venous thrombosis were carriers of genotype HPA-2aa,
unlike PV patients without thrombosis (100.0 vs 63.0 %, P = 0.046). PMF patients with at least
one allele N in P-SEL S290N polymorphism had increased risk for thrombosis (OR = 7.31, 95%
Cl =2.10-25.48; P = 0.002) as well as for arterial thrombosis (OR =5.90, 95% CI = 1.37-25.43; P
=0.017) and for venous thrombosis (OR = 10.12, 95% CI = 1.70-60.30; P = 0.011). None of the
PMF patients with thrombosis had N562D-NN genotype while it had been present in healthy
controls (0.0 vs 26.3 %, P = 0.046). In Ph(-) MPN patients, a combination of several genotypes
was related to increased risk for venous thrombosis: M62I-MM/S290N-NN, T715P-TT/S290N-
NN, S290N-NN/FV Leiden-GG and S290N-NN/FIl G20210A-GG. PMF carriers of genotype
combination S290N-SN/FV Leiden-GG, S290N-NN/FII G20210A-GG and S290N-SN/FII
G20210A-GG had increased risk for thrombosis. In PMF patients, the risk for arterial thrombosis



was increased for carriers of genotype combination S290N-SN/FV Leiden-GG and S290N-SN/FII
G20210A-GG while risk for venous thrombosis was increased for carriers of genotype combination
S290N-NN/FV Leiden-GG, S290N-NN/FIl G20210A-GG and S290N-SN/FII G20210A-GG. We
created haplotypes from P-SEL polymorphisms and FV Leiden and from HPA-1, HPA-2 and HPA-
3 polymorphisms. Haplotypes HPA-1b2b3b and SDVPG were present only in Ph(-) MPN patients
as compared to healthy controls (P = 0.005 and P = 0.033, respectively). Haplotype SDLPG was
only present in Ph(-) MPN patients with thrombosis compared to Ph(-) MPN patients without
thrombosis and healthy controls (P = 0.050 and P = 0.018, respectively). In ET patients with
thrombosis, there were less carriers of haplotype SDVTG than in healthy controls (P = 0.042).
Multivariate logistic regression in Ph(-) MPN patients confirmed hyperlipidemia as a CV factor
that increases risk for thrombosis (OR = 3.30, 95% CI = 1.33-8.19; P = 0.010) and risk for arterial
thrombosis (OR = 3.75, 95% CI = 1.44-9.78; P = 0.007). In the same cohort of patients, risk for
arterial thrombosis was decreased for carriers of at least one HPA-5b allele (OR = 0.36, 95% CI =
0.13-0.97; P = 0.043) while risk for venous thrombosis had been slightly decreased in patients with
higher hemoglobin concentration (OR = 0.98, 95% CI = 0.96-0.99; P = 0.030). In ET patients,
multivariate logistic regression showed that higher leukocyte count, presence of hyperlipidemia
and V617F mutation increased risk for thrombosis (OR = 1.19, 95% CI = 1.03-1.38; P =0.019; OR
=4.19,95% Cl1=1.15-15.22 P =0.030 and OR = 2.98, 95% CI = 1.07-8.36; P = 0.038, respectively)
while carriers of at least one HPA-5b allele had decreased risk for thrombosis (OR = 0.20, 95% CI
= 0.06-0.70; P = 0.012). ET patients that had higher leukocyte count and hyperlipidemia had
increased risk for arterial thrombosis (OR = 1.21, 95% CI = 1.02-1.42; P = 0.025 and OR = 4.41,
95% CI = 1.08-18.03; P = 0.039, respectively) while those with at least one HPA-5b allele had
decreased risk for arterial thrombosis (OR = 0.23, 95% CI = 0.06-0.89; P = 0.034). By multivariate
regression in PV patients, we confirmed correlation of diabetes with increased risk for thrombosis
(OR=5.61, 95% CI = 1.15-27.44; P = 0.033) while carriers of at least one HPA-2b allele had much
lower thrombotic risk (OR = 0.09, 95% CI = 0.01-0.73; P = 0.025). In PV patients, presence of at
least one HPA-2b allele was also associated with decreased risk for arterial thrombosis (OR = 0.11,
95% CI =0.01-0.95; P = 0.045). In PMF patients, we confirmed by multivariate logistic regression
that presence of 290N allele indicates increased risk for thrombosis (OR = 7.41, 95% CI = 2.01-
27.26; P =0.003). From all obtained results, we defined four predictive models for thrombosis that

stratified patients into categories of low, medium and high risk for thrombosis development.



The first model included age > 60 years, previous thrombosis, presence of at least one CV risk
factor and presence of two or more CV risk factors, and it had been applied to predict the risk for
thrombosis development in Ph(-) MPN patients, risk for arterial thrombosis development in Ph(-)
MPN patients and risk for thrombosis development in PV patients. The second model included the
same parameters as the first one plus V617F mutation status and it was used as a predictive model
for thrombosis development in PV patients, and arterial thrombosis development in ET and PV
patients. The third model included VV617F burden allele > 26.1 % and hypertension and was applied
to prediction of venous thrombosis development in PV patients. The fourth prediction model
included V617F mutation status and presence of at least one 290N allele as parameters for
thrombosis development in PMF patients. Using these models, we predicted in Ph(-) MPN patients
development of thrombosis in 12.3 % patients in low risk category, 14.1 % in medium risk category
and 29 % in high risk category. Development of arterial thrombosis in Ph(-) MPN patients was
predicted for 3.6 % patients in low risk category, 14.9 % in medium risk category and 24.7 % in
high risk category. In Ph(-) MPN patients, prediction of venous thrombosis development involved
11.1 % patients in low risk category, 13.8 % patients in medium risk category and 31.9 % patients
in high risk category. Thrombosis in ET patients, according to our model, would happen in 7.14 %
patients of low risk category and 19.3 % patients of high risk category, while arterial thrombosis
would occur in 7.14 % patients of low risk category and 21.1 % of patients in high risk category.
For PV patients, development of thrombosis was predicted for 12.1 % patients in medium risk
category and 21.1 % patients in high risk category. Our model predicted development of arterial
thrombosis for 9.0 % of patients in medium risk category and 11.0 % of patients in high risk
category. Additionally, by Cox regression model we confirmed the obtained results for parameters
that contribute to thrombosis development: in Ph(-) MPN patients it was age > 60 years (HR =
2.15, 95% CI = 1.30-3.54; P = 0.003), previous thrombosis (HR = 2.91, 95% CI = 1.69-5.03; P <
0.001), presence of two or more CV risk factors (HR = 3.01, 95% CI = 1.50-6.04; P = 0.002).
Ph(-) MPN patients had increased risk for arterial thrombosis if their age was > 60 years (HR =
2.57,95% Cl = 1.43-4.60; P = 0.002), if they had previous thrombosis (HR = 3.68, 95% CI = 2.09-
7.21; P<0.001) and had presence of two or more CV risk factors (HR =5.53, 95% CI = 2.18-14.00;
P < 0.001), while their risk for venous thrombosis was increased if they had V617F burden allele
>26.1% (HR =2.19, 95% CI = 1.01-4.74; P = 0.047) and hypertension (HR = 2.76, 95% CI=1.17-
6.51; P =0.020). In ET, risk for thrombosis was increased for patients that had age > 60 years



(HR = 3.01, 95% CI = 1.39-6.50; P = 0.005), previous thrombosis (HR = 2.73, 95% CI = 1.16-
6.44; P = 0.022), presence of two or more CV risk factors (HR =4.75, 95% CI = 1.58-14.21; P =
0.005) and presence of V617F mutation (HR = 3.06, 95% CI = 1.31-7.14; P = 0.010). ET patients
had increased risk for arterial thrombosis if they had age > 60 years (HR = 2.84, 95% CI = 1.22-
6.64; P = 0.016), previous thrombosis (HR = 2.64, 95% CI = 1.00-6.95; P = 0.049), presence of
two or more CV risk factors (HR = 3.70, 95% CI = 1.22-11.29; P = 0.021) and presence of V617F
mutation (HR = 3.56, 95% CI = 1.30-9.76; P = 0.014). In PV patients, risk for thrombosis was
increased if they had previous thrombosis (HR = 7.66, 95% CI = 2.61-22.48; P < 0.001) and
presence of two or more CV risk factors (HR = 5.59, 95% CI = 1.30-24.13; P = 0.021) while risk
for arterial thrombosis was increased for those who had age > 60 years (HR = 3.23, 95% CI = 1.04-
10.04; P = 0.043), previous thrombosis (HR = 7.10, 95% CI = 2.41-20.89; P < 0.001) and diabetes
(HR = 3.86, 95% CI = 1.31-11.32; P = 0.014). In PMF patients, thrombosis risk was increased in
those with at least one allele 290N of S290N polymorphism (HR = 2.22, 95% CI = 1.23-4.01; P =
0.008).

Conclusions: This is the first Croatian study that investigated prothrombotic risk factors in Ph(-)
MPN patients and, to our knowledge, the most comprehensive and first study worldwide that
combined several of most known prothrombotic risk factors and analyzed them separately and
jointly to investigate their contribution to arterial and venous thrombosis in PV, ET and PMF
patients. In our study, we emphasized the influence of presence of cardiovascular risk factors as
well as importance of their number in Ph(-) MPN patients. As far as we know, this is the first study
that investigated influence of several HPA, P-SEL and P-SGL1 polymorphisms in these patients,
and we discovered that HPA-2, HPA-5 and P-SEL S290N increased risk for thrombosis
development. Also, we showed that the same parameters do not contribute to arterial and venous
thrombosis development and that they should be investigated separately. This study should deepen
our knowledge of the thrombosis etiology in Ph(-) MPN patients and show the importance of
several new risk factors whose influence should be confirmed in a prospective study with a larger
cohort of Ph(-) MPN patients.

Keywords: Ph(-) MPN, thrombosis, blood counts, polymorphisms, P-SEL, PSGL-1, HPA, FV
Leiden, FII G20210A, V617F mutation
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1. UvOD

1.1. Mijeloproliferativni zlo¢udni tumori

Pocetkom dvadesetog stoljeca znanstvenici su prou¢avanjem anamneza bolesnika te post
mortem biopsijom organa i kosti pretpostavili da su policitemija vera, megakariocitna leukemija i
mijelosarkoza s leuko-eritroblastnom anemijom skupine bolesti koje su usko povezane te nastaju
zbog istog stimulansa. Zakljucili su da su sve stanice koje sudjeluju u nastanku ovih bolesti poput
osteoblasta, fibroblasta i megakariocita nastale iz iste primitivne stanice ¢ija promjena bi mogla
uzrokovati navedene bolesti (1).

Do sli¢nog zaklju¢ka 1951. godine doSao je i americ¢ki klinicki hematolog William
Dameshek smatrajuci da ove bolesti nastaju zbog proliferacije stanica koStane srzi, Uz pretpostavku
da bi zajednicki stimulans za njihov nastanak mogao biti neki hormon. Dameshek je u svom radu
po prvi puta uveo novi zajednicki naziv za kroni¢nu mijeloi¢nu leukemiju, policitemiju veru,
esencijalnu trombocitozu i primarnu mijelofibrozu, nazvavsi ih mijeloproliferativni poremecaji (2).

Slu¢ajno, kako to obi¢no i biva s velikim znanstvenim otkri¢ima, 1960. godine biolog Peter
Nowell istrazujuci diferencijaciju tumorskih stanica otkrio je da ispiranje stanica hipotoni¢nom
otopinom vode prije bojanja Giemsom dovodi do vizualizacije metafaznih kromosoma. To otkrice
podijelio je s doktorandom Davidom Hungerfordom koji je radio doktorsko istraZivanje na temu
ljudskih kromosoma. Njih dvojica primjetila su da muski bolesnici oboljeli od kroni¢ne mijeloi¢ne
leukemije (KML) imaju izmedu ostalih kromosoma i jedan mali kromosom za kojeg su u pocetku
pretpostavili da je dio muskog kromosoma Y. Medutim, isti kKromosom su potom nasli i kod Zena
oboljelih od KML, sto je dovelo do zakljucka da je taj kromosom ipak obiljezje ove bolesti.
Novootkriveni kromosom nazvan je Phl kromosom prema americkom gradu Philadelphia u kojem
su ga znanstvenici prvi put opazili. Tim pronalaskom KML je postala prva tumorska bolest za koju
se zna da je uzrokovana genetickom promjenom (3).

Nakon toga bilo je potrebno gotovo pola stoljeca da znanstvenici otkriju koji geneticki
biljeg, osim Phl kromosoma u KML, uzrokuje klonalnu proliferaciju stanica mijeloidne loze u

mijeloproliferativnim zlo¢udnim tumorima.



1.2. Definicija i podjela

Mijeloproliferativni zlo¢udni tumori (MPN, engl. Myeloproliferative neoplasms) rijetka su
skupina hematoloskih bolesti koja se pojavljuje uglavnom u odrasloj populaciji. Pripadaju skupini
klonalnih hematopoetskih poremecaja nastalih zbog transformacije hematopoetske maticne
stanice. Tijek bolesti, prognoza bolesti te smrtnost ovisi 0 samom tipu bolesti te postojec¢im
komorbiditetima.

Prema Klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) iz 2016., MPN se dijele na
kroni¢nu mijeloi¢nu leukemiju (KML), kroni¢nu neutrofilnu leukemiju, policitemiju veru (PV),
primarnu mijelofibrozu u prefibrotickoj fazi (rana PMF) i primarnu mijelofibrozu u fibrotickoj fazi
(fibroticka PMF), esencijalnu trombocitozu (ET), kroni¢nu eozinofilnu leukemiju, neklasificirane
MPN te mastocitozu (4).

MPN se mogu podijeliti i na Ph1(+) pozitivne i Ph1(-) negativne zlo¢udne tumore. Phl(+)
zlo¢udni tumori podrazumijevaju prisutnost Philadelphia 1 kromosoma nastalog translokacijom
t(9;22)(q34.1;q11.2) koji nosi fuzijski gen BCR-ABL1. Ovaj gen kodira stvaranje fuzijskog
proteina BCR-ABL1 s konstitutivno aktivnom tirozin kinazom koja uzrokuje neprekidno stani¢no
signaliziranje te nekontroliranu proliferaciju mijeloidnih stanica tipi¢nu za kroni¢nu mijeloi¢nu
leukemiju (5, 6).

Ph(-) MPN se najcesce dijeli na tri razlicita tipa bolesti, policitemiju veru, esencijalnu
trombocitozu i primarnu mijelofibrozu (4, 7, 8). Karakteristika ove 3 bolesti je neosjetljivost
progenitorskih mati¢nih stanica na stani¢no signaliziranje pomocu citokina pri ¢emu dolazi do

konstantne aktivacije signalnih puteva §to dovodi do pretjeranog stvaranja stanica hematopoeze

9).

1.3. Molekularna podloga Ph(-) MPN

U ovoj skupini bolesti otkrivena su 3 gena s naj¢e$¢im pogonskim mutacijama koje su
uglavnom medusobno iskljuéive. To su mutacija V617F u genu JAK2 (engl. Janus kinase 2) u
eksonu 14 i mutacije gena JAK2 u eksonu 12, mutacije gena CALR (engl. calreticulin) i mutacije

gena MPL (engl. myeloproliferative leukemia virus).



1.3.1. Gen JAK2

Gen JAK2 pripada obitelji gena JAK u kojoj se nalaze i geni Janus kinase 1, Janus kinase 3
I Tyrosine kinase 2. U zdravih ljudi protein JAK2 koji nastaje iz gena JAK2 djeluje kao tirozin
kinaza udruzena s receptorima koji nemaju samostalnu kinaznu aktivnost poput receptora za
eritropoetin, trombopoetin i receptora za faktor rasta granulocitnih kolonija. Vezanje citokina,
hormona i faktora rasta na takve receptore dovodi do multimerizacije dijelova receptora s
citoplazmatskim domenama koje su povezane s proteinom JAK2. Ta konformacijska promjena
dovodi do autofosforilacije i aktivacije proteina JAK2, koji posljedi¢no prenosi fosfatnu skupinu
na protein STAT (engl. Signal transducer and activator of transcription) i uzrokuje njegovu
dimerizaciju i aktivaciju. Aktivirani STAT potom ulazi u jezgru stanice i djeluje kao aktivator
transkripcije ciljnih gena ¢ime se regulira njihova ekpresija (8, 10, 11).

Protein JAK2 sastoji se od 7 homolognih domena naziva JAK homologne (JH) domene
nazvanih brojevima od 1 do 7. Na kraju domene JH1 nalazi se karboksilna skupina potrebna za
regulaciju stani¢nog signaliziranja a na kraju domene JH7 vezana je amino skupina bitna za
stabilizaciju receptora JAK2 i vezanje citokina (Slika 1.). Svaka od domena ima svoju ulogu.
Domena JH1 ima kinaznu aktivnost dok domena JH2 ima pseudokinaznu aktivnost. Strukturna
razlika u ove dvije domene je u slijedu aminokiselina potrebnih za kataliti€¢ku aktivnost domene
pri ¢emu domena JH2 ne moze prenositi fosfatnu skupinu zbog Cega je kataliticki neaktivna.

Glavna uloga domene JH2 je inhibicija domene JH1 dok ne postoji aktivacija citokinima.
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Slika 1. Struktura proteina JAK2 i mjesto gdje nastaje mutacija V617F (modificirano prema 10).



1.3.2. Mutacije gena JAK2

1.3.2.1. Mutacija V617F u genu JAK2

Prva pogonska mutacija otkrivena u ovoj skupini bolesti bila je mutacija V617F u genu
JAK2. To je ujedno i najées¢a mutacija u bolesnika sa Ph(-) MPN.

Iste, 2005. godine, otkrile su je Cetiri neovisne istrazivacke skupine, ¢ime je prvi put
otkriven molekularni biljeg kao obiljezje ovih bolesti (7, 9, 12, 13). To je bilo vazno saznanje jer
je ova mutacija nadena u 95 % bolesnika s PV, te 50-60 % bolesnika s ET i PMF ¢ime je ujedno

bilo potvrdeno da su ove bolesti zaista klonalnog podrijetla (7, 8).

Mutacija V617F u genu JAK2 je steCena toCkasta mutacija zamjene gvanina timinom na
polozaju 1849. u eksonu 14 koja dovodi do zamjene aminokiseline valin u fenilalanin na polozaju
617 u pseudokinaznoj domeni JH2 proteina JAK2. Ta zamjena uzrokuje destabilizaciju proteinske
strukture te sprje¢ava inhibitornu ulogu domene JH2 i dovodi do konstantne i o citokinima neovisne
aktivacije kinazne domene JH1. Posljedi¢no tome aktiviraju se signalni putevi JAK-STAT,
fosfatidil inozitol 3 kinaza (engl. phosphatidyl inositol 3 kinase, PI13K), onkogena obitelj RAS i
mitogenom aktivirana protein kinaza (engl. mitogen activated protein kinase, MAPK) sto u

konacnici dovodi do proliferacije mijeloidnih stanica (8, 10) (Slika 2.).
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Slika 2. Funkcija proteina JAK2 bez mutacije i s mutacijom V617F (A) Receptor za eritropoetin
(EPOR) u odsustvu svog liganda veze JAK2 u obliku neaktivnog dimera (B) vezanje eritropoetina
za receptor uzrokuje konformacijsku promjenu receptora sto dovodi do fosfosforilizacije proteina



JAK2 1 citoplazmatskog dijela EPOR. Time zapocinje stani¢no signaliziranje posredovano
proteinom JAK2, prijenosnikom signala i aktivatorom transkripcije (STAT), PI3K te proteinima
RAS i MAPK. (C) U stanicama koje nose mutaciju V617F, prijenos signala je konstantno prisutan,
unato¢ tome §to nema eritropoetina (modificirano prema 8).

1.3.2.2.  Opterecenje mutiranim alelom V617F u genu JAK2

Svaka hematopoetska stanica s jezgrom ima dva alela gena JAK2. Ako ste¢ena mutacija
V617F nastane samo na jednom alelu, takva vrsta stanice je heterozigotna za mutaciju V617F. S
obzirom na to da ova mutacija nastaje naj¢esce na razini progenitorske usmjerene mati¢ne stanice
koja se dijeli mitotickom rekombinacijom, za ocekivati je, nakon duzeg vremena, da ¢e vecina
mijeloidnih stanica zahva¢enih mutacijom ste¢i mutaciju V617F i na drugom alelu. Takva stanica
s oba mutirana alela je homozigotna za mutaciju V617F (8,14) (Slika 3.).

Otprilike 30 % bolesnika s PV i PM te 2-4 % bolesnika s ET ima ovu mutaciju u
homozigotnom obliku §to znaci da vise od 50 % njihovih granulocita nose mutaciju V617F (15).

Obzirom na to da je istrazivanjem potvrdeno da se iz populacije granulocita dobivaju
najto¢niji rezultati optereenja mutiranim alelom V617F, kako prilikom dijagnoze tako i nakon
terapije bolesnika, pozeljno je kvantificirati mutaciju V617F u uzorku s izdvojenom granulocitnom
DNA (16).

Smatra se da $to je vece opterecenje mutiranim alelom to su jace aktivirani stani¢ni signalni
putevi $to utjee na hematoloSke parametre, tijek bolesti te incidenciju trombotickih dogadaja (17—
19).

Istrazivanja koja su obuhvatila veci broj V617F pozitivnih ET bolesnika dobila su medijan
opterecenja mutiranim alelom V617F od 19,9 -23 % uz interkvartilni raspon od 8,2-38,8 % te
najnize i najvise optereCenje mutiranim alelom od 1-94 % (20, 21). U PV bolesnika prosje¢no
optereCenje iznosi 46 % uz raspon najnize i najvise vrijednost 1-100 % (21, 22) dok u PMF
bolesnika, ovisno o istrazivanju, medijan opterecenja iznosi 29-48,8 % uz raspon najvise i najnize

vrijednosti 1-100 % (23, 24).
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Slika 3. Razvijanje homozigotnog oblika mutacije V617F u genu JAK2. Divlji tip gena JAK2 nalazi
sena 9. kromosomu. Prvi korak je nastajanje steCene tockaste mutacije V617F u jednom alelu, time
nastaje heterozigotni oblik kromosoma. Tijekom vremena mitotiCkom rekombinacijom stanica
koje nose jedan alel V617F moZe nastati mutacija i na drugom alelu pri ¢emu je nastali kromosom
homozigot za mutaciju V617F (modificirano prema 8).

1.3.2.3. Mutacije u eksonu 12 gena JAK2

Ove mutacije javljaju se u 3 % PV bolesnika negativnih na mutaciju V617F. Mutacije se
nalaze u blizini pseudokinazne domene gena JAK2. One mogu biti rezultat supstitucije, delecije ili
duplikacije nukleotida. Ovisno o tome koji nukleotid je zahvacen mogu uzrokovati i zamjenu
aminokiselina u proteinu. Djeluju na nacin da ometaju veze izmedu preudokinazne JH2 i kinazne
domene JH1 u proteinu $to dovodi do konstantne aktivacije kinazne domene JH1, medutim ove

mutacije uzrokuju proliferaciju samo eritroidne loze (25-27).

1.3.3. Ostale mutacije karakteristi¢ne za Ph(-) MPN

Kao molekularni biljeg Ph(-) MPN bolesnika negativnih na mutaciju u genu JAK2 javljaju
se mutacije u genu MPL. Taj gen kodira trombopoetinski receptor, a 2006. godine su u genu
pronadene tockaste mutacije U bolesnika s esencijalnom trombocitozom i primarnom
mijelofibrozom (28, 29). Sljedece vazno otkrice bilo je tek 2013. godine kad su pronadene mutacije
u eksonu 9 gena CALR koje se javljaju u bolesnika s esencijalnom trombocitozom i primarnom
mijelofibrozom koji nemaju mutaciju V617F u genu JAK2 ili mutaciju gena MPL. One mogu biti

insercije, delecije ili kombinacije insercija i delecija (30-32).



1.4. Esencijalna trombocitoza

Ovo je najdobroc¢udnija bolest u skupini Ph(-) MPN koju karakterizira poviseni broj
trombocita u perifernoj krvi. Pojavnost u Europljana iznosi od 0,38-1,70 bolesnika na 100 000 ljudi
godisnje. Naj¢esca zivotna dob pri postavljanju dijagnoze je izmedu 64-73 godina, te je bolest nesto
¢esc¢a u zena (0,6-2,0 bolesnica u odnosu na 0,4-2,0 bolesnika na 100 000 ljudi) (33).

Mutacija V617F u genu JAK2 prisutna je u 55 % bolesnika dok 15-24 % bolesnika ima
mutaciju gena CALR te 3 % bolesnika mutaciju gena MPL (34).

Ocekivano prezivljenje nakon 5 godina u europskoj populaciji iznosi oko 90 % (20, 35).
Istrazivanja pokazuju da postoji znacajna razlika u duzini prezivljenja ovisno o tome je li bolesnik
pri postavljanju dijagnoze stariji ili mladi od 60 godina. Unato¢ relativno dugom prezivljenju nakon
dijagnoze, ovi bolesnici ipak krace zive u odnosu na zdravu populaciju iste dobi. Oko 9 % bolesnika
s vremenom razviju mijelofibrozu. U 3,8 % ET bolesnika dolazi do transformacije bolesti u akutnu
leukemiju (36).

Prema SZO kriteriji za postavljanje dijagnoze esencijalne trombocitoze dijele se na na
glavne i sporedne kriterije (Tablica 1.), pri ¢emu je potrebno zadovoljiti Cetiri glavna kriterija ili tri

glavna i jedan sporedni kriterij (4):

Tablica 1. Dijagnosticki kriteriji za ET prema SZO (prema literaturi 4).

Glavni kriteriji
e Broj trombocita u perifernoj krvi > 450 x 10%/L
e Biopsija kostane srzi prikazuje proliferaciju uglavnom megakariocitne loze pri ¢emu su
megakariociti veci, zreli s hiperlobuliranom jezgrom. Nije prisutan znacajan porast ili
,pomak ulijevo” neutrofilne granulopoeze ili eritropoeze te je vrlo rijetko prisutno
povecano stvaranje retikulinskih vlakana (faza 1)
e Ne postoje kriteriji SZO za prisutnost gena BCR-ABL1, KML, PV, PMF,
mijelodisplasti¢nog sindroma ili drugog mijeloidnog zlo¢udnog tumora
e Dokazana prisutnost mutacije u genu JAK2, CALR ili MPL
Sporedni Kriteriji
e Postojanje jednog od klonalnih biljega ili nedostatak dokaza o reaktivnoj trombocitozi




1.4.1. Tromboza u bolesnika s esencijalnom trombocitozom

Najcesc¢e komplikacije ove bolesti su tromboze koje se dogadaju u 17-33 % bolesnika
ovisno o njihovom JAK2 statusu (je li mutiran ili ne) (37). S obzirom na to saznanje javila se
potreba za prognostickim bodovanjem koje predvida nastanak tromboze. Prema modelu nazvanom
IPSET- tromboza u ET (engl. International Prognostic Score of Thrombosis in World Health
Organization - essential thrombocythemia) bolesnici su podijeljeni u kategoriju niskog, srednjeg i

visokog rizika za nastanak tromboze (Tablica 2.) (38).

Tablica 2. IPSET model za bodovanje nastanka tromboze (prema literaturi 38).

Rizi¢ni faktor Omijer rizika Bodovi
Dob > 60 godina 1,50 1
Kardiovaskularni rizi¢ni faktor 1,56 1
Prethodna tromboza 1,93 2
Mutacija V617F u genu JAK2 2,01 2

Bolesnici koji imaju zbroj bodova 0 - 1 imaju nizak rizik za nastanak tromboze, zbroj
bodova 2 nosi srednji rizik, dok bolesnici sa zbrojem bodova > 3 imaju visok rizik za nastanak
tromboze.

Osim ovog prognosti¢kog modela, koji je revidiran 2015. godine pri ¢emu su KV rizi¢ni
faktori iskljuceni iz bodovanja rizika te je ukljucena dodatna kategorija vrlo niskog rizika (39),
2019. su izasli najnoviji podaci o dijagnosticiranju te praéenju i stratifikaciji rizika koji bolesnike
s ET dijele u 4 rizi¢ne kategorije za nastanak tromboze. Bolesnici vrlo niskog rizika (mladi od 60
godina, bez prethodne tromboze i bez prisutnosti mutacije V617F), niskog rizika (isti uvjeti kao i
kod vrlo niskog rizika uz pozitivhu mutaciju V617F), srednjeg rizika (stariji od 60 godina, bez
prethodne tromboze i bez prisutnosti mutacije V617F) i visokog rizika (stariji od 60 godina i
pozitivna mutacija V617F ili prethodna tromboza) (40).

Analiziraju¢i vrijeme nastanka tromboze dosadas$nja istrazivanja uglavnom pokazuju da se
tromboze najceS¢e dogadaju prilikom dijagnosticiranja bolesti ili nekoliko godina prije
postavljanja dijagnoze. U dvije tre¢ine ET bolesnika nastaju arterijske tromboze poput ishemijskog
mozdanog udara (IMU), sréanog udara (IM) ili periferne arterijske tromboze dok su najéesci venski
dogadaji duboka venska tromboza (DVT), plu¢na embolija (PE), mozdana i abdominalna venska

tromboza te povrsinski tromboflebitis (20, 41).



1.5. Policitemija vera

Karakteristike ovog Ph(-) MPN-a povisene su vrijednosti hematokrita i koncentracije
hemoglobina u perifernoj krvi. Osim toga, ponekad je prisutna leukocitoza i/ili trombocitoza.
Gotovo svi bolesnici imaju mutacije u genu JAK2. Vise od 95 % bolesnika ima prisutnu mutaciju
V617F u eksonu 14, dok 3 % bolesnika ima pozitivnhu neku od mutacija u eksonu 12 gena JAK2
27).

Pojavnost ove bolesti na podru¢ju Europe iznosi izmedu 0,7-2,6 bolesnika na 100 000 ljudi
godi$nje. Malo ¢esce se pojavljuje u muskaraca (0,5-3,0 bolesnika na 100 000 ljudi godisnje) u
odnosu na Zene (0,3-2,8 bolesnica na 100 000 ljudi godisnje). Bolesnici naj¢esc¢e imaju izmedu 65-
74 godina zivota prilikom postavljanja dijagnoze (33).

Ocekivano prezivljenje nakon 5 godina u europskoj populaciji iznosi 84,8 % (35).
Prezivljenje ovisi o velikom broju faktora a jedan od glavnih je dob prilikom postavljanja
dijagnoze, pri ¢emu bolesnici stariji od 60 godina imaju znacajno krace prezivljenje. Poznato je da
se bolest s vremenom transformira u mijelofibrozu 12,5-21 % bolesnika ili akutnu lekemiju u
6,8 % bolesnika (36).

Kriteriji prema SZO za postavljanje dijagnoze policitemije vere dijele se na glavne i
sporedne kriterije, pri ¢emu je potrebno zadovoljiti sva tri glavna kriterija ili prva dva glavna i

jedan sporedni kriterij (Tablica 3.) (4).

Tablica 3. Dijagnosticki kriteriji za PV prema SZO (prema literaturi 4).

Glavni Kkriteriji
e Koncentracija hemoglobina u perifernoj krvi u muskaraca > 165 g/L; u Zena > 160 g/L
ili hematokrit u perifernoj krvi > 0,49 L/L u muskaraca; u Zena > 0,48 L/L
ili pove¢ana masa eritrocita (viSe od 25 % od normalne predvidene srednje vrijednosti)
e Biopsija kostane srzi pokazuje hiperstani¢nost u odnosu na dob sa rastom sve 3 loze
mijelopoeze (panmijeloza) ukljucujuci znacajnu proliferaciju eritroidne, granulocitne 1
megakariocitne loze sa prisutnoSéu pleomorfnih zrelih megakariocita (razli¢itih po
velicini)
e Dokazana prisutnost mutacije V617F u genu JAK? ili mutacija u eksonu 12 gena JAK?2
Sporedni Kriteriji
e Koncentracija eritropoetina u serumu ispod referentnog intervala




1.5.1. Tromboza u bolesnika s policitemijom verom

U ovoj skupini MPN bolesnika najveca je ucestalost tromboze. Prema dosad objavljenim
studijama tromboza nastaje u 23-41 % bolesnika. Velika multicentri¢na studija radena na 1638 PV
bolesnika iz 2005. godine prepoznala je dob > 65 godina i pojavu prethodne tromboze kao
najbitnije rizicne faktore za nastanak ponavljajuée tromboze (42). Najnoviji podaci o0
dijagnosticiranju te pra¢enju i stratifikaciji rizika za nastanak tromboze iz 2019. godine ukazuju da
se bolesnici prema godinama i prethodnoj trombozi dijele na visokorizi¢ne ( > 60 godina pri
dijagnozi ili prethodna tromboza) te niskog rizika ( < 60 godina i bez prethodne tromboze) (40).

Tromboza najéeSée nastaje u trenutku dijagnosticiranja bolesti ili prije postavljanja
dijagnoze dok u manjem broju bolesnika nastaje tijekom pracenja bolesti uz pretpostavku da je to
rezultat terapije bolesnika. Postoje opreéni rezultati o ucestalosti arterijskih u odnosu na venske
tromboze, pri ¢emu su neki autori tijekom pracenja bolesti zabiljezili podjednaku ucestalost
arterijskih i1 venskih dogadaja (42) za razliku od istrazivanja u kojem su se ¢eSée pojavljivale
arterijske u odnosu na venske tromboze (43). Kao najc¢es¢i arterijski tromboticki dogadaji javljaju
se prolazni ishemijski napadaj (engl. transitory ishemic attack, TIA), IM, IMU te periferna

arterijska tromboza. Od venskih tromboza najc¢esce su povrsinski tromboflebitis i DVT (42, 43).

1.6. Primarna mijelofibroza

Primarna mijelofibroza rijedak je i agresivan oblik Ph(-) MPN koji se odvija u dvije faze.
Prva je prefibroticka ili stani¢na faza, a druga je faza razvijenog oblika PMF. Pojavljuje se u 0,3
bolesnika na 100 000 ljudi godisnje. Ce$é¢a je u muskaraca 0,32-0,90 u odnosu na Zene 0,20-0,70
na 100 000 ljudi godisnje (33). Od molekularnih biljega, 60 % bolesnika ima mutaciju V617F u
genu JAK2, 22 % bolesnika ima mutaciju u genu CALR, dok je oko 6 % bolesnika pozitivno na
mutaciju u genu MPL (36).

Bolesnici u prosjeku imaju izmedu 69-76 godina Zivota prilikom postavljanja dijagnoze
(33). Ovaj Ph(-) MPN prati najkrace prezivljenje. Ocekivano prezivljenje nakon 5 godina dozivi
39,0 % bolesnika (44). Prezivljenje izmedu ostalih faktora ovisi i 0 dobi bolesnika pri postavljanju

dijagnoze pri cemu stariji od 60 godina zive krace.
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Bolest se s vremenom u 14,2 % bolesnika transformira u akutnu leukemiju. Istrazivanja
pokazuju da na duljinu prezivljenja utjece i prisutnost pogonskih mutacija, tako da bolesnici koji
su trostruko negativni (12 % bolesnika koji nisu pozitivni na mutacije u genima JAK2, MPL ili
CALR) zive znatno krace u odnosu na ostale (36).

Kriteriji prema SZO za postavljanje dijagnoze prefibroticke (stani¢ne) faze primarne
mijelofibroze dijele se na glavne i sporedne kriterije, pri ¢emu je potrebno zadovoljiti sva tri glavna

kriterija i barem jedan sporedni kriterij (Tablica 4.) (4).

Tablica 4. Dijagnosticki kriteriji za prefibroti¢ku fazu PMF (prema literaturi 4).

Glavni Kkriteriji
e Proliferacija i atipija megakariocita, bez retikulinske fibroze > stupanj 1, pracena
porastom celularnosti koStane srzi, proliferacijom granulocita i Cesto Smanjenom
eritropoezom
e Ne postoje SZO kriteriji za ET, PV, prisutnost gena BCR-ABL1, KML,
mijelodisplasti¢nog sindroma ili drugog mijeloidnog zlo¢udnog tumora
e Dokazana prisutnost mutacije u genu JAK2, CALR ili MPL ili u nedostatku ovih mutacija,
dokazana prisutnost nekog drugog klonalnog biljega ili ne postojanje reaktivne
retikulinske fibroze kostane srzi
Sporedni kriteriji
Potrebno je potvrditi barem jedan od sljedecih kriterija u 2 uzastopna ispitivanja:
Anemija koja nije uzrokovana komorbiditetom
Leukocitoza u perifernoj krvi > 11 x 10%/L
Palpatorna splenomegalija
Koncentracija LDH u serumu visa od gornje granice referentnog intervala

Kriteriji prema SZO za postavljanje dijagnoze razvijene primarne mijelofibroze dijele se
na glavne 1 sporedne kriterije, pri Cemu je potrebno zadovoljiti sva tri velika glavna 1 barem jedan

sporedni Kriterij (Tablica 5.) (4).
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Tablica 5. Dijagnosti¢ki kriteriji za razvijenu PMF (prema literaturi 4).

Glavni kriteriji
e Postojanje proliferacije i atipije megakariocita prac¢enih retikulinskom ili kolagenskom
fibrozom stupnja 2 ili 3
e Ne postoje SZO kriteriji za ET, PV, prisutnost gena BCR-ABL1, KML,
mijelodisplasticnog sindroma ili drugog mijeloidnog zlo¢udnog tumora
e Dokazana prisutnost mutacije u genu JAK2, CALR ili MPL ili u nedostatku ovih mutacija,
dokazana prisutnost nekog drugog klonalnog biljega ili ne postojanje reaktivne
retikulinske fibroze kostane srzi
Sporedni kriteriji
Potrebno je potvrditi barem jedan od sljedecih kriterija u 2 uzastopna ispitivanja:
e Anemija Koja nije uzrokovana komorbiditetom
e Leukocitoza u perifernoj krvi > 11 x 10%/L
e Palpatorna splenomegalija
e Koncentracija LDH u serumu visa od gornje granice referentnog intervala
e Leukoeritroblastoza

1.6.1. Tromboza u bolesnika s primarnom mijelofibrozom

S obzirom na to da postoji visoka smrtnost u ovih bolesnika, ve¢ina prognostickih modela
napravljenih za PMF bolesnike bavi se samo predvidanjem duljine njihovog prezivljenja a ne i
rizi¢nim faktorima za nastanak tromboze, $to potvrduju i najnoviji podaci o dijagnosticiranju te
pracenju i stratifikaciji rizika ovih bolesnika iz 2019. godine (45).

Informacije o ucestalosti tromboze u ovih bolesnika nisu ujednacene jer ovise 0 samom
konceptu istraZivanja te jesu li ukljuceni svi bolesnici s PMF ili postoji podjela na prefibrotic¢ku i
razvijenu fazu PMF. Studija s bolesnicima u prefibrotickoj fazi u kojoj su biljezeni tromboticki
dogadaji prije i tijekom postavljanja dijagnoze te tijekom pracenja bolesti pokazala je da je
trombozu prije i tijekom postavljanja dijagnoze dozivjelo 21,9 % bolesnika dok je prilikom
pracenja bolesti tromboza nastupila u 20,8 % bolesnika (46). Dvostruko manju pojavu tromboze
zabiljezila je studija koja je ukljucila samo bolesnike s razvijenom fazom PMF u Kkojoj je pri
dijagnozi ili neposredno prije dijagnoze trombozu dozivjelo 11,6 % bolesnika (47).

Neki istrazivaci biljezili su samo tromboticke dogadaje tijekom pracenja bolesti neovisno
o0 fazi PMF-a. Tako su Barbui i sur. zabiljezili trombozu u samo 7,2 % bolesnika. I sami istrazivaci

procijenili su da je taj postotak tromboza premali zbog velike smrtnosti njihovih bolesnika prilikom
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transformacije u akutnu leukemiju, infekcija te komplikacija nakon transplantacije mati¢nih stanica
(48). Takoder, ovisno o fazi bolesti, razlikovali su se rezultati o vrstama tromboza. U istrazivanju
u koje su bili ukljuceni bolesnici u prefibrotickoj fazi PMF, arterijske tromboze nastale su se u
dvije tre¢ine bolesnika (46), dok istrazivanje na 707 PMF bolesnika, koji nisu bili podijeljeni u faze
bolesti, biljezi podjednaku ucestalost arterijske i venske tromboze (48). NajceSée zabiljezene
arterijske tromboze su IMU, TIA, periferna arterijska bolest dok su najées¢i venski dogadaj DVT,
PE, tromboza portalne vene, tromboza cerebralne vene i Budd-Chiari sindrom (47, 48).

1.7. Rizi¢ni faktori za nastanak tromboze u opéoj populaciji

Povijesno gledano arterijska i venska tromboza bila su dva odvojena stanja koja su imala
zasebne rizi¢ne faktore, patogenezu te nacin lije¢enja. Novije epidemioloske studije ukazale su da
postoje poveznice izmedu arterijske tromboze i venske tromboembolije. Iako postoje zasebni
uzro¢nici ovih dviju vrsta tromboza, zajedni¢ki riziéni faktori vjerojatno imaju najvecu ulogu u
njihovom nastanku. Ovdje su navedeni naj¢es¢i riziéni faktori za nastanak arterijske i venske

tromboze kao i rizi¢ni faktori koji su zajednicki uzroci obje vrste tromboza (Slika 4.) (49, 50).

Dbje vrste tromboze
Venske tromboze

Arterijske dob
tromboze debljina traume 1li prijelomi
hiperlipidemija secerna bolest operacija
hipertenzija oralni kontraceptivi 1l
e hormonalna terapija
pusenje T
FV Leiden mutacija trudnoca 1 babinje
FII G20210A prethodna '» enskg tromboza
manjak antitrombina m‘f°‘ -an_.w
metabolicki sindrom

manjak proteina C

‘manjak proteina zagadenje zraka

Slika 4. Najces¢i rizi¢ni faktori za nastanak arterijske, venske tromboze i obje vrste tromboza
(prema 49, 50)

13



1.8. Patogeneza arterijske tromboze

Glavni okida¢ za nastanak arterijske tromboze je ozljeda endotela krvne Zile uzrokovana
mehanickim oSte¢enjem ili puknuéem ateroskleroticnog plaka. OSteéenje krvne zile izlaze
subendotelni izvanstani¢ni matriks (engl. extracellular matrix, ECM) i potice brzo okupljanje
trombocita i njihovu aktivaciju.Von Willebrandov faktor (VWEF) i trombocitni GP receptor Ib-1X-
V imaju Kljuénu ulogu u vezanju trombocita na mjesto oste¢enja gdje VWF vezan za kolagen
djeluje kao most izmedu kolagenskih vlakana i trombocita. Nakon aktivacije trombocita, i izrazaja
koagulacijskih faktora VII i XI, fibrinogen se uz pomo¢ stvorenog trombina pretvara u fibrin,

umrezuje se pomocu aktiviranog faktora XIII i nastaje ¢vrsti fibrinski ugrusak (Slika 5.) (51).

Tromkee GPlibilla (receptor

za fibrinogen)

GPIb-IX-V \ —‘a,
N GPla/lla \ Kaskadni sustav zgrusavanja
o Oslobadanije fibrinopeptida g‘ Elg Fbr;sall((l
- " L
°e ')” ¢ 0 o :»,:Zg’ﬁ,
»‘ °® %?, 2 A:__mbinsko Fxllla\ )' g bk é

cijepanje umrezivanje />
il

. ’
- o ® Sw A o (r\ v{;
N Vowow R owl e xz‘i :
A
4

Kolagen - ECM

Slika 5. Patogeneza arterijske tromboze (modificirano prema 51). Interakcijom receptora GPIb-
IX-V na trombocitima i VWF nastaju nakupine trombocita. Receptori za kolagen GPVI i GPla/lla
na povrsini trombocita dovode do ¢vrste adhezije za fibrilarni kolagen. Adenozin difosfat (ADP)
dalje potice trombocite na promjenu oblika kako bi otpustili sadrzaj svojih granula (tromboksan
A2) koji omogucuje vezanje fibrinogena i stvaranje nakupina trombocita u primarnom
hemostatskom c¢epu. Trombinsko cijepanje i umrezivanje fibrinskih vlakana posredovano
koagulacijskim faktorom XIII stvara ¢vrsti fibrinski ugrusak.
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1.9. Patogeneza venske tromboze

Venska tromboza stvara se na povr$ini intaktnog endotela, pod niskim pritiskom protoka
krvi prilikom hipoksije ili upalnog faktora koji dovodi do izrazaja adhezijskih receptora na povrsini
endotela. Ti receptori poticu vezanje cirkulirajucih leukocita i mikrocestica. Aktivirani leukociti
na svojoj povrsini izrazavaju tkivni faktor (TF), snazan protromboticki faktor, koji djeluje kao

okida¢ za nastanak tromboze (Slika 6.) (51).

Leukocit

\ Eritrocit Fibrinski
. e 1\ ugrusak
" e o @ gix
3 L ligand-1 y
). § it 4: Y ﬂ.
< A
A Kaskadni sustav "&_‘% ~)

Trombocit

zgrusavanja

. YW
E-selektin
P-selektin

Aktivacija endotelnih Vezanje leukocita, Izrazavanje TF na Stvaranje ugruska
stanica tromobocita i aktiviranim leukocitima bogatog fibrinom
mikroéestica

Slika 6. Patogeneza venske tromboze (modificirano prema 51). Ostecenje endotelnih stanica
uzorkovano hipoksijom ili upalnim procesima uzrokuje izrazaj P-selektina, E-selektina i VWF.
Cirkuliraju¢i leukociti, trombociti i mikrocestice koje nose TF vezu se na aktivirani endotel. IzrazZaj
TF na aktiviranim leukocitima aktivira koagulacijsku kaskadu koja dovodi do stvaranja ugruska
bogatog fibrinom.

1.10. Etiologija tromboze u Ph(-) MPN

Etiologija tromboze u Ph(-) MPN je samo djelomi¢no poznata. Za neke faktore je veéina
istrazivanja dokazala da doprinose nastanku tromboze dok za neke postoje opre¢ni rezultati ili do
sada nisu uopée istrazivani u Ph(-) MPN (20, 46-48, 52-63).
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1.10.1. Faktori koji su u veéini istraZivanja povezani s rizikom za nastanak

arterijske i/ili venske tromboze

1.10.1.1. Dob bolesnika prilikom postavljanju dijagnoze

Stariji bolesnici imaju veci rizik za nastanak tromboze tako da je dob bolesnika uvrstena i
u prognosticki model za predvidanje rizika nastanka tromboze u bolesnika s ET. Vecina
dosadasnjih istraZzivanja pokazala su da dob > 60 godina povecava rizik za nastanak tromboze u
bolesnika s ET i PMF (20, 38, 48) ili doprinosi samo arterijskoj trombozi u ET bolesnika (41). Dob
> 65 godina doprinosi riziku za nastanak tromboze u PV bolesnika (41, 42).

Medutim, postoje i istrazivanja U kojima nema razlike izmedu mladih i starijih bolesnika te
rizika za nastanak tromboze (52, 64) kao i istrazivanja u grupi PV bolesnika u kojima mlada dob

vise doprinosi razvoju venske, a starija dob nastanku arterijske tromboze (52).

1.10.1.2. Leukocitoza

Nedavno objavljena meta-analiza potvrdila je povezanost leukocitoze i arterijske tromboze
u ET i PV bolesnika. Ista meta-analiza pokazala je da leukocitoza kod ET i PV bolesnika nije
povezana s nastankom venske tromboze (65). Analizom broja leukocita u bolesnika s
prefibrotickom fazom PMF takoder je nadena povezanost broja leukocita > 11,2 x10%L s
nastankom tromboze (podjelom na vrste tromboze nadena je povezanost samo s arterijskom
trombozom) (46). Isti autori ponovno su potvrdili u nedavno objavljenoj studiji da je leukocitoza
riziCan faktor za nastanak tromboze u prefibrotickoj fazi PMF (66). Drugacdije grani¢ne vrijednosti
za PMF bolesnike pokazala je studija Barbui i sur. pri ¢emu su za za broj leukocita > 15 x10%/L
pokazali da ne postoji povezanost s nastankom tromboze (uz P = 0,060) (48).

1.10.1.3. Prethodna tromboza

U PV bolesnika pokazano je da prethodna arterijska ili venska tromboza povecavaju rizik
za nastanak ponavljajuce arterijske ili venske tromboze (67). Rizik za nastanak ponavljajuce

tromboze povecan je i u ET bolesnika s prethodnom trombozom, pri ¢emu je prethodna tromboza
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uvrStena kao jedan od faktora u prognosti¢ki model predvidanja nastanka tromboze (38).

Postoje oprecni rezultati o utjecaju prethodne tromboze u PMF bolesnika na nastanak nove
tromboze. Autori Buxhofer-Ausch i sur., koji su ukljucili bolesnike s prefibrotickom fazom PMF
nisu na$li povezanost (46) za razliku od Elliott i sur., ¢iji rezultati potvrduju povezanost s

arterijskom i venskom trombozom u PMF bolesnika (53).

1.10.1.4. Prisutnost mutacije V617F u genu JAK2

Mnogobrojna istrazivanja pokazuju da prisutnost ove mutacije doprinosi nastanku
tromboze u bolesnika s ET, PV i PMF (38, 48, 68). Isto je potvrdila i meta-analiza radena na

uzorcima ET bolesnika (54).

1.10.2. Faktori koji jo$ nisu dovoljno istraZeni u etiologiji tromboze u Ph(-) MPN

1.10.2.1. Opterecenje mutiranim alelom V617F JAK2

Osim prisutnosti mutacije V617F u genu JAK2, bitna je i koli¢ina opterecenja mutiranim
alelom V617F. U skupini ET bolesnika pokazano je da je vrijednost mutiranog alela > 10 %
povezana s nastankom venske tromboze tijekom praéenja bolesti (69), dok je vrijednost > 50 %
mutiranog alela povezana s nastankom tromboze prilikom postavljanja dijagnoze (55).

Pokazano je da u PV bolesnika koji imaju vrijednosti mutiranog alela > 75 % postoji
povecan rizik za nastanak tromboze tijekom pracenja bolesti u odnosu na bolesnike koji imaju
optereCenje mutiranim alelom < 25 % (56), §to je opre¢no rezultatima studije koja nije pronasla
povezanost izmedu koli¢ine mutiranog alela i rizika za nastanak tromboze (55).

U jednom istrazivanju Ph(-) MPN bolesnika koli¢ina mutiranog alela > 20 % bila je
povezana s nastankom venske tromboze iako je vrijednost ovog rezultata upitna jer nije bilo podjele
na ET, PV i PMF bolesnike ¢ija brojnost nije bila jednako zastupljena (70).

Prema trenutno dostupnim podacima, jedino do sada objavljeno istrazivanje o povezanosti
tromboze 1 optere¢enja mutiranim alelom u PMF bolesnika je naSe istrazivanje koje je pokazalo da
su vrijednosti < 34,8 % povezane s nastankom arterijske tromboze a vrijednosti > 56,7 % s

nastankom venske tromboze (71).
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1.10.2.2. Trombociti

lako se prije 30-ak godina smatralo da je duga izloZenost trombocitozi u ET povezana s
veéim rizikom za nastanak tromboze (57) novija istrazivanja povezuju trombocitozu samo S
poveéanim rizikom za nastanak krvarenja (72, 73) zbog nastanka steCenog von Willebrandova
sindroma. Stovise, u jednom istrazivanju rezultati ukazuju na moguéu povezanost trombocitoze pri
dijagnozi i smanjenog rizika za nastanak tromboze (58).

U PV bolesnika nekoliko studija nisu nasle povezanost trombocitoze i poveéanog rizika za
trombozu (61,74), medutim postoji i istrazivanje koje povezuje trombocitozu s veéim rizikom za
trombozu ali i krvarenje (75).

Broj trombocita > 450 x10%L povezan je s nastankom tromboze u bolesnika s razvijenom
fazom PMF (47). U bolesnika s prefibrotickom fazom PMF pokazano je da broj trombocita < 870
x10°%L pri dijagnozi doprinosi nastanku arterijske i venske tromboze (46). U suprotnosti s ovim
rezultatima je istrazivanje U kojem nije nadena povezanost broja trombocita i nastanka tromboze
(48).

1.10.2.3. FV Leiden i mutacija FIl G20210A

Jos§ uvijek se postavlja pitanje je 1i FV Leiden i mutacija FI1 G20210A u bolesnika s Ph(-)
MPN dodatno doprinose nastanku tromboze. Upitno je i to je li prisutnost ovih mutacija povecava
rizik samo za vensku trombozu ili rizik povecan i za nastanak arterijske tromboze.

Studije radene na uzorcima PV i ET bolesnika pokazale su da u nositelja FV Leiden postoji
povezanost s arterijskim i venskim trombozama (59) te s nastankom ponavljajucih venskih
tromboza (76), a nadena je i povezanost mutacije FII G20210A s nastankom venske tromboze u
ET i PV (60). Postoje rezultati koji ukazuju na dodatno povecani rizik za trombozu u PV i ET
bolesnika ukoliko imaju mutaciju V617F i nositelji su nasljednih trombofilijskih faktora (68) sto
se slaze sa rezultatima jos jedne studije koja je ukljucivala samo ET bolesnike (77).

Medutim, postoje i posve oprecni rezultati poput istrazivanja Afshar-Kharghana i sur. u
kojem u PV i ET bolesnika nije nadena povezanost FV Leiden i mutacije FII G20210A s nastankom
arterijske i venske tromboze (63). Prema dosadasnjim saznanjima, povezanost FV Leiden i FlI
G20210A nije dosad objavljena za PMF bolesnike osim u naSem radu u kojem smo pokazali da ne

postoji povezanost sa nastankom tromboze (71).
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1.10.2.4. Hematokrit/koncentracija hemoglobina

Studija o povezanosti hematokrita s nastankom tromboze u PV bolesnika pokazala je da se
pri hematokritu nizem 0,45 L/L rjede pojavljuju tromboticki dogadaji (62) dok je studija Di Nisia
i sur. ustanovila da vrijednost hematokrita nije povezana s povecanim rizikom za trombozu (61).

U ET bolesnika koncentracija hemoglobina nije bila povezana s nastankom tromboze (72)
za razliku od bolesnika s razvijenom fazom PMF gdje je koncentracija hemoglobina > 110 g/L
doprinijela nastanku tromboze (47).

Drugadiji rezultati dobiveni su u bolesnika s prefibrotickom fazom PMF pri ¢emu je
koncentracija hemoglobina < 146 g/L pri dijagnozi bila povezana s nastankom venske tromboze
(46).

1.10.2.5. Prisutnost kardiovaskularnih rizi¢nih faktora

Prisutnost kardiovaskularnih rizi¢nih faktora povezana je s pojavom tromboze u ET (38) i
PV bolesnika (67). Prema nekim istrazivac¢ima, njihova prisutnost bila je povezana samo s
nastankom arterijske tromboze u ET bolesnika (78).

U grupi bolesnika s razvijenom fazom PMF pronadena je povezanost izmedu svih ispitanih
kardiovaskularnih rizi€nih faktora (hipertenzija, puSenje, hiperlipidemija 1 Secerna bolest) s
nastankom tromboze (47). No postoje i studije s opre¢nim rezultatima u kojima nije dokazana

povezanost tromboze i KV rizi¢nih faktora u PMF bolesnika (46,48).

1.10.2.6. Polimorfizmi ljudskih trombocitnih aloantigena

Ovi polimorfizmi nisu bili predmet velikog broja istrazivanja u Ph(-) MPN bolesnika. U
istrazivanju u kojem su bili ukljuc¢eni ET i PV bolesnici, pronadena je povezanost polimorfizma
Leu33Pro s nastankom arterijske tromboze, za razliku od polimorfizma Thrl45Met koji nije bio
povezan s nastankom tromboze (63). Oprecni rezultati dobiveni su u istrazivanju koje je ukljuc¢ivalo
ET, PV i PMF bolesnike pri ¢emu istrazivaci nisu nasli povezanost polimorfizma Leu33Pro s

nastankom tromboze (79).
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1.11. Patogeneza tromboze u Ph(-) MPN

Patogeneza tromboze u Ph(-) MPN izuzetno je sloZena. Protrombotickom miljeu doprinose
kvantitativno i kvalitativno promijenjeni eritrociti, leukociti i trombociti nastali iz klonalne
hematopoetske progenitorske stanice. Promijenjene stanice luce niz citokina 1 medijatora upale
¢ime se oSte¢uje endotel krvnih zila. Aktivirane endotelne stanice poprimaju prokoagulacijska
svojstva jer na svojoj povrsini luce adhezijske molekule §to dovodi do zaustavljanja leukocita i
trombocita na povrsini endotela (80). Aktivirani trombociti izrazavaju P-selektin i TF i otpustaju
mikrocestice. Promijenjena membrana trombocita uzrokuje konstantnu aktivaciju 1 oslobadanje a
granula. Poznato je da se aktivirani trombociti vezu za leukocite i aktiviraju endotelne stanice, a to
naposlijetku dovodi do aktivacije koagulacijske kaskade.

Osim toga, prisutnost mutacije V617F osim §to povecava broj trombocita, mijenja i njihovu
funkciju ¢ime oni poprimaju protromboticka svojstva. To je pokazano i u knock-in mi§jem modelu
s ET pri ¢emu prisutnost mutacije V617F uzrokuje promjene prilikom nastajanja trombocita iz
megakariocita. Promjene se ocituju kao povecana diferencijacija i migracijska sposobnost
trombocita, ali i stvaranje vise novih protrombocita. Takvi trombociti imaju protromboticki uc¢inak
i reaktivniji su na dodatak razli¢itih agonista za aktivaciju trombocita $to dovodi do poveéane
agregacije trombocita in vitro i kraceg vremena krvarenja in vivo (81).

Neutrofili u PV i ET bolesnika aktivirani su u odnosu na neutrofile zdravih osoba jer
izraZzavaju vise biljega CD11b 1 viSu koncentraciju elastaze i mijeloperoksidaze ¢ime utjeCu na
hemostazu. Oni otpustaju proteoliticke enzime i reaktivne kisikove spojeve $to moze aktivirati ili
oStetiti trombocite 1 endotelne stanice 1 umanyjiti funkciju nekih koagulacijskih proteina. Takoder,
trombociti adheriraju na leukocite i stvaraju cirkuliraju¢e nakupine leukociti - trombociti za koje
se smatra da imaju protromboti¢ki u¢inak (82).

Dodatno, abnormalnosti na eritrocitima koji ukljucuju i biokemijske promjene na membrani
1 njenom sadrZaju, mogu ometati protok krvi stvarajuéi eritrocitne agregate. Takvi agregati
omogucavaju interakciju trombocita 1 leukocita sa stijenkom krvne Zile §to u konacnici dovodi do
stvaranja ugruska (83).

Ova saznanja potkrepljuje i istrazivanje koje je ukazalo na povezanost poviSenih
koncentracija glavnog upalnog biljega visoko osjetljivog C-reaktivnog proteina s nastankom
tromboze u ET i PV bolesnika (84).
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Trombociti imaju vaznu ulogu u hemostazi, upalnom odgovoru, imunitetu te rastu i
metastaziranju tumora. Te sve funkcije posredovane su trombocitnim receptorima. Receptori na
povrsini trombocita aktiviraju druge trombocite ili djeluju kao adhezijske molekule koje vezu

oStecene endotelne stanice, druge trombocite i leukocite (85).

1.12. Uloga genetskih polimorfizama na nastanak tromboze

1.12.1. Ljudski trombocitni aloantigeni

Ljudski trombocitni aloantigeni (engl. human platelet alloantigens, HPA) su polimorfni
glikoproteini koje uglavnom nalazimo na povrsini trombocita. Prema HPA nomenklaturi, slijedom
njihovih otkric¢a, dodijeljeni su im redni brojevi od 1 do 5 te 15. Sustav HPA-1 -2 -3 -51i-15 je
bialelan i nasljeduje se autosomno kodominantno. Dogovoreno je da ¢e$¢éi antigen nosi naziv ,,a“
dok se manje ucestali naziva ,,b*“. Ukoliko je poznato samo jedno antitijelo na odredeni antigen on
uz redni broj nosi naziv ,,w* (86-88) (Tablica 6.).

Trenutno je poznato 35 ljudskih trombocitnih antigena koji su zabiljezeni u bazi
polimorfizama ljudskih trombocitnih antigena (89, 90) (Slika 7.). Svi polimorfizmi su rezultat
zamjene jednog nukleotida (engl. Single nucleotid polymorphism, SNP) koja rezultira zamjenom
aminokiseline u proteinu, osim kod HPA-14 koji nastaje zbog delecije 3 nukleotida u kodirajucoj
regiji (88, 90).

Svaki HPA zastupljen je na nekom od 6 trombocitnih glikoproteina GPIlIb, GPllla, GPla,
GPIba, GPIbB i CD109 (89). HPA-1 i HPA-4 nalaze se na GPIlla te su dio receptora za vitronektin,
HPA-2 na receptoru GPIba koji djeluje kao receptor za trombin, HPA-3 nalazi se na GPIIb koji je
dio receptora za fibrinogen, von Willebrandov faktor, fibronektin, vitronektin i trombospondin te
HPA-5 koji je dio GPla i ima funkciju receptora za kolagen i laminin. HPA-15 je iznimka jer je
preko glikozilfosfatidilinozitola vezan na CD109 koji djeluje kao dio receptora za transformirajuéi
faktor rasta .

Sustav HPA moze djelovati kao aloantigen i uzrokuje stvaranje antitijela na trombocite §to
se najceS¢e opaza u bolesnika koji Cesto primaju transfuzije te ponekad u trudnoci. Stvaranje

antitijela moze izazvati i znacajna klinicka stanja poput neonatalne aloimune trombocitopenije,
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poslije transfuzijske purpure, aloimune trombocitopenije vezane uz transplantaciju te refraktornu

transfuziju trombocita (91, 92).
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Slika 7. Ljudski trombocitni aloantigeni (prema 91).

1.12.1.1. Kompleks GPIIb/I1la

Glikoproteinski kompleks koji pripada porodici integrina sastavljen je od kovalentno
povezanih oup 1 B3 podjedinice. Na povrSini jednog trombocita ima oko 80 000 kopija ovog
receptorom. Aktivna forma ovog receptora ima vaznu ulogu u vezanju fibrinogena, vitronektina,
fibronektina i VWEF. Ukupno 20 od 35 HPA nalaze se na kompleksu GPIIb/Illa pri ¢emu su
najistrazivaniji HPA-1, HPA-3 i HPA-4. Prepoznat je znacaj ovog receptora u nastanku arterijske
tromboze te su razvijeni lijekovi koji djeluju kao GPIIb/Illa antagonisti koji smanjuju mortalitet i

morbiditet u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom (87, 88, 93).
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Tablica 6. Ljudski trombocitni aloantigeni (HPA) i njihovi polimorfizmi (prema 89, 90).

Sustav Aloantigen Alternativni naziv Glikoprotein Gen Kromosom Zamjena nukleotida Polimorfizam
a Al
HPA-1 Egﬁjig g’vvb: E,:Az GPllla ITGB3 17 176T>C Leu33Pro
b
HPA-2 Egﬁjg KOEOSiba GPlba GP1BA 17 482C>T Thr161Met
a a
HPA-3 Eﬁﬁjg BakBél'@ek GPIlb ITGA2B 17 2621T>G lle843Ser
b a
HPA-4 Eﬁﬁjg EE Eg;‘b GPllla ITGB3 17 506G>A Arg143GIn
b b
HPA-5 Eﬁﬁ:é’g Brsrz'asg,cha GPla ITGA2 5 1600G>A GIu505Lys
HPA-6bw Ca, TW® GPllla ITGB3 17 1544G>A Arg489Gin
HPA-7bw Mo? GPllla ITGB3 17 1297C>G Pro407Ala
HPA-8bw sr GPllla ITGB3 17 1984C>T Arg636Cys
HPA-Obw Max® GPIlb ITGA2B 17 2602G>A Valg37Met
HPAL0bw La® GPllla ITGB3 17 263G>A Arg62Gin
HPALLbw Gro? GPllla ITGB3 17 1976G>A Arg633His
HPAL2bw ly? GPIbB GP1BB 22 119G>A Gly15Glu
HPAL3bw Sit GPla ITGA2 5 2483C>T Thr799Met
HPAL4bw 0O¢? GPllla ITGB3 17 1909_1911delAAG Lys611 del
b
HPA-15 Egﬁ_igg gg‘\; CD109 CD109 6 2108C>A Ser682Tyr
HPA-16bw Duv? GPllla ITGB3 17 497C>T Thri40lle
HPA-17bw Va? GPllla ITGB3 17 662C>T Thr195Met
HPA-18bw Cab® GPla ITGA2 5 2235G>T GIn716His
HPA-19bw Sta GPllla ITGB3 17 487A>C Lys137GIn
HPA-20bw Kno GPIIb ITGA2B 17 1949C>T Thr619Met
HPA-21bw Nos GPllla ITGB3 17 1960G>A Glu628Lys
HPA-22bw Sey GPIIb ITGA2B 17 584A>C Lys164Thr
HPA-23bw Hug GPllla ITGB3 17 1942C>T Arg622Trp
HPA-24bw Cab2** GPIIb ITGA2B 17 1508G>A Serd72Asn
HPA-25bw Swi® GPla ITGA2 5 3347C>T Thr1087Met
HPA-26bw Sec? GPllla ITGB3 17 1818G>T Lys580Asn
HPA-27bw Cab™ GPIIb ITGA2B 17 2614C>A LeuS41Met
HPA-28bw War GPIIb ITGA2B 17 2311G>T Val740Leu
HPA-29bw Kha® GPllla ITGB3 17 98C>T Thr7Met
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1.12.1.1.1.  Polimorfizmi kompleksa GPIIb/Illa

Svaka podjedinica ovog glikoproteinskog receptora ima aminokiselinski dimorfizam. Na
GP podjedinici Ilb nalazi se HPA-3 s dvije izoforme Bak?® (HPA-3a) i Bak® (HPA-3b). Manje
ucestalu izoformu HPA-3b nalazimo u 48 % bijelaca, 32 % Afrikanaca te 40,5 % Azijata. Ona
nastaje kao posljedica zamjene timina gvaninom na polozaju 2621 u eksonu 26 gena ITGA2B sto
uzrokuje zamjenu aminokiseline izoleucina (HPA-3a) u serin (HPA-3b) na polozaju 843 u
glikoproteinu (11e843Ser) (NM_000419.3:¢.2621T>G, rs5911) (88, 93). U Hrvatskoj HPA-3b je
¢es¢i u odnosu na opéenitu ucestalost u bijelaca te je prisutan u 68,0 % zdravih ispitanika (94).

Na podjedinici glikoproteina Illa nalazi se HPA-1 u dvije izoforme PLA! (HPA-1a) i PLA?
(HPA-1b). Dimorfizam PLAYPLA? nastaje zbog zamjene timina citozinom na polozaju 176, u
eksonu 2, u genu ITGB3 sto uzrokuje zamjenu aminokiseline leucin (HPA-1a) u prolin (HPA-1b)
na polozaju 33 u glikoproteinu (Leu33Pro) (NM_000212.2:¢c.176 T>C, rs5918) (93).

Glikoprotein 111 Leu33Pro (HPA-1b) prisutan je u 26 % u bijelaca, 10 % Afrikanaca dok
ga uopce nema u Azijata (88). U istrazivanju provedenom na zdravim hrvatskim ispitanicima,
Pavi¢ i sur. pronasli su ucestalost HPA-1b od 27,4 % (94). Nedavno je pokazano da ova zamjena
aminokiselina alostericki mjenja receptor iz mirujuéeg u aktivno stanje ¢cime HPA-1b trombociti
imaju protrombotic¢ki potencijal (95).

Istrazivanje o utjecaju polimorfizma Ile843Ser (HPA-3b) na in vitro agregaciju trombocita
uzrokovanu adrenalinom i kolagenom pokazalo je da ne postoji razlika izmedu HPA-3b i HPA-3a
trombocita u njihovoj sposobnosti agregacije (96).

Studija radena na uzorcima bolesnika s koronarnom bolesti srca pokazala je da nositelji
HPA-1b, nakon $to su im trombociti in vitro aktivirani ADP-om, jace vezu fibrinogen u odnosu na
nositelje HPA-1a (97). Medutim, istrazivanje na zdravim dobrovoljnim darivateljima krvi nije
potvrdilo taj rezultat (98). U jednoj studiji na zdravim ispitanicima pokazano je da nositelji HPA-
1b imaju znatno niZi aktivacijski prag za agregaciju trombocita uzrokovanu adrenalinom. Cini se
da su HPA-1b trombociti manje osjetljivi na aktivaciju snaznim agonistima poput trombina,
arahidonske kiseline ili tromboksana te da su manje osjetljivi na inhibiciju uzrokovanu aspirinom.
Ispitivanje na zdravim muskarcima pokazalo je da nositelji HPA-1b trombocita imaju 1 minutu

krace vrijeme krvarenja u odnosu na one s HPA-1a trombocitima (93).
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Istrazivanja na stani¢nim linijama pokazuju da polimorfizam Leu33Pro (HPA-1b) uzrokuje
snaznije vezanje fibrinogena, Sirenje trombocita i rearanzman aktinskog citoskeleta te jacu
retrakciju ugruska. To je dovelo do zakljucka da Leu33Pro ima blago protromboti¢ko djelovanje.
S obzirom na to da je B3 podjedinica s ovim polimorfizmom prisutna i u endotelnim stanicama te
stanicama glatkih miSi¢a kao dio receptora za vitronektin moguce je da Leu33Pro pridonosi
nastanku tromboze ali i ateroskleroze (93).

Osim in vitro istraZivanja na trombocitima istrazivaci su se usmjerili i na klinicki znacaj
ovih polimorfizama te njihovu povezanost sa tromboti¢kim dogadajima. Postoji studija ¢iji
rezultati pokazuju da 11e843Pro (HPA-3b) ne doprinosi pove¢anom riziku za nastanak mozdanog
udara (99) te meta-analiza koja je pokazala da postoji povecan rizik za mozdani udar u Azijata, ali
ne i u bijelaca (100). Nase istrazivanje pokazalo je da u djece postoji povezanost polimorfizma
[1e843Pro i smanjenog rizika za nastanak ishemijskog mozdanog udara (101). Prema dosadas$njim
saznanjima 1le843Pro povezan je s povecanim rizikom za nastanak sréanog udara samo u Zena
mladih od 45 godina s dodatnim rizi¢nim faktorima (pusenje, hiperkolesterolemija i obiteljsko
opterec¢enje) (102) dok u ostaloj populaciji ne poveéava rizik za nastanak sréanog udara (103).

Buduéi da je u istrazivanjima in vitro pokazan trombogeni potencijal polimorfizma
Leu33Pro, ispitivanja su krenula u smjeru njegovog doprinosa za nastanak arterijskih ili venskih
tromboza. Meta-analiza, objavljena prije 20-ak godina, usporedivala je zdrave osobe i bolesnike
koji su dozivjeli IM te je pokazano da ne postoji povezanost izmedu Leu33Pro i rizika za nastanak
IM (104). Posve suprotno pokazano je prije par godina u meta-analizi koja je obuhvatila 17 911
bolesnika s IM, pri ¢emu rezultati ukazuju da najveéi rizik imaju bolesnici mladi od 45 godina
(105).

Takoder, postoje oprecni rezultati o povezanosti Leu33Pro i nastanka mozdanog udara.
Nekoliko starijih istrazivanja, na manjem broju bolesnika, pokazala su da ne postoji povezanost s
MU (99, 106, 107). Medutim, rezultati novije meta-analize pokazali su da Leu33Pro povecava rizik
za nastanak ishemijskog mozdanog udara (108). Utjecaj ovog polimorfizma na nastanak venske
tromboze nije bio predmet puno istrazivanja. Jedna studija na malom broju bolesnika pokazala je
povezanost s ve¢im rizikom za nastanak plué¢ne tromboembolije (109), dok studija koja je
obuhvatila 2369 bolesnika s venskom tromboembolijom kao i studija u kojoj je bilo 121 bolesnika

s venskom trombozom nisu nasle povezanost ove vrste tromboze i Leu33Pro (HPA-1b) (106, 110).
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1.12.1.2. Kompleks GPla/lla

Ovaj integrinski kompleks sastavljen od a2 i B1 podjedinice djeluje kao glavni trombocitni
receptor za kolagen. Vezno mjesto za ljudski kolagen tip 1 i tip 3 nalazi u a2 podjedinici. Osim §to
posreduje u adheziji trombocita na kolagen, ima ulogu u aktivaciji trombocita te adheziji za
subendotel tijekom stvaranja ugruska (111).

GPla/lla nalazimo i na fibroblastima te aktiviranim T limfocitima dok na epitelnim i
endotelnim stanicama osim uz kolagen, veze se i na laminin, te je ukljuen u modeliranje

vanstani¢énog matriksa i mobilnost stanica (93).

1.12.1.2.1. Polimorfizmi kompleksa GPla/lla

Gen ITGA2 za GPla nalazi se na 5. kromosomu, dok gen ITGB1 kodira GPlla na 9.
kromosomu. Na podjedinici a2 nalaze se HPA-5, HPA-13, HPA-18, HPA-25.

HPA-5 ima dimorfizam HPA-5a i HPA-5b koji nastaje zamjenom gvanina adeninom na
polozaju 1600 $to rezultira promjenom glutaminske kiseline (HPA-5a) u lizin (HPA-5b) na
polozaju 505 u glikoproteinu (Glu505Lys) (NM_002203.4:¢.1600G>A, rs10471371). Uz njega
poznat je i polimorfizam C807T, medutim on ne dovodi do zamjene aminokiselina u proteinu (88,
96, 112).

Glu505Lys (HPA-5b) nalazimo u 20 % bijelaca, 18 % Afrikanaca te samo 0,4 % Azijata
(88). Za zdravu hrvatsku populaciju dobivena je ucestalost HPA-5b od 20,1 % (94)

Istrazivanja su pokazala da broj GPIa/lla receptora na trombocitu varira izmedu 3000-5000
kopija te ovisi o tipu HPA-5 kao i prisutnosti varijante 807T, pri ¢emu nositelji HPA-5b i 807T
imaju veéi broj GPla na trombocitima (88,113,114).

Unato¢ vecem broju GP receptora i ofekivanom protrombotickom doprinosu, prema
dosadasnjim saznanjima, ovaj polimorfizam nije povezan s ve¢im rizikom za nastanak sr€anog
udara (112). Oprecni rezultati dobiveni su za povezanost HPA-5b s nastankom ishemijskog
mozdanog udara. Studija radena na uzorcima 216 tuniskih bolesnika s IMU pokazuje povezanost
(115), dok studija na 218 njemackih bolesnika ne nalazi povezanost ovog polimorfizma s

povecanim rizikom za nastanak mozdanog udara (99).
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1.12.1.3. Kompleks GPIb/IX/V

Ovaj kompleks ima ulogu glavnog trombocitnog receptora za VWEF jer sudjeluje u pocetnoj
fazi adhezije trombocita za subendotelni VWF u osteéenoj stijenci krvne Zile. Osim toga on djeluje
kao receptor za endotelni P-selektin $to omogucuje trombocitno kotrljanje po oSte¢enom endotelu
te kao receptor za trombin ¢ime doprinosi aktivaciji trombocita posredovanoj trombinom (96, 116)
(Slika 8.).

Integrin
allbp3 Neutrofil
Vezanje Kotrljanje
GP Ib-IX-¥ \
Y Mac'1
P-selektin

Endotel Subendotelni YWF

Slika 8. Interakcija trombocita sa stijenkom krvne zile. Cirkulirajuéi trombociti vezu se pomocu
GPIb/IX/V s P-selektinima izrazenim na aktiviranim endotelnim stanicama ili s VWF u
subendotelu. Tim se aktivira GPIIb/IIIa koji se takoder veze za VWF. GPIb/IX/V moze se vezati
za leukocitni integrin Mac-1 sto dovodi do okupljanja leukocita na mjestu nastanka ostecenja
endotela (modificirano prema 116).

Kompleks je sastavljen je od 4 podjedinice, GPIba, GPIbp, GPIX i GPV. Svaki trombocit
na povrsini ima 25 000 kopija GPIb/IX/V.

Mutacije u podjedinicama kompleksa GPIb/IX/V mogu dovesti do manjkavosti njegove
funkcije ili ¢ak nedostatka pojedinih dijelova $to rezultira teSkim krvarenjima poput onih u

Bernard-Soulierovom sindromu (88).
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1.12.1.3.1.  Polimorfizmi kompleksa GPIb/IX/V

Gen GP1BA koji kodira GPIba podjedinicu nalazi se na 17. kromosomu i U tom je genu
nadena vecina polimorfizama koji se javljaju u ovom GP kompleksu, dok se gen GP1BB nalazi na
5. kromosomu. Na podjedinici GPIba nalazi se HPA-2 kod kojeg zamjenom citozina u timin na
polozaju 482 dolazi do promjene aminokiseline treonin (HPA-2a) u metionin (HPA-2b) na poloZaju
161 (Thr145Met) (NM_000173.7:¢.482C>T, rs6065). Na podjedinici GPIbp nalazi se HPA-12 (88,
96).

Polimorfizam Thr145Met (HPA-2b) prisutan je u 14 % u bijelaca, 29 % Afrikanacateu 5
% Azijata (88). U zdravih hrvatskih ispitanika uc¢estalost je 21,0 % (94).

Pokazano je da polimorfizam HPA-2b ne utjeCe na vezanje trombina, no da trombociti
HPA-2a jace vezu VWF. S obzirom na to da je podjedinica GPIba ujedno receptor i za P-selektine
pretpostavka je da mozda preko te interakcije ovaj kompleks ima protromboticki u¢inak (117).

Istrazivanjem je otkrivena povezanost izmedu polimorfizma HPA-2b i rizika za nastanak
akutne cerebrovaskularne bolesti i akutne sréane bolesti, dok utjecaj na nastanak duboke venske
tromboze nije pronaden (118). Povezanost s nastankom ishemijske cerebrovaskularne bolesti
dokazana je i u jednoj japanskoj studiji (119). Ne tako davno, objavljena meta-analiza potvrdila je
dosadasnja saznanja te pokazala da su HPA-2b trombociti povezani s ve¢im rizikom za nastanak
sréane bolesti (120).

1.12.2. Selektini

Selektini su obitelj adhezijskih molekula koja se dijeli na P-selektine, L-selektine i E-
selektine. P-selektini pohranjeni su u o granulama trombocita i Weibel-Palade tjeleScima
endotelnih stanica (121). L-selektini stalno su izrazeni na povrS$ini skoro svih leukocita dok se E-
selektini po potrebi izrazavaju na vaskularnom endotelu.

Imaju zajedni¢ku strukturu sastavljenu od lektinske domene ovisne o kalciju, domene nalik
na epidermalni faktor rasta te dvije do devet konsenzusnih ponavljajuéih slijedova (engl. consensus
repeat sequences, CRS).

L-selektini imaju dvije CRS, E-selektini Sest, a P-selektini ukupno devet CRS. Uz to imaju

i lipofilnu transmembransku domenu i kratak citoplazmatski rep (122) (Slika 9.).
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Slika 9. Struktura L-selektina, E-selektina i P-selektina (modificirano prema 122).

1.12.2.1. P-selektini

P-selektini (P-SEL) imaju glavnu ulogu u inicijaciji kotrljanja leukocita po endotelu, zatim

posreduju u adheziji leukocita i trombocita na endotel te u interakciji leukocita i trombocita.

Izlaganje aktivirajuéim stimulansima poput trombina rezultira brzom translokacijom
molekula P-selektina tako da se kroz nekoliko minuta pojave na povrsini trombocita ili endotelnih
stanica.

Mogu se luciti u cirkulaciju kao dio endotelnih stanica ili mikrocestica nastalih od
trombocita ili u malim koli¢inama kao alternativno skra¢ena verzija bez transmembranske domene.
Ta dva oblika P-selektina poviSena su u cirkulaciji ljudi koji imaju aterosklerozu, upalu ili su

dozivjeli trombozu te sluze kao prediktori kardiovaskularnih dogadaja (123-125).
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1.12.21.1. Polimorfizmi P-SEL

Gen za P-selektin nalazi se na 1. kromosomu blizu gena FV te ima 17 eksona. Otkriveno je
13 polimorfizama, pet u promotorskoj regiji i osam u eksonima. Pet polimorfizma uzrokuju
promjenu aminokiseline u proteinu (Tablica 7.) (126).

Polimorfizmi gena za P-selektin povezuju se s arterijskim i venskim trombozama.
Pretpostavlja se da oni utjeu na funkciju i izrazaj P-selektina na trombocitima.

Medu polimorfizmima P-selektina, najvise je istrazivan T715P
(NM_003005.3:¢.2266A>C, rs6136) u kojem zamjena treonina prolinom uzrokuje konformacijsku
promjenu glikoproteina. Nagada se da to utjeCe na brzinu njegovog preno$enja unutar stanice, ¢ime
dolazi do smanjenog izrazaja na povrsini stanice i naposlijetku do manjeg broja stani¢nih
interakcija (122). Uz njega, predmet istrazivanja bili su i ostali polimorfizmi koji uzrokuju
promjenu aminokiselina u glikoproteinu poput S290N (NM_003005.4:¢.992G>A, rs6131), u
kojem se serin zamjenjuje asparaginom na polozaju 290, zatim  N562D
(NM_003005.3:¢.1807G>A, rs6127), u kojem je asparagin zamjenjen aspartatom na polozaju 562
te V599L (NM_003005.3:¢.1918G>T, rs6133) gdje valin biva zamjenjen leucinom na poloZaju
599.

Rezultati istraZivanja na uzorcima bolesnika s IM pokazali su da je alel 715P ¢eS¢i u zdravih
ispitanika te stoga ima protektivnu ulogu za razliku od polimorfizama S290N, V599L, N562D kod
kojih ne postoji razlika izmedu bolesnih i zdravih ispitanika (127). Tegrout i sur. usporedujuci 582
bolesnika s IM u odnosu na kontrolnu skupinu pronasli su da alel 715P ima protektivni u¢inak zbog
vece ucestalosti u kontrolnoj skupini, te da nositelji kombinacije alela 290N i N562 imaju vedéi rizik
za nastanak IM (128). Meta-analiza pokazala je da postoji povezanost izmedu polimorfizama
S290N i T715P i nastanka kardiovaskularnih bolesti i IM dok polimorfizam V599L nije povezan s
njima (129).

Utjecaj polimorfizama P-selektina na nastanak venske tromboze nije bio predmet mnogo
istrazivanja. Studija u kojoj su ispitivani haplotipovi polimorfizama P-selektina, uz pretrazivanje
FV Leiden, pronasla je povezanost nositelja 290N alela s povec¢anim rizikom, te povezanost
nositelja 715P alela sa smanjenim rizikom za vensku trombozu. Medutim, kad su iz istraZivanja
iskljucili nositelje FV Leidena ispitivani aleli viSe nisu bili povezani sa rizikom za vensku trombozu

ukazujuéi da je to ipak bio utjecaj FV Leiden na nastanak venske tromboze (130).
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U istrazivanju Ay i sur. koje je ukljucivalo bolesnike s venskom tromboembolijom i zdravu
kontrolnu skupinu dobivena je veca ucestalost alela 715P u kontrolnoj skupini, medutim ta razlika
nije bila statisticki znacajna.

Osim toga, pokazano je da nositelji alela 715P imaju niZzu koncentraciju topljivih P-
selektina u plazmi $to smanjuje rizik za nastanak venske tromboembolije (131). IstraZivanje na
malom uzorku bolesnika s venskom tromboembolijom pokazalo je da nema razlike u ucestalosti
polimorfizma T715P izmedu bolesnika koji su nositelji FV Leiden ili FIl G20210A te zdravih
kontrola (132).

1.12.2.1.2. P-selektin glikoprotein ligand 1

Primarni ligand za P-selektine naziva se P-selektin glikoprotein ligand 1 (PSGL-1) i nalazi
se na gotovo svim leukocitima. Sastoji se od kratkog citoplazmatskog repa za kotrljanje leukocita
po P-selektinu, O-glikana i N-glikana te sijaliniziranih ostataka potrebnih za prepoznavanje P-
selektina (Slika 10.) (122). Osim P-selektina on manjim afinitetom moze vezati L-selektine i E-
selektine. Interakcija P-SEL i PSGL-1 omogucuje usporavanje leukocita u krvotoku te kotrljanje
po aktiviranim endotelnim stanicama. To uzrokuje izrazaj adhezijskih molekula na endotelnim
stanicama ¢ime dolazi do ¢vrste adhezije leukocita i njihove transmigracije kroz endotel do mjesta
oStecenja ili upale Sto moze dovesti do nastanka tromboze. Zbog toga P-SEL i PSGL-1
predstavljaju potencijalne nove mete za antitrombotsku terapiju te iziskuju potrebu za daljnjim

istrazivanjem njihovog protromboti¢kog doprinosa (133, 134).

PSGL-1

|-
A\JI\H

~
|
|
]
O-glikani N-glikanl Sijalinizirani ostacl

| \ Transmembranska domena

Citoplazmatski rep

Slika 10. Struktura PSGL-1 (modificirano prema 122).

31



1.12.2.1.3. Polimorfizmi PSGL-1

Gen P-SGL1 nalazi se na 12. kromosomu i sastoji se od dva eksona i jednog introna.
Najcesce istrazivani polimorfizmi gena PSGL-1 su polimorfizmi VNTR (engl. variable number of
tandem repeats) i polimorfizam M621 (Tablica 7.) (135). Polimorfizam M621 gena PSGL-1
(NM_003006.4:¢.186G>A, rs2228315) nalazi se u eksonu 2 blizu mjesta vezanja s P-selektinima.
Stoga postoji moguénost da ovaj polimorfizam smanjuje jakost vezanja izmedu PSGL-1 i P-
selektina sto rezultira manjim brojem leukocitno-trombocitnih i leukocitno-endotelnih kompleksa.
Postoje oprecni rezultati 0 utjecaju polimorfizma M62I na nastanak koronarne arterijske bolesti pri
¢emu u nekim istrazivanjima nije dokazan utjecaj (136, 137), u jednoj studiji pokazali su
protektivan uéinak alela 621 (126), a postoji i istrazivanje u kojem samo u Zenskih nositelja alela
621 postoji povezanost s nastankom ateroskleroze u karotidnom plaku (138). Za povezanost
polimorfizma M62I s nastankom IMU takoder su dobiveni razliciti rezultati. Istrazivanje Volcik i
sur. na uzorku 1229 bolesnika nije naslo povezanost (139), za razliku od istrazivanju na uzorku 79
bolesnika gdje je postojala povezanost samo u obliku trenda (P=0,065) (140) i istrazivanja Tao i
sur. u kojem je dokazano da alel 621 povecava rizik za nastanak IMU (141). Prema dosadasnjim
saznanjima, postoji samo jedno istrazivanje koje je ispitivalo polimorfizam M621 u maloj skupini
mladih bolesnika s venskom tromboembolijom. Pokazano je da bolesnici koji su nositelji FV
Leiden ili FI1 G20210A imaju vecu ucestalost heterozigotnog oblika M621 (132).

Tablica 7. Polimorfizmi gena P-SEL i gena PSGL-1 (prema 126, 135).

Gen P-SEL Gen PSGL-1
Polimorfizam Mjesto na genu Polimorfizam Mjesto na genu
-2123CIG 5 Met62lle Ekson 2
-1969A/G 5 Ser273Phe Ekson 2
-1817T/C 5 Met274Val Ekson 2
1576C/G 5 VNTR A Ekson 2
-485insT 5 VNTR B Ekson 2
Asn87Asn Ekson 3 VNTR C Ekson 2
Pro98Pro Ekson 3
Vall68Met Ekson 5
Ser290Asn Ekson 7 5 — promotorska regija gena
Asn562Asp Ekson 11
Val599L eu Ekson 12 VNTR — varijabilan broj tandemskih ponavljanja
Thr715Pro Ekson 13
Thr741Thr Ekson 14
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1.12.3. FV Leiden

U zdravih ljudi aktivirani protein C (APC) djeluje kao proteaza koja inaktivira FVai FVllla
te na taj na¢in usporava stvaranje trombina. In vitro dodatkom APC u plazmu zdravih ispitanika
produljuje se aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (APTV). Ispitujuéi uzorak plazme
bolesnika s ponavljaju¢im trombozama, Dahlback i sur. slucajno su otkrili da u tom uzorku
dodatkom APC ne dolazi do ocekivanog produljenja APTV-a te su tu pojavu nazvali APC
rezistencija (142). Slijedom tog otkri¢a, 1994. godine Bertina i sur. iz grada Leiden pretrazivali su
dio gena za FV na kojem se nalaze vezna mjesta za APC, te su u dijelu bolesnika s trombozom i
APC rezistencijom pronasli to¢kastu mutaciju zamjene gvanina adeninom na 1691. polozaju u
eksonu 10 koja dovodi do zamjene aminokiseline arginina u glicin na polozaju 506 (R506Q)
(NM_000130.4:¢.1601G>A, rs6025) (Slika 11.). Nastala mutacija uklanja Arg506 vezno mjesto za

APC pri ¢emu se FVa puno sporije inaktivira te stoga ima protromboticki uc¢inak (143).

Protein FV I - Y N T

Al A2 B A3 Cl1 2

?{Ig 1018 Llla,xa 1545
Fa e
[ I ]
’xi‘xs #APC
R T T s PO
51}5 519 g
Diiwlji tip FV (RS06) gen: GAC AGG CGA GGA ATA FV Leiden (Q506) gerﬂ_;”ﬁﬁiﬁ AGG CAA GGA ATA
nermalni protein: Asp Arg Arg Gly lle rnutirani protein: Asp Arg GIn Gly e
APC APC

Slika 11. Shematski prikaz strukture proteina FV. FV je jednolanéani protein visoke molekularne
mase. Protein faktor V sastoji se od domena A1, A2, B, A3, C11C2. Peptidne veze izmedu domena
mogu biti proteoliticki pocijepane aktiviranim faktorom II (Flla) ili aktiviranim faktorom X (FXa)
pri ¢emu se oslobada domena B i stvara aktivirani faktor V (FVa). APC cijepa 3 peptidne veze u
FVa na mjestima Arg306, Arg506 i Arg679 pri ¢emu dolazi do inaktivacije FVa (FVI)
(modificirano prema 144).

FV Leiden nasljeduje se autosomno dominantno i najceséi je oblik nasljedne trombofilije.

Ucestalost mutacije ovisi o promatranoj populaciji. Heterozigotni oblik mutacije nalazimo u
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4,4 % Europljana dok je iznimno rijedak u Azijata, Afrikanaca i Australaca (145). U Europi
uestalost je najvisa u Grka 7 % (145) i 14,7 % u Svedana u juznoj Svedskoj (146). U dva
istrazivanja provedena u Hrvatskoj ucestalost u zdravih ispitanika iznosila je 2,9- 4,0 % (147, 148).
S obzirom na toliku ucestalost ova mutacija moze se smatrati polimorfizmom. Ucestalosti
homozigota u bijelaca variraju u istrazivanjima od 1 na 1000 do 1 na 5000 ljudi (149, 150).

Ova mutacija povezana je najc¢esée S venskim trombozama. Heterozigoti za ovu mutaciju
imaju 5-8 puta veci rizik za nastanak venske tromboze, dok se u homozigota rizik povecava 10-80
puta u odnosu na populaciju bez mutacije (149-152). Najc¢es¢e se pojavljuju duboke venske
tromboze nogu i ruku, tromboza mozdane vene te povrSinske tromboze dok su pluéne embolije
rjede (153). Istrazivanja pokazuju da se ova mutacija otkrije u 11-26 % bolesnika s dubokom
venskom trombozom (152-154). Rezultati dvaju hrvatskih istrazivanja pokazala su da
heterozigotni oblik mutacije nosi 16-21 % bolesnika s venskom tromboembolijom (147, 148).
Meta-analizom utvrdeno je da 9,0 % bolesnika s ponavljaju¢im venskim tromboembolijama imaju
ovu mutaciju (155).

Postoje oprecni rezultati o doprinosu FV Leiden ka nastanku arterijske tromboze. Tako je
jedna meta-analiza nasla povezanost s nastankom IM samo u osoba mladih od 55 godina (156), za
razliku od kasnijeg istrazivanja koje je pokazalo da ne postoji povezanost s nastankom IM niti u
mladih osoba (157).

Rezultati nisu ujednaceni niti za povezanost s MU. Studija koja je ukljucivala bolesnike
starije od 65 godina nije nasla povezanost FV Leiden i nastanka MU ili TIA (158) za razliku od
studije koja je ukljuc¢ivala mlade bolesnike gdje je, samo u Zena, dokazana povezanost s nastankom
MU (159).

Potvrden je i dodatni rizi¢ni utjecaj puSenja na zene mlade od 60 godina, koje su nositeljice
FV Leiden, pri ¢emu one tada imaju 9 puta ve¢i rizik za nastanak TIA ili MU u odnosu na one koje

ne puse te nemaju mutaciju (160).
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1.12.4. FI1 G20210A

S obzirom da protrombin stvara klju¢an enzim u koagulacijskom sustavu s viSe raznih uloga
znanstvenici su odlucili pretraziti gen F2 u uzorcima bolesnika s venskom trombozom. Tako je
istrazivacka skupina iz Leidena, 1996. godine pod vodstvom Poorta i sur., u dijelu uzoraka
bolesnika otkrila tockastu mutaciju zamjene gvanina adeninom na 20210. polozaju (G20210A) u
3' nekodirajucoj regiji gena F2 (NM_000506.4:¢c.*97G>A, rs1799963) (Slika 12.) (161). Nastala
mutacija uzrokuje 33 % povisenja koncentracije protrombina te povecanu aktivnost protrombina u

plazmi ¢ime se povecéava rizik od nastanka tromboze (161, 162).

Gen za protrombin

Eksoni 12 34 56 789101112 1314
- Il - - l |

Mutacija G20210A 1 r1ecc A ATAMAAGTGACTCTCAGCIAGECTC

Slika 12. Shematski prikaz strukture gena F2. Gen F2 sastoji se od 14 eksona. To¢kasta mutacija
G20210A nalazi se u 3' nekodirajucoj regiji gena F2 te ne uzrokuje promjenu u slijedu
aminokiselina u proteinu protrombina (modificirano prema 144).

vvvvv

nasljedne trombofilije. Ucestalost mutacije ovisi o promatranoj populaciji. U europskoj populaciji
ucestalost varira od 0-2,9 % u sjevernoj Europi do 0,7-8,0 % u juznoj Europi. Priblizno sli¢na
ucestalost od 1,3-5,0 % prisutna je i u americkih bijelaca. Vrlo je rijetka ili je nema u Azijata,

Afrikanaca te americkih Indijanaca i Aboridzina (163). U hrvatskoj populaciji heterozigotni oblik
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mutacije nosi 4,0-6,0 % populacije (147, 148) zbog ¢ega ovu mutaciju mozemo smatrati
polimorfizmom. Homozigoti u bijelaca pojavljuju se s uéestalos¢u 1 na 5000 ljudi (150).

Rizik za nastanak venske tromboembolije u heterozigota veéi je 3-4 puta a u homozigota
30 puta (150, 152, 153).

U meta-analizi bolesnika s venskom trombozom pronadeno je da je 10,3 % bolesnika s
izoliranom DVT kao i 10,3 % bolesnika s izoliranom PE (ili DVT pra¢enom PE) bilo heterozigot
za ovu mutaciju (153). Istrazivanja radena na uzorcima hrvatskih bolesnika s venskom
tromboembolijom pokazala su da 8,0-16,0 % bolesnika imalo heterozigotni oblik mutacije (147,
148).

U njemackih bolesnika s venskom cerebralnom trombozom 11 % bolesnika su bili nositelji
ove mutacije (164). Meta-analiza pokazala je da je medu bolesnicima s ponavljaju¢im venskim
tromboembolijama njih 6,7 % bilo nositelj ove mutacije (155).

Od arterijskih tromboza najéesce se ispitivao utjecaj na nastanak IM i IMU. Meta-analiza
koja je obuhvatila bolesnike sa IM nije nasla povezanost s mutacijom gena za protrombin, a iste
rezultate pokazalo je i kasnije istrazivanje u skupini bolesnika mladoj od 45 godina (156, 157).
Rizik za nastanak MU, istrazivan u meta-analizi, bio je povecan 1,4 puta u nositelja ove mutacije
(165), sto se ne slaze s rezultatima kasnije objavljenog istrazivanja koje nije naslo povezanost s

nastankom MU ili TIA (160).
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2. OBRAZLOZENJE TEME | HIPOTEZA

Ph(-) MPN skupina su rijetkih hematoloskih bolesti u koju se ubrajaju ET, PV i PMF. Ove
bolesti povezane su s kra¢im prezivljenjem u odnosu na zdrave ljude (35, 36, 44). Tromboza se
pojavljuje u 30 % bolesnika kao najcesc¢a komplikacija bolesti, pri ¢emu su arterijske tromboze
¢esce od venskih (37, 42, 46). Pretpostavlja se da je tako visoka incidencija tromboze uzrokovana
kvalitativno i kvantitativno promijenjenim hematoloskim stanicama koje djeluju protromboticki
jer ostecuju endotel krvnih zila te luce proupalne citokine i adhezijske molekule (80, 81, 83).
Poznato je da nastanku arterijske tromboze prethodi proces ateroskleroze u kojem dolazi do
nakupljanja i adhezije cirkuliraju¢ih leukocita na endotel krvnih zila. U tome sudjeluju P-selektini
(P-SEL), adhezijske molekule koje luce endotelne stanice i trombociti. Interakcija P-SEL i
receptora PSGL-1 omogucuje kotrljanje leukocita po endotelu te adheziju leukocita i endotela te
leukocita i trombocita (122, 125, 139). Studije u kojima se istrazivala povezanost polimorfizama
gena P-SEL (S290N, N562D, V599L, T715P) i PSGL-1 (M62l) i nastanka tromboze pokazale su
opre¢ne rezultate za povezanost s nastankom arterijske tromboze, dok o povezanosti s nastankom
venske tromboze nema puno istrazivanja. (127-129, 131, 139, 141). Prema dostupnim podacima u
bolesnika s Ph(-) MPN dosad nije ispitivana povezanost polimorfizama P-SEL te PSGL-1 s
nastankom tromboze.

Trombociti imaju klju¢nu ulogu u procesu primarne hemostaze adheriraju¢i na mjesto
ozljede endotela gdje luce sadrzaj svojih granula te medusobno agregiraju. Sve te interakcije
omogucuju im kompleksi glikoproteinskih receptora koji se nalaze na povrsini trombocita.
Receptori GPIb/IX/V i GPla/lla vezu trombocite na osteceni endotel, a receptor GPIIb/Illa
zasluzan je za agregaciju trombocita (85). Ti receptori su polimorfni i pripadaju skupini ljudskih
trombocitnih aloantigena. HPA-1 i HPA-3 aloantigeni su receptora GPIIb/I11a, HPA-2 nalazi se na
GPIb/IX/V dok je HPA-5 dio receptora GPla/lla. Istrazivanja o povezanosti polimorfizama HPA i
nastanka arterijske tromboze za veéinu polimorfizama pokazala su opre¢ne rezultate dok 0
povezanosti s venskom trombozom postoji tek nekolicina istrazivanja. (99, 100, 105, 108, 110,
120). Prema nama dostupnim podacima, postoje samo dvije objavljene studije 0 povezanosti
polimorfizama HPA-1 i HPA-2 s nastankom tromboze u Ph(-) MPN bolesnika (63, 79).
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FV Leiden i FIl G20210A u opc¢oj populaciji dobro su poznati nasljedni rizi¢ni faktori za nastanak
venske tromboze dok o povezanosti s arterijskom trombozom nema ujednacenih rezultata (144,
156, 160, 165). Medutim, dok je vecina studija u PV i ET bolesnika pokazala njihovu povezanost
s nastankom venske, ali i arterijske tromboze (59, 60, 76) postoji i istrazivanje u kojem povezanost
nije nadena (63).

Dokazano je da prisutnost mutacije V617F u genu JAK2 povecava rizik za nastanak
tromboze u Ph(-) MPN bolesnika (38, 48, 68). Medutim, rezultati istraZzivanja nisu usaglaseni oko
povezanosti kvantitativnih vrijednosti optere¢enja mutiranim alelom V617F i nastanka tromboze
(55, 56, 69).

Budu¢i da u ovih bolesnika dolazi do mijeloproliferacije, a leukociti i trombociti imaju
klju¢nu ulogu u nastanku ugruska, istrazivan je utjecaj leukocitoze i trombocitoze na nastanak
tromboze. Dok je leukocitoza u vecini studija povezana s nastankom arterijske tromboze (46, 65),
za utjecaj trombocitoze nisu dobiveni jednoznac¢ni rezultati (47, 48, 58, 74, 75).

Unato¢ tome Sto poviseni hematokrit i povecana koncentracija hemoglobina poveéavaju
viskoznost krvi, njihova povezanost s nastankom tromboze ispitivana je u malom broju istrazivanja
te su dobiveni oprec¢ni rezultati (46, 47, 61, 62, 72).

Dob je rizi¢an faktor za nastanak tromboze u zdravih ljudi (50), ali i u Ph(-) MPN bolesnika.
Vecina istrazivanja pokazuje da pri postavljanju dijagnoze Ph(-) MPN dob > 60 godina predstavlja
rizi¢an faktor za trombozu (20, 42, 48).

Pokazano je da prethodna tromboza takoder predstavlja povecani rizik za nastanak nove
tromboze (50), $to je potvrdeno i u vecini ispitivanja Ph(-) MPN bolesnika (38, 53, 67).

Naposlijetku, kardiovaskularni rizi¢ni faktori poput hipertenzije, hiperlipidemije, Seerne
bolesti i pusenja povezani su s nastankom tromboze u opc¢oj populaciji (49, 50). Isti utjecaj ovih
faktora naden je i u skupini PV i ET (67, 78), medutim za PMF bolesnike dobiveni su opre¢ni
rezultati (46, 47).

Hipoteza ovog istrazivanja je da su polimorfizmi gena HPA, P-SEL, PSGL-1, FV Leiden i
FIl G20210A, hematoloski parametri (broj eritrocita, leukocita, trombocita, vrijednost hematokrita
i koncentracija hemoglobina), prisutstvo mutacije V617F u genu JAK2 (viSe optere¢enje mutiranim
alelom V617F) i prisutnost kardiovaskularnih rizi¢nih faktora povezani s nastankom tromboze u

bolesnika s Ph(-) MPN. S obzirom da polimorfizmi gena P-SEL i PSGL-1 nisu jos$ ispitivani u ovoj
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skupini bolesnika, dok za dio polimorfizama gena HPA koji ¢e biti predmetom ovog istrazivanja
postoje tek dva istrazivacka rada, ovim istrazivanjem dobit ¢e se nove informacije o njihovom
potencijalnom utjecaju na nastanak tromboze. Ujedno ¢e biti ispitano postoji li kumulativan utjecaj
prisutnosti viSe rizi¢nih faktora koji bi doprinijeli nastanku tromboze.

U konac¢nici, dobiveni rezultati ¢e se potencijalno moci koristiti za prepoznavanje veli¢ine
utjecaja pojedinih ili udruzenih ispitivanih faktora na nastanak tromboze te za izradu prediktivnih
modela za nastanak tromboze sto ¢e omoguciti lije¢nicima svrstavanje bolesnika prema riziku za

trombozu te posljedicnom sprjecavanju tromboti¢kih komplikacija i smanjenju stope smrtnosti
Ph(-) MPN bolesnika.
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3.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1.

10.

Analizirati demografske i anamnesticke podatke Ph(-) MPN bolesnika te ispitati njihovu
povezanost s nastankom tromboze (arterijske i/ili venske)

Analizirati postoji li povezanost parametara krvne slike (broj eritrocita, leukocita i trombocita,
vrijednost hematokrita i koncentracija hemoglobina) odredenih prilikom postavljanja
dijagnoze MPN-a s nastankom tromboze (arterijske i/ili venske)

Analizirati u bolesnika ucestalost kardiovaskularnih rizi¢nih faktora te ispitati njihov utjecaj
na nastanak tromboze u bolesnika (i u podskupinama bolesnika prema dijagnozi te prema vrsti
tromboze) u odnosu na bolesnike bez tromboze

Analizirati u bolesnika mutaciju V617F u genu JAK2 u bolesnika, te ukoliko je prisutna,
odrediti opterecenje mutiranim alelom V617F u dijagnostiCkom uzorku i odrediti postoji li
povezanost s nastankom tromboze (arterijske i/ili venske)

Genotipizirati polimorfizme u genu P-selektin (S290N, N562D, V599L, T715P) i
polimorfizam M621 u genu P-selektin glikoprotein 1 ligand, polimorfizme ljudskih
trombocitnih aloantigena HPA-1, HPA-2, HPA-3 i HPA-5, FV Leiden i FII G20210A u svih
bolesnika te u zdravih ispitanika

Analizirati postoji li povezanost navedenih polimorfizama i mutacija s nastankom tromboze u
bolesnika (i u podskupinama bolesnika prema dijagnozi te prema vrsti tromboze) u odnosu na
bolesnike bez tromboze

Analizirati postoje li razlike u ucestalosti navedenih polimorfizama i1 mutacija izmedu
bolesnika i skupine zdravih ispitanika

Analizirati kombinacije najc¢e$¢ih genotipova ispitanih polimorfizama u bolesnika s
trombozom i bez tromboze te ispitati njihovu povezanost s nastankom tromboze

Analizirati ucestalost haplotipova ispitanih polimorfizama u bolesnika s trombozom i bez
tromboze te ispitati njihovu povezanost s nastankom tromboze

Na temelju dobivenih rezultata napraviti prediktivne modele za nastanak tromboze u Ph(-)
MPN bolesnika

40



4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ispitanici

U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 258 punoljetnih bolesnika oba spola koji su zbog dijagnoze
Ph(-) MPN praceni u Zavodu za hematologiju, Klinike za unutarnje bolesti Klinickog bolnickog
centra Zagreb, u sklopu odjela ili ambulante u periodu od 2011. do 2017. godine.

Bolesnici su upuceni na hematoloSku obradu od strane lije¢nika opée medicine ili drugih
specijalista, te im je temeljem tada vazecih standardnih kriterija (166) postavljena dijagnoza Ph
negativnog mijeloproliferativnog zlo¢udnog tumora. Svakom bolesniku je udinjena kompletna
krvna slika, patohistoloska analiza bioptata kosti, citoloska analiza koStane srzi i molekularna
dijagnostika (analiza to¢kaste mutacije V617F u genu JAK2). Jedan dio bolesnika (N=68, 26,4 %)
imao je ve¢ ranije postavljenu dijagnozu Ph(-) MPN, ali je za njih trazena molekularna dijagnostika
(analiza toc¢kaste mutacije V617F u genu JAK2 i/ili mutacije u genu CALR).

Inicijani pregled je ukljucivao detaljnu anamnezu i pregled medicinske dokumentacije,
posebice vezanu za postojeCe kardiovaskularne rizi¢ne faktore (hipertenzija, SeCerna bolest,
hiperlipidemija, puSenje i alkoholizam), popratnu terapiju, te sve tromboticke dogadaje prije
postavljanja dijagnoze Ph(-) MPN.

Bolesnici su nakon postavljanja dijagnoze redovito praceni od strane hematologa, barem
jednom u 3 mjeseca, te su tijekom pregleda biljezeni svi nezeljeni dogadaji, ukljucujuéi i sve
tromboticke dogadaje koje su nastali nakon postavljanja dijagnoze Ph(-)MPN.

Kriteriji za dijagnosticiranje hipertenzije bili su krvni tlak > 140/90 mm Hg ili terapija
antihipertenzivima (167). Seéernu bolest dijagnosticirali su lije¢nici obiteljske medicine ili
specijalisti endokrinolozi te je podrazumijevala terapiju oralnim hipoglikemicima ili inzulinom
(168). Dijagnoza hiperlipidemije ukljucivala je hiperkolesterolemiju i/ili hipertrigliceridemiju, pri
¢emu je ukupan kolesterol bio > 5,0 mmol/L, a trigliceridi > 1,7mmol/L ili terapiju antilipemicima
(169).

Od trombotickih dogadaja prije dijagnosticiranja Ph(-) MPN, prilikom dijagnosticiranja i
tijekom pracenja bolesti zabiljezene su arterijske tromboze i velike aterosklerotske promjene koje

su ukljucivale ishemijski mozdani udar, infarkt miokarda, prolazni ishemijski napadaj, infarkt
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slezene, okluziju karotidne arterije, okluziju femoralne arterije, okluziju subklavijalne arterije,
aortoilijatnu bolest, emboliju arterija ruke, emboliju arterija stopala i intrauterini zastoj u rastu.
Nastale venske tromboze bile su duboke venske tromboze (DVT) nogu, DVT abdominalnih vena,
plu¢ne embolije (PE), povrsinski tromboflebitisi, DVT ruke, tromboza retinalne vene i tromboza
venskih sinusa mozga.

Kriterij za postavljanje dijagnoze ishemijskog mozdanog udara bio je nagli neuroloski ispad
u trajanju duzem od 24 sata koji je potvrden je kompjuteriziranom tomografijom (CT) ili
magnetskom rezonancijom (MR). Prolazni ishemijski napadaj dijagnosticiran je kao nagli nastanak
simptoma mozdanog udara koji se povukao unutar 24 sata (170), te na CT i MR nije bilo
morfoloskih znakova ishemijskog zbivanja.

Infarkt miokarda dijagnosticiran je na temelju prisutnosti simptoma ishemije, promjene u
elektrokardiogramu (pojava ST elevacije, stvaranje patoloskih Q valova, novi blok lijeve grane) i
porasta i/ili pada koncetracije troponina s barem jednom vrijednosti iznad 99. percentile vrijednosti
zdrave populacije (171). Infarkt slezene dijagnosticiran je na temelju simptoma, laboratorijskih
testova te izradom CT s kontrastom (172). OKluzija karotidne arterije potvrdena je MR
angiografijom, CT angiografijom ili ultrazvukom (173). Okluzija femoralne arterije, subklavijalne
arterije, aortoilijacna bolest te embolija arterija ruke i stopala dijagnosticirani su pomoc¢u duplex
UzV, CT angiografijom, MR angiografijom i kontrastnom angiografijom (174). Zastoj u razvoju
trudnoce dijagnosticiran je pomocu doplerskog UZV i biofizikalnog profila (175).

Povrsinski tromboflebitisi dijagnosticirani su na temelju klinicke slike i ultrazvuka.

Tromboza vena ruku povrdena je ultrazvukom te UZV doplerom i obojenim doplerom (176).
PE dijagnosticirana je na temelju klinicke slike, CT angiografije plu¢nih arterija ili ventilacijsko-
perfuzijske scintigrafije pluca, te ehokardiografije (177). Dijagnoza tromboze venskih sinusa
mozga dijagnosticirana je MR ili CT (178) dok je tromboza retinalne vene potvrdena
fluoresceinskom angiografijom (179).

U istrazivanje je bilo ukljuceno i 258 zdravih ispitanika bez znakova mijeloproliferativne
bolesti koji su bili uskladeni prema dobi i spolu s bolesnicima i do trenutka ukljucivanja u
istrazivanje, kao niti tijekom trajanja studije, nisu imali tromboti¢kih dogodaja. Njihovi uzorci
prikupljeni su u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra

Zagreb tijekom laboratorijske obrade.
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Istrazivanje je provedeno u uzorcima krvi koji su preostali nakon redovne bolnic¢ke obrade
bolesnika tijekom njihovog prvog dolaska u KBC Zagreb od trenutka ukljucenja u istrazivanje uz
suglasnost Etickog povjerenstva Klini¢kog bolnickog centra Zagreb i Etickog povjerenstva
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta u Zagrebu.

Financiranje istrazivanja provedeno je iz projekta “Protromboticki rizi¢ni ¢imbenici u
cerebrovaskularnim bolestima u djece”, MZOS 0214212, projekta ,,Leukemije i transplantacija
krvotvornih mati¢nih stanica”, MZOS 108-1081872-1913 i projekta “Genetika i funkcija
hematopoeze i mikrookolisa Ph- mijeloproliferativnih bolesti”, MZOS 108-1980955-3094.

4.2. Metode

4.2.1. Analiza krvne slike

Za izradu pretrage krvna slika uzet je uzorak 6 mL periferne krvi u epruvetu s
antikoagulantom KsEDTA. Broj eritrocita, leukocita i trombocita, vrijednost hematokrita i
koncentracija hemoglobina odredeni su na rutinskim hematolo§kim broja¢ima Beckman Coulter

LH 750 i Beckman Coulter DxH 800 (Beckman Coulter, Brea, Kalifornija, SAD).

4.2.2. lzdvajanje genomske i granulocitne DNA

U epruvetu s antikoagulantom K3EDTA uzeto je 14 mL periferne krvi za izolaciju
genomske i granulocitne DNA. 1z dijela uzorka pune krvi izolirana je genomska DNA metodom
isoljavanja (180). 1z drugog dijela pune krvi izdvojeni su granulociti s komercijalnim reagensom
Polymorphprep, metodom centrifugiranja pune krvi u otopini razli¢itog gradijenta osmolanosti. 1z
granulocita, metodom isoljavanja, izdvojena je granulocitna DNA. Genomska i granulocitna DNA

bile su pohranjene na +4 °C do trenutka izrade genetickih analiza.
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4.2.3. Mijerenje koncentracije i ¢istoce DNA

Koncentracija i ¢istoéa DNA mjerena je na spektrofotometru NanoDrop Lite (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) koji mjeri apsorbancu vodene otopine DNA na

260 1 280 nm te iz dobivenih rezultata izraCunava koncentraciju i ¢isto¢u DNA.

4.2.4. Analiza tofkaste mutacije V617F u genu JAK?2

Dokazivanje toc¢kaste mutacije izvedeno je metodom lancane reakcije polimeraze (engl.
polymerase chain reaction, PCR) s alel-specificnim pocetnicama (engl. allele-specific) prema
metodi Baxter i sur. (7). U toj reakciji koristi se jedna zajedni¢ka uzvodna (engl. reverse) pocetnica
(JAK2 R) i dvije razli¢ite nizvodne (engl. forward) pocetnice, od kojih je jedna specificna za
mutaciju (JAK2 Fs), a druga se koristi za umnaZzanje produkta (JAK2 FK) koji sluzi kao unutarnja
kontrola umnazanja (kontrolni produkt). Ako postoji mutacija V617F nastati ¢e dva produkta
umnazanja, jedan specifican za mutaciju V617F veli¢ine 203 parova baza (pb) i drugi kontrolni
produkt veli¢ine 364 pb. U slucaju da mutacija V617F nije prisutna, nastati ¢e samo kontrolni
produkt velic¢ine 364 pb. Vizualizacija nastalih produkata vrsi se na elektroforezi u agaroznom gelu

(Slika 13.).

Reagensi potrebni za ovu analizu:
1) 10x PCR pufer Il s MgCl:
Tris-HCI, 100mM, pH 8.3
KCI, 500 mM
MgClz, 25 mM

2) Deoksiribonukleozid-trifosfati (ANTP)
Smjesa otopine dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 10 mM

3) AmpliTaq Gold® DNA Polimeraza, 250 U
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4) Oligonukleotidne pocetnice, 100 uM
JAK2R 5°- CTGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTTCA -3’
JAK2 Fs 5°- AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATT -3’
JAK2 Fk 5’- ATCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG -3’

5) Sterilna voda

Proizvoda¢ svih reagensa osim sterilne vode i pocetnica je tvrtka Applied Biosystems by Life

Technologies, Foster City, SAD. PocCetnice su sintetizirane u tvrtki TIB Molbiol, Berlin, Njemacka.

Postupak:

Za otopinu genomske DNA svakog bolesnika napravljena je reakcijska smjesa prema
protokolu prikazanom u Tablici 8. U protokolu za izradu reakcijske smjese napravili smo izmjene
u odnosu na izvorni protokol (7), i optimizacijom metode smanjili smo koncentraciju pocetnice
JAK?2 Fk kako bi umanjili umnazanje kontrolnog produkta. Ujedno smo povecali koncentraciju
pocetnice JAK2 Fs i snizili temperaturu za vezanje pocetnica na komplementarne dijelove DNA
zbog povecanja osjetljivosti PCR reakcije za umnazanje produkta mutacije V617F. PCR reakcija
izvodena je u termobloku GeneAmp PCR System 2720 (Applied Biosystems by Life Technologies,
Foster City, SAD) pod slijede¢im uvjetima: 10 min na 95 °C; 36 ciklusa od 30 s na 94 °C, 30 s na
56 °C i 1 min na 72 °C; 10 min na 72 °C; 4 °C «. Razdvajanje umnozenih produkata izvodilo se
sustavom za elektroforezu u 2 % agaroznom gelu s etidijevim bromidom u 1x tris-borna kiselina-
EDTA (TBE) puferu. Uz umnozene produkte uzoraka bolesnika na gel smo nanijeli i pozitivnu
kontrolu umnozenu PCR reakcijom, slijepu probu (sterilna voda) koja je prosla postupak PCR
umnazanja i biljeg molekularne mase 100 pb (GE Healthcare, Chicago, SAD). Uvjeti za
elektroforetsko razdvajanje bili su 20 min na 180V i 150mA. Vizualizacija umnozenih produkata
izvedena je pomocu sustava za slikanje gela pod UV svjetlom G-box (Syngene, Cambridge, Velika
Britanija) (Slika 13.).
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Tablica 8. Protokol za izradu PCR reakcijske smjese za analizu mutacije V617F.

Reagens Volumen (uL) | Koncentracija u 50 pL
10X PCR pufer s MgCl; 5,0 1x

MgCl, 3,0 1,5mM

dNTP 4,0 0,8 mM

Pocetnica JAK2 Fs 0,7 1,4 uM

Pocetnica JAK2 Fk 0,2 0,4 uM

Pocetnica JAK2 R 0,5 1,0 uM

AmpliTaq Gold® DNA Polimeraza 0,5 25U

Sterilna destilirana voda 35,1
Genomska DNA 80 ng/uL 1,0

Slika 13. Elektroforeza produkata alel-specificnog PCR za mutaciju V617F u genu JAK2 na
agaroznom gelu. Gornji umnoZeni produkti su umnozeni ulomci unutarnje kontrole veli¢ine 364
pb, a donji umnozeni produkti veli¢ine 203 pb nastali su zbog prisutnosti mutacije V617F. Uzorci
1,2,3,4,5,6,7,8,10i 12 su negativni dok su uzorci 9 i 13 pozitivni na mutaciju V617F u genu
JAK2. Uzorak broj 11 je biljeg molekularne mase od 100 pb, uzorak broj 14 je pozitivna kontrola
za mutaciju V617F dok je uzorak broj 15 slijepa proba.

4.2.5. Kbvantifikacija optere¢enja mutiranim alelom V617F

Za svakog bolesnika, pozitivnog na mutaciju V617F u genu JAK2, napravljena je
kvantifikacija opterecenja mutiranim alelom V617F iz uzorka granulocitne DNA. Pri tome je
koriStena Tagman metoda kvantitativnog PCR u stvarnom vremenu (RQ-PCR) prema Larsen i sur.

(181). Ova metoda temelji se na principu koristenja enzima Taq polimeraze, nizvodne i uzvodne

46



pocetnice specificne za dio gena koji se umnaza i fluorescentno obiljeZene oligonukleotidne sonde
komplementarne ciljnom mjestu na kalupu DNA s izvjestiteljskom (engl. reporter) fluorescentnom
bojom na 5' kraju i prigusivackom (engl. quencher) bojom na 3' kraju. Kad laserska zraka tijekom
PCR ciklusa pobudi intaktnu nevezanu sondu, prigusiva¢ Kkoji je u neposrednoj blizini
izvjestiteljske boje pomocu Forsterove rezonancije prijenosa energije (engl. Forster resonance
energy transfer, FRET) utisava fluorescenciju koju emitira izvjestiteljska boja. Tijekom
kvantitativnog PCR nizvodna i uzvodna pocetnica vezu se za komplementaran slijed DNA a Taq
polimeraza ugraduje nukleotide i produljuje slijed DNA do nastanka novog produkta umnazanja.
U toj fazi, ukoliko postoji komplementaran slijed sondi, ona se veZe za njega a Taq polimeraza
svojom 5' - 3 ' egzonukleaznom aktivnos$cu cijepa vezanu sondu pri ¢emu Se prigusiva¢ udaljava
od izvjestiteljske boje i dolazi do otpustanja fluorescencije. Ako ne postoji dio DNA koji je
komplementaran sondi, ona se nece vezati za DNA, te ostaje intaktna i ne dolazi do otpustanja
fluorescencije. Nakon svakog ciklusa umnazanja detektor u PCR uredaju mjeri koli¢inu oslobodene
fluorescencije izvjestiteljske boje u odnosu na pasivnu referentnu boju karboksi-x-rodamin (ROX),
a njihov omjer naziva se normalizirani izvjestiteljski signal (Rn) (Slika 14.). Zbog moguénosti
mjerenja fluorescencije nakon svakog ciklusa i saznanja o tome dolazi li do umnazanja DNA ova
vrsta PCR ciklusa nosi naziv PCR u stvarnom vremenu. Ciklus u kojem oslobodena fluorescencija
nastala umnazanjem prijede prag detekcije fluorescencije (engl. treshold) naziva se grani¢ni ciklus
(engl. cycle treshold, CT). Smatra se da tijekom eksponencijalne faze PCR umnazanja u svakom
ciklusu dolazi do dvostrukog povecanja broja umnoZenih produkata te je oslobodena fluorescencija
direktno proporcionalna nastalim produktima, sto ¢ini ovu fazu optimalnom za analizu pocetnog
broja kopija DNA u uzorku (Slika 15.). Za ovu metodu potrebno je uz uzorke umnoziti i standarde
poznatog broja kopija DNA. Uredaj biljezi CT vrijednosti ciklusa za uzorke i za standarde te iz CT
vrijednosti standarda izraduje standardnu krivulju koja omogucuje kvantifikaciju pocetnog broja
kopija DNA u uzorcima bolesnika (Slika 16.) (182).

Reagensi potrebni za ovu metodu:
1) TagMan Universal PCR Master Mix 2x sastoji se od:
AmpliTag Gold DNA polimeraza
dATP, dUTP, dCTP, dGTP

enzim AmpErase (engl. uracil N-glycosylase, UNG)
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pasivna referentna boja ROX

pufer

2) Oligonukleotidne pocetnice, 100 pmol/uL
V617F-F 5 -CTTTCTTTGAAGCAGCAAGTATGA -3'
V61l7Fwt-R 5 -GTAGTTTTACTTACTCTCGTCTCCACATAC -3'
V617Fmut-R 5'- GTAGTTTTACTTACTCTCGTCTCCACATAA -3'

3) Fluorescentno obiljezena sonda, 100 pmol/uL
FV617F 5 -FAM- TGAGCAAGCTTTCTCACAAGCATTTGGTTT- TAMRA -3'

4) Sterilna voda

Svi reagensi osim sterilne vode bili su od tvrtke Applied Biosystems by Life Technologies,
Foster City, SAD.

Postupak:

Pripremljene su radne otopine razrijedenja 1:10 za pocetnice i sonde (konacna konc. 10
pmol/uL). Za svaki uzorak granulocitne DNA napravljene su dvije odvojene reakcijske smjese,
jedna za divlji tip gena JAK2, a druga za alel V617F gena JAK2 prema Tablici 9. Obje smjese
sadrze zajednicku nizvodnu pocetnicu (V617F-F) i zajedni¢ku nizvodnu sondu (F V617F)
obiljezenu izvjestiteljskom bojom 6-karboksifluorescein (FAM) na 5' kraju te prigusivackom
bojom tetrametilrodamin (TAMRA) na 3' kraju. U jednu reakcijsku smjesu dodaje se nizvodna
pocetnica specifi¢na za divlji tip (V617Fwt-R), a u drugu nizvodna pocetnica specifi¢na za alel
V617F gena JAK2 (V617Fmut-R). Analiza se provodi na uredaju Applied Biosystems™ 7500
Real-Time PCR Systems tvrtke Applied Biosystems, Foster City, SAD, primjenom kompatibilne
PCR reakcijske smjese TagMan Universal PCR Master Mix 2x.

Uz uzorke svaki put je umnazano i pet standarda koje je distribuirala sponzorirana europska
mreza eksperata za molekularnu dijagnostiku MPN i 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).
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Standardi su sadrzavali 21 500 kopija divljeg tipa i 64 500, 6450, 645, 64,5 i 0 kopija alela V617F
(razrijedenje svakog sljedeceg standarda u odnosu na prvi standard je 10 puta), kako bi se njihovim
omjerom dobio postotak opterecenja mutiranim alelom V617F od 75,0 %, 23,0 %, 3,0 %, 0,3 % i
0,0 % te slijepe probe za obje reakcijske smjese.

Uvjeti umnazanja reakcijske smjese bili su: 10 minuta na 95 °C; 50 ciklusa od 15 sekundi
na 95 °C i 1 minute na 60 °C.

Svi su standardi i uzorci analizirani u duplikatu. Rezultati su izrazeni kao postotak V617F
JAK2 primjenom formule: V617F JAK2 % = broj kopija V617F JAK2/ (broj kopija divljeg tipa
JAK2 + broj kopija V617F JAK2) x 100.

Tablica 9. Protokol za izradu PCR reakcijske smjese za kvantifikaciju opterecenja mutiranim

alelom V617F.

Reagens Divlji tip gena JAK2 | Alel V617F gena JAK2
V (uL)
[C (M) u25 uL]
2x TagMan™ Universal PCR Master Mix 1%(?
Pocetnica F V617F %735] %735]
. 0,75
Pocetnica WT R V617F [0,3] /
Pocetnica MUT R V617F / %735]
0,50 0,50
Sonda F V617F FAM 0,2] [0.2]
Sterilna destilirana voda 9,5 9,5
Granulocitna DNA 40 ng/uL 1
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Graficki prikaz krivulja umnazanja
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Slika 14. Linearni graficki prikaz krivulja umnazanja. Na osi X nalazi se broj ciklusa RQ-PCR a
na osi Y ARn vrijednosti. ARn je razlika izmedu fluorescencije Rn i pozadinske fluorescencije
slijepe probe.

Graficki prikaz krivulja umnazanja

€
©

0.386284 B

0.01

ARN

0.001 4/

)

0.0001

0.00001

0.000001

2 4 L] 8 10 12 14 16 18 20 2 2 2% 25 30 32 3 3 38 0 Q2 o« &4 48 50

Ciklus

Slika 15. Logaritamski graficki prikaz krivulja umnazanja. Na osi X nalazi se broj ciklusa
RQ-PCR a na osi Y ARn vrijednosti. Na prikazu su oznaceni (A) pozadinska fluorescencija (B)
eksponencijalna faza (C) prag detekcije fluorescencije (D) linearna (E) plato faza.
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Slika 16. Grafic¢ki prikaz standardne krivulje dobivene iz standarda poznatog broja kopija
mutiranog alela V617F. Na osi X nalazi se kvantitativni podatak o broju kopija mutiranog alela a
na osy Y nalaze se CT vrijednosti. Analizator pomocu tih vrijednosti izratuna jednadzbu pravca
(nagib pravca i odsjecak na osi Y). Iz te formule potom automatski izratunava koli¢inu mutiranog
alela u uzorcima. Za ovu standardnu krivulju nagib pravca iznosio je — 3,489 dok je odsjecak na
osi Y bio je 43,402. Vrijednost odsjecka na osi Y jednaka je CT vrijednosti koju bi dobili kad bi u
uzorku postojala samo jedna kopija mutiranog alela. Korelacija izmedu razrijedenja standarda je
iznosila 0,999 $to ukazuje na odli¢nu linearnost PCR reakcije dok je efikasnost PCR reakcije bila
93,489 %.

4.2.6. Genotipizacija polimorfizama HPA

Genotipizacija HPA radena je PCR kvalitativnom metodom alelne diskriminacije u
stvarnom vremenu temeljenoj na Tagman tehnologiji prema Ficko i sur. (183).

U ovoj metodi koriStena su nizvodna i uzvodna pocetnica za svaki ispitivani HPA koje
umnazaju ciljni polimorfni slijed DNA, te dvije obiljezene sonde koja se veze za manje utore DNA
uzvojnice (engl. minor groove binder, MGB), a sluze za razlikovanje alela a od alela b. Ove sonde
imaju na 5' kraju fluorescentnu izvjestiteljsku boju a na 3' kraju prigusivac bez fluorescencije (engl.

nonfluorescent quencher, NFQ) koji je konjugiran s molekulom MGB za ¢vrscée vezanje za DNA
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kalup $to povisuje temperaturu taljenja (engl. melting temperature, Tm) sonde i omogucuje
koriStenje kracih slijedova sonde ¢ime se doprinosi boljem razlikovanju alela. Obzirom da
prigusivac u ovoj vrsti sonde nije fluorecentna boja, time se umanjuje pozadinska fluorescencija
Sto doprinosi vecoj osjetljivosti i preciznosti u razlikovanju alela. Za alel ,,a* svih HPA koriStena
je sonda s izvjestiteljskom bojom 2-kloro-7-fenil-1,4-dikloro-6 karboksi-fluorescein (VIC) dok je
za alel ,,b* koriStena izvjestiteljska boja FAM. Dok je sonda intaktna i nevezana u reakcijskoj
smjesi, prigusiva¢ pomoc¢u FRET utiSava fluorescenciju izvjestiteljske boje, no ukoliko se sonda
veze za komplementarni dio DNA, enzim Taq polimeraza prilikom sinteze novog lanca cijepa

sondu zbog ¢ega dolazi do porasta fluorescencije.

Reagensi potrebni za ovu analizu:

1) Tagman Genotyping Master mix 2x sastoji se od:
AmpliTag Gold DNA polimeraza
dATP, dTTP, dCTP, dGTP
pasivna referentna boja ROX

pufer

2) HPA oligonukleotidne pocetnice, 100 pmol/uL

HPA-1F 5'- TGATTGCTGGACTTCTCTTTGG -3'
HPA-1R 5'- CTCACTGGGAACTCGATGGATT -3'

HPA-2F 5'- GAGCTCTACCTGAAAGGCAATGA -3'
HPA-2R 5'- TGTTGTTAGCCAGACTGAGCTTCT -3

HPA-3F 5'- GCCTGACCACTCCTTTGCC -3'
HPA-3R 5'- TGCGATCCCGCTTGTGA -3'

HPA-5F 5'- CTTTCCAAATGCAAGTTAAATTACCAG -3'
HPA-5R 5'- TGACCTAAAGAAAGAGGAAGGAAGAGT -3
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3) Fluorescentno obiljezene MGB sonde,100 pmol/uL

HPA-1a 5'- VIC- CCTCTGGGCTCACCT -3'NFQ
HPA-1b 5'- FAM- CCTCCGGGCTCACCT -3'NFQ

HPA-2a 5'- VIC-CCTGTTTACTATCAAAGAG -3'NFQ
HPA-2b 5'- FAM- CTCCTGATGCCCACAC -3'NFQ

HPA-3a 5'- VIC-CTGCCCATCCCCA -3'NFQ
HPA-3b 5'- FAM-CTGCCCAGCCCCA -3'NFQ

HPA-5a 5'- VIC-CCTGTTTACTATCAAAGAG -3'NFQ
HPA-5b 5'- FAM- CCTGTTTACTATCAAAAA G -3'NFQ

4) Sterilna voda

Svi reagensi osim sterilne vode bili su od tvrtke Applied Biosystems by Life Technologies,
Foster City, SAD.

Postupak:

Pripremljene su radne otopine razrijedenja 1:10 za pocetnice 1 sonde (konacna konc. 10
pmol/uL). Za svakog ispitanika napravljene su reakcijske smjese za ispitivane alele HPA prema
protokolu u Tablici 10. Reakcijska smjesa svakog ispitivanog HPA sastojala se od nizvodne i
uzvodne pocetnice te MGB sonda pri ¢emu je jedna sonda bila specifi¢na za alel a, a druga za alel
b. Analiza je provedena na uredaju Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR Systems tvrtke
Applied Biosystems, Foster City, SAD. Napravljene su modifikacije u odnosu na izvorni protokol
(183) pri ¢emu je za HPA-2 smanjena koncentracija nizvodne i uzvodne pocetnice a povecana
koncentracija sondi za oba alela ¢ime je postignuta bolja alelna diskriminacija. Druga modifikacija
je uporaba reagensa Tagman Genotyping Master mix 2x umjesto TagMan Universal PCR Master
Mix 2x jer je taj reagens deklariran od strane proizvodaca kao optimalan za izradu reakcijske

smjese za alelnu diskriminaciju i detekciju zavr$ne tocke te je shodno tome iz uvjeta umnazanja
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uklonjen prvi korak inkubacije reakcijske smjese 2 min na 50 °C. Za svaku reakcijsku smjesu uz
uzorke koriStena je i pozitivna kontrola te slijepa proba (SP) koja je sadrzavala sterilnu vodu.
Nakon zavrSetka PCR reakcije, napravljena je detekcija zavrsne tocke (engl. end point detection).

Pomocu grafi¢kog prikaza alelne diskriminacije razlikovali smo homozigote za alel a kod
kojih je porastao intezitet fluorescencije izvjestiteljske boje VIC dok je kod homozigota za alel b
porastao fluorescentni signal izvjestiteljske boje FAM. Ukoliko je u uzorku doslo do porasta
fluorescencije obje izvjestiteljske boje, to je ukazivalo na heterozigotne nositelje alela ab. (Slika
17.)

Uvjeti umnazanja reakcijske smjese bili su: 10 minuta na 95 °C; 45 ciklusa od 15 sekundi
na 95 °C i 1 minute na 60 °C.

Tablica 10. Protokol za izradu PCR reakcijske smjese za alelnu diskriminaciju HPA

polimorfizama.

Reagens HPA-1 | HPA2 | HPA3 | HPAS5
Volumen (uL)
[C (M) u20puL]
Tagman Genotyping 10
Master mix 2x [1x]
. 0,40 0,60 1,80 1,20
Pocetnica HPA-F [0,20] [0,30] [0,900] [0,600]
e 0,40 0,60 1,80 1,20
Pocetnica HPA-R [0,20] [0,30] [0,900] [0,600]
0,16 0,35 0,38 0,32
Sonda HPA-a [0,08] [0,175] [0,190] [0,160]
0,20 0,35 0,24 0,18
Sonda HPA-b [0,10] [0,175] [0,120] [0,090]
Sterilna voda 7,84 7,10 4,78 6,10
Genomska DNA 100 ng/uL 1
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Graficki prikaz alelne diskririnacije

5.0

4.0

an

HPA-2E

0o

Legenda
@ HPA-2a/a @ HPA-2b/b
HPA-2a/b I sp

Slika 17. Grafic¢ki prikaz alelne diskriminacije za HPA-2. Svaki ispitani uzorak prikazan je pomocéu
kruga. Na osi X nalaze intenzitet fluorescencije izvjestiteljske VIC boje a na osi Y intenzitet
fluorescencije izvjestiteljske FAM boje. Uzorci u desnom kutu osi X oznaceni crvenim krugovima
imali su porast VIC boje §to ih definira homozigotima za alel a (HPA-2aa), blizu osi Y nalaze se
plavim krugovima oznaceni uzorci koji su imali porast FAM boje te su stoga homozigoti za alel b
(HPA-2bb), dok se izmedu njih nalaze zelenim krugovima oznaceni uzorci koji su imali porast i
VIC i FAM boje $to ih ¢ini heterozigotnim nositeljima oba alela (HPA-2ab). U lijevom donjem
kutu grafa crni kvadrat oznac¢ava SP.

4.2.7. Genotipizacija polimorfizama P-SEL i PSGL-1

Navedeni polimorfizmi genotipizirani su metodom PCR s pocetnicama specifi¢nog slijeda
(engl. sequence specific primer, SSP) prema metodi Bugert i sur. (126).

U ovoj metodi umnazaju se istodobno dvije reakcijske smjese koje koriste istu uzvodnu
pocetnicu. U jednoj reakcijskoj smjesi koriste se nizvodna pocetnica komplementarna slijedu DNA
divljeg tipa, a u drugoj reakcijskoj smjesi koristi se nizvodna pocetnica komplementarna slijedu

rijedeg alela (mutacija ili polimorfizam). Kad nastane produkt samo prve reakcijske smjese,
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u uzorku postoji samo divlji tip alela. U sluéaju da nastane samo produkt druge reakcijske smjese,
u uzorku postoji samo rjedi oblik alela. Ako nastanu produkti u obje reakcijske smjese, u uzroku
postoji i jedan i drugi alel. Osim pocetnica za ispitivane alele, U obje reakcijske smjese nalazi se i
par pocetnica koji umnaza kontrolni gen, pri ¢emu nastanak umnozenog produkta predstavlja
pozitivnu kontrolu umnaZanja. Vizualizacija nastalih umnoZenih produkata izvodi se

elektroforezom u agaroznom gelu.

Reagensi potrebni za ove analize:

1) 10x PCR pufer I
Tris-HCI 100mM, pH 8.3
KCI 500 mM
MgCl> 15 mM

2) Deoksiribonukleozid-trifosfati (ANTP)
Smjesa otopine dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 10 mM

3) AmpliTag DNA Polimeraza, 250 U
Ili AmpliTag Gold DNA Polimeraza. 250 U

4) Oligonukleotidne pocetnice. 100 pM

PSEL 290S 5'- CTGGAAGCCCCCAG -3'
PSEL 290N 5'- CACCTGGAAGCCCCCAA -3
PSEL S290N 5'- TTGGACAGAATGGAGGTTGC -3

PSEL 562N 5'- CTCCACCTGYCATTTCTCTTGTA-3'
PSEL 562D 5'- CTCCACCTGYCATTTCTCTTGTG -3
PSEL N562D 5'- AAGTAGAACTGTCTTAGCAAGTAC -3'

PSEL 599V 5'- CACTTCCTACTCCAGGGG -3'
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PSEL 599L 5'- CACTTCCTACTCCAGGGT -3
PSEL V599L 5'- CAACATACAGGCACAATGGC -3

PSEL 715P  5'- GAGAATGGCCACTGGTCAA -3'
PSEL 715T 5'- GAGAATGGCCACTGGTCAC -3'
PSEL T715P 5'- GGATGGAAAGCAAGACCACT -3'

PSGL 62M  5'- CAGAAACGGAGCCTCCAGAAATG -3
PSGL 62l 5'- CAGAAACGGAGCCTCCAGAAATA -3
PSGL M621 5'- GCTGAATCCGTGGACAGGTTC -3'

Pocetnice za kontrolni gen fS-globin:
B-glob-F 5-' GGTTGGCCAATCTACTCCCAGG -3
B-glob-R 5- GCTCACTCAGTGTGGCAAAG -3

5) Sterilna destilirana voda

10x PCR pufer I, dNTP, AmpliTag DNA Polimerazu i AmpliTag Gold DNA Polimerazu
proizvela je tvrtka Applied Biosystems by Life Technologies, Foster City, SAD. Oligonukleotidne

pocetnice proizvela je tvrtka TIB Molbiol, Berlin, Njemacka.

Postupak:

Pripremljene su radne otopine razrijedenja 1:10 za pocetnice kontrolnog gena (kona¢na
konc. 10 pmol/uL). Za svakog ispitanika napravljeno je osam reakcijskih smjesa prema protokolu
u Tablici 11. za umnaZzanje alela P-SEL (S290, 290N, N562, 562D, V599, 599L, T715, T15P) i
dvije reakcijske smjese za umnazanje alela PSGL-1 (M62, 621), te su dodane pocetnice za
umnazanje gena f-globin, koji sluzi kao unutarnja kontrola umnazanja. Napravljena je modifikacija
izvorne metode za polimorfizam S290N za koji je koriStena AmpliTaq Gold DNA polimeraza
umjesto AmpliTaq DNA polimeraze ¢ijom uporabom nisu nastajali produkti umnazanja, te je zbog

promjene polimeraze produZeno vrijeme pocetne aktivacije polimeraze.
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Modifikacija je napravljena u kontaktu s autorom metode i za polimorfizam M621 jer s po¢etnicama
iz objavljenog rada, te navedenim temperaturama vezanja pocetnica tijekom PCR reakcije (126)
nisu nastajali ocekivani produkti.

UmnaZanje je provedeno u termobloku GeneAmp PCR System 2720 (Applied Biosystems
by Life Technologies, Foster City, SAD). Uvjeti za umnazanje polimorfizama N562D, V599L i
T715P bili su: 2 min na 95 °C; 10 ciklusa od 10 s na 95 °C, 1 min na 65 °C; 20 ciklusa od 10 s na
95°C,1minna6l°Ci20sna72°C;10 minna72°C;4°C w. U uvjetima za umnazanje S290N
produljeno je prvo vrijeme za aktivaciju enzima (10 min na 95 °C) dok su ostali uvjeti ostali isti.

Polimorfizam M621 umnazan je pod slijede¢im izmijenjenim uvjetima: 2 min na 95 °C; 10
ciklusa od 10 s na 95 °C, 1 min na 69 °C; 20 ciklusa od 10 sna 95°C, 1 minna 61 °Ci20sna72
°C; 10 min na 72 °C; 4 °C oo.

Razdvajanje umnozenih produkata ispitanika izvedeno je sustavom za elektroforezu u 2 %
agaroznom gelu s etidijevim bromidom u 1x TBE puferu uz umnozenu pozitivnu kontrolu, slijepu
probu (sterilnu vodu) i biljeg molekularne mase 100 pb (GE Healthcare, Chicago, SAD). Uvijeti za
elektroforetsko razdvajanje bili su 20 min na 190V i 150mA. Detekcija produkata umnazanja
izvedena je pomocu sustava za slikanje gela pod UV svjetlom G-box (Syngene, Cambridge, Velika
Britanija).

Aleli polimorfizama P-SEL i polimorfizma PSGL-1 odredeni su prema nastalim ulomcima
specifiéne veli¢ine, dok prisustvo ulomka veli¢ine 536 pb u svakoj jazici oznacava uspjesno

izvedenu PCR reakciju (umnozen dio gena S-globin kao unutarnja kontrola) (Slika 18.).

Tablica 11. Protokol za umnaZanje polimorfizama S290N, N562D, V599L i T715P gena P-SEL i
polimorfizma M621 gena PSGL-1.

Reagens VVolumen Koncentracija u 10 pL
10x PCR Pufer | 1,0 1X
dNTP 0,2 0,2mM
P-SEL Fili PSGL-1F 0,1 1,0 uM
P-SEL Rili PSGL-1R 0,1 1,0 uM
B-glob F 0,2 0,2 uM
B-glob R 0,2 0,2 uM
AmpliTag DNA polimeraza 01 05 U
(AmpliTag Gold DNA za S290N) ’ ’
Sterilna destilirana voda 7,1
Genomska DNA 10 ng/uL 1,0
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Slika 18. Elektroforetski prikaz umnozenih produkata polimorfizma N562D, V599L, S290N,
T715P gena P-SEL i polimorfizma M62I gena P-SGL1. Gornji ulomci pozitivnih PCR reakcija su
umnozena unutarnja kontrola (gen B-globulin) dok su donji ulomci umnozeni P-SEL i PSGL-1. U
prvom redu uzorci od 1 do 5 produkti su polimorfizma N562D veli¢ine 141 pb (1-NN, 2-DD, 3-
ND, 4-ND, 5-SP). Broj 6 je biljeg molekularne mase 100 pb, uzorci od 7 do 11 su produkti
polimorfizma V599L veli¢ine 278 pb (7-VV, 8-VL, 9-LL, 10-VV, 11-SP). U drugom redu na gelu
broj 11 je SP, broj 12 je biljeg molekularne mase 100 pb, a od 13-17 prikazani su produkti
polimorfizma S290N velicine 208 pb (13-SS, 14-SN, 15-NN, 16-SS, 17-SP). Od 18 do 22 prikazani
su produkti polimorfizma T715P veli¢ine 141 pb (18-TT, 19-TP, 20-PP, 21-TT. U tre¢em redu pod
brojem 22 je SP reakcijske smjese za polimorfizam T715P. Broj 23 je biljeg molekularne mase 100
pb, a od 24 do 28 su produkti polimorfizma M62I veli¢ine 184 pb za MM 1 185 pb za II (24-MM,
25-Ml, 26-11, 27-MM, 28-SP).
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4.2.8. Genotipizacija polimorfizma FV Leiden

Ova analiza izvedena je metodom PCR uz odredivanje polimorfizma duljine restrikcijskih
fragmenata (engl. restriction fragment length polymorphism, RFLP). Metoda se zashiva na
koristenju nizvodne i uzvodne pocetnice u PCR reakcijskoj smjesi kojima se umnozi dio DNA od
interesa. Zatim se nastali produkt umnazanja podvrgava digestiji s restrikcijskim endonukleazama
(RE) koje cijepaju to¢no odredeni slijed DNA u produktu. Ukoliko postoji zamjena nukleotida u
slijedu kojeg RE ciljano cijepa, ne¢e do¢i do digestije na tom mjestu. Elektroforezom se detektiraju

pocijepani fragmenti i ovisno o veli¢ini nastalih fragmenata donose se zakljucci o rezultatu analize.
Reagensi potrebni za ovu analizu:
1) 10x PCR pufer Il s MgCl:
Tris-HCI, 100mM, pH 8.3
KCI, 500 mM

MgClz, 25 mM

2) Deoksiribonukleozid-trifosfati (ANTP)
Smjesa otopine dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 10 mM

3) AmpliTaq DNA Polimeraza, 250 U

4) Oligonukleotidne pocetnice, 100 uM
FVI1 5°- GGAACAACACCATGATCAGAGCA - 3’
FV 11 5’- TAGCCAGGAGACCTAACATGTTC - 3’

5) Sterilna voda

6) Restrikcijska endonukleaza Mnll, 500 U
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10x PCR pufer Il ,dNTP i AmpliTag DNA Polimerazu proizvela je tvrtka Applied Biosystems by
Life Technologies, Foster City, SAD. Oligonukleotidne pocetnice proizvela je tvrtka TIB Molbiol,
Berlin, Njemacka, dok je restrikcijska endonukleaza Mnll proizvedena u Ipswich, Massachusetts,
SAD u tvrtci New England Biolabs.

Postupak:

Za svakog ispitanika pripremi se reakcijska smjesa za PCR prema metodi Zoller i sur. (184).
Nakon umnazanja nastaju produkti koji se preko noci inkubiraju na 37 °C s restrikcijskom
endonukleazom Mnll. Uz uzorke, u PCR reakciju bili su ukljuceni i pozitivna kontrola (heterozigot
za FV Leiden) i slijepa proba. Umnazanje DNA provedeno je prema protokolu u Tablici 12. na
uredaju GeneAmp PCR System 2720 (Applied Biosystems by Life Technologies, Foster City,
SAD) pod slijede¢im uvjetima: 5 min na 94 °C; 30 ciklusa od 60 s na 93 °C,30sna62°Ci 1,5
min na 72 °C; 10 min na 72 °C; 4 °C «. Nakon umnazanja napravljena je kontrolna elektroforeza
nastalih produkata s 2 % agaroznim gelom obojenim etidij bromidom u 1x TBE puferu, uz biljeg

molekularne mase, pri ¢emu je reakcija bila uspjesna ukoliko postoje produkti umnaZanja veli¢ine

287 pb.

Tablica 12. Protokol za izradu PCR reakcijske smjese za analizu polimorfizma FV Leiden.

Reagens Volumen (uL) Koncentracija u 50 pL
10x PCR pufer s MgCl» 50 1X
MgCl, 5,0 2,50 mM
dNTP 4,0 0,8 mM
Pocetnica FV 1 0,22 0,44 uM
Pocetnica FV 11 0,22 0,44 uM
AmpliTaq DNA Polimeraza 0,25 1,25 U
Sterilna destilirana voda 34,0
Genomska DNA 80 ng/uL 1,0

Uspjesno umnozeni produkti inkubiraju se preko no¢i s restrikcijskim enzimom Mnll.
Nastali fragmenti podvrgavaju se elektroforetskom razdvajanju u 3 % agaroznom gelu visoke
rezolucije obojenom etidij bromidom uz biljeg molekularne mase 100 pb (GE Healthcare, Chicago,
SAD) te uvjete razdvajanja od 120V, 180mA, 2h. Nakon tog slijedi vizualizacija fragmenata
pomocu sustava za slikanje gela pod UV svjetlom G-box (Syngene, Cambridge, Velika Britanija).
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U nositelja divljeg tipa gena FV cijepanjem umnozenog produkta od 287 pb nastaju
fragmenti veli¢ine 157 pb, 93 pb i 37 pb. U slucaju prisutnosti FV Leiden gubi se jedno mjesto
cijepanja s RE Mnll. Zbog toga u nositelja oba mutirana alela (homozigoti) nastaju samo fragmenti
veli¢ine 157 pb i 130 pb, dok kod nositelja jednog alela divljeg tipa i jednog mutiranog
(heterozigoti) nastaje kombinacija prethodno navedenih fragmenata veli¢ine 157 pb, 130 pb, 93 pb
i 37 pb (Slika 19.).

1. 2 3.4 5 6 7 8 9 10+1 12 13414 15 16 17 48 19 20

Slika 19. Genotipizacija FV Leiden pomocu elektroforetskog razdvajanja fragmenata nastalih
nakon digestije produkata umnazanja s RE. U jazicama pod brojevima 1,2, 3,5, 7 do 121 14 do
18 nastali su fragmenti koji odgovaraju divljem tipu gena FV. U jaZici broj 4 i 13 nastali su
fragmenti koji ukazuju na heterozigotne nositelje FV Leiden. Biljeg molekularne mase 100 pb
prikazan je u jazici 6. Pozitivna kontrola (ranije dokazan heterozigot FV Leiden) nalazi se u jazici
19 a slijepa proba u jazici 20.
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4.2.9.

Genotipizacija polimorfizma FIl G20210A

Ova analiza izvedena je metodom PCR-RFLP.

Reagensi potrebni za ovu analizu:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7) Govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin, BSA), 1mg/mL

10x PCR pufer Il s MgCl»
Tris-HCI, 100mM, pH 8.3
KCI, 500 mM
MgCl225 mM

Deoksiribonukleozid-trifosfati (ANTP)
Smjesa otopine dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 10mM

AmpliTaq DNA Polimeraza, 250 U
Oligonukleotidne pocetnice, 100 uM

FII15- TCTAGAAACAGTTGCCTGGC -3’
FII 1T 5> ATAGCACTGGGAGCATTGAAGC 3’

Sterilna voda

Restrikcijska endonukleaza HindlIl11, 5000 U

10x PCR pufer Il dNTP i AmpliTag DNA Polimerazu proizvela je tvrtka Applied Biosystems

by Life Technologies, Foster City, SAD. Oligonukleotidne pocetnice proizvela je tvrtka TIB

Molbiol, Berlin, Njemacka, dok je restrikcijska endonukleaza Hind 111 proizvedena u tvrtci Roche,

Basel, Svicarska.
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Postupak:

Za svakog ispitanika pripremila se reakcijska smjesa za PCR prema metodi Poort i sur.
(161). Nakon umnazanja nastali produkti su preko no¢i inkubirani na 37 °C s restrikcijskom
endonukleazom Hindlll. Uz uzorke, u PCR reakciju bili su ukljuéeni i pozitivna kontrola
(heterozigot za FIl G20210A) i slijepa proba.

Umnazanje DNA provedeno je prema protokolu u Tablici 13. na uredaju GeneAmp PCR
System 2720 (Applied Biosystems by Life Technologies, Foster City, SAD) pod slijede¢im
uvjetima: 4 min na 94 °C; 32 ciklusa od 60 s na 93 °C, 1 min na 55 °C i 1 min na 67 °C; 10 min na
4 °C; 4 °C «. Nakon umnazanja napravljena je kontrolna elektroforeza nastalih produkata u 2 %
agaroznom gelu obojenom etidij bromidom u 1x TBE puferu uz biljeg molekularne mase pri ¢emu
je reakcija bila uspjesna ukoliko postoje produkti umnazanja veli¢ine 345 pb.

Tablica 13. Protokol za izradu reakcijske PCR reakcijske smjese za analizu FIl G20210A.

Reagens Volumen (uL) | Koncentracija u 50 plL
10X PCR pufer s MgCl; 5,0 1X
MgCl, 4,0 2,0mM
dNTP 4,0 0,8 uM
BSA 50 0,1 mg/mL
Pocetnica FII 1 0,2 0,4 uM
Pocetnica FII 11 0,2 0,4 uM
AmpliTaq DNA Polimeraza 0,2 10U
Sterilna destilirana voda 29,4 /
Genomska DNA 300 ng/uL 2,0 12 ng

Uspjesno umnozeni produkti podvrgavaju se preko no¢i inukbaciji s restrikcijskom
endonukleazom Hindlll. Nastali fragmenti podvrgavaju se elektroforetskom razdvajanju u 3 %
agaroznom gelu visoke rezolucije obojenom etidij bromidom uz biljeg molekularne mase 100 pb
(GE Healthcare, Chicago, SAD) te uvjete razdvajanja od 120V, 180mA, 3h i 30 min. Nakon tog
slijedi vizualizacija fragmenata pomoc¢u sustava za slikanje gela pod UV svjetlom G-box (Syngene,
Cambridge, Velika Britanija).

Restrikcijska endonukleaza HindIII cijepat ¢e produkt umnazanja samo ukoliko postoji
zamjena nukleotida gvanina u adenin (polimorfizam G20210A) na ciljnom mjestu za cijepanje. U
ispitanika s divljim tipom gena Fll ne¢e doc¢i do digestije s RE i produkt umnazanja ostati ¢e u
izvornoj veli¢ini od 345 pb. U heterozigota s jednim mutiranim alelom nastati ¢e fragmenti veli¢ine

345 pb i 322 pb (Slika 20.) dok ¢e u homozigota nastati fragmenti veli¢ine 322 pb i 23 pb.
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Slika 20. Genotipizacija FIl G20210A pomocu elektroforetskog razdvajanja fragmenata nastalih
nakon digestije umnozenih produkata s RE. U jazicama pod brojevima 1 do 6, 8 do 10 i 12 do 18
nije doslo do digestije s RE stoga ovi ispitanici imaju divlji tip gena FIl. U jazici broj 7 vidimo
fragment veli¢ine 322 1 intaktni fragment 345 pb Sto znali da je ispitanik heterozigot za Fll
G201210A. U jazici broj 11 nalazi se biljeg molekularne mase 100 pb. Pozitivnu kontrolu (poznati
heterozigot G20210A) vidimo u jaZici 19 dok je slijepa proba u jaZici broj 20.

4.3. Statisticka analiza

Statisti¢ka analiza podataka napravljena je uporabom programa MedCalc verzija 17.2.
(MedCalc Software, Ostend, Belgija) i statistiCko-programskog jezika R verzija 3.2.2. (R Core
Team, Bec, Austrija)

Normalnost razdiobe kvantitativnih varijabli ispitana je Kolmogorov-Smirnovljevim
testom. Ako su rezultati imali normalnu razdiobu, prikazani su pomocu srednje vrijednosti (X) i
standaradne devijacije (SD), te je usporedba medu podacima dvije skupine bolesnika provedena t-
testom za nezavisne uzorke. Ukoliko rezultati nisu slijedili normalnu razdiobu prikazani su pomocu
medijana (M) 1 interkvartilnog raspona (IQR), dok je za usporedbu rezultata izmedu dvije grupe

bolesnika koristen Mann-Whitneyev test. Vrijeme pracenja bolesnika, vrijeme proteklo do
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nastanka prve tromboze te dob bolesnika prikazani su medijanom i minimalnim i maksimalnim
rasponom.

Usporedba broja muskaraca i zena unutar jedne skupine te izmedu skupina napravljena je
testom usporedbe proporcija. Za odabir optimalnih grani¢nih vrijednosti (engl. cutoff value)
kvantitativnih varijabli koristili smo ROC krivulju (engl. receiver-operating charachteristic
analysis). Nakon toga kvantitativne varijable prevedene su u kategoricke nominalne varijable (vise
ili nize od grani¢ne vrijednosti) te je njihova znacajnost ispitana hi-kvadrat (y?) testom uz izra¢un
odjeka rizika (engl. odds ratio, OR) uz pripadaju¢e 95% intervale pouzdanosti (engl. confidence
interval, CI).

Statisticki znaCajna razlika izmedu kategorickih varijabli (spol, podskupina MPN,
prisutnost mutacije V617F, genotip, alel) ispitivana je Fisherovim egzaktnim (ukoliko je broj
podataka < 5) ili hi-kvadrat testom. Za kategori¢ke varijable izra¢unali Sm0 mogucéu povezanost s
nastankom tromboze koriste¢i OR uz pripadaju¢e 95% CI prema dominantnom modelu u kojem
su homozigoti divljeg tipa usporedeni s heterozigotnim i homozigotnim varijantama.

Utjecaj istrazivanih varijabli na nastanak tromboze ispitan je za cijelu skupinu te za vrste
tromboze modelom logisticke regresije. Svaka varijabla je prvo ispitana univarijantnom
regresijskom analizom pri ¢emu je P vrijednost < 0,05 smatrana statisticki znacajnom razlikom.
Rezultati logisti¢ke regresije prikazani su kao OR uz pripadaju¢e 95% CI. Kad je pokazano da
neke varijable imaju statisti¢ki znacajnu razliku za njih je napravljen multivarijantni regresijski
model pri ¢emu je P vrijednost < 0,05 smatrana statisti¢ki zna¢ajnom razlikom.

Hardy Weinbergova ravnoteza izra¢unata je kalkulatorom Courtlab-HW, dok je odstupanje
od Hardy-Weinbergove ravnoteze (razlika izmedu dobivenih i o¢ekivanih genotipova) ispitano y>
testom.

Ucestalosti haplotipova za HPA -1, -2, -3, -5, P-SEL S290N, N562D, V599L, T715P,
PSGL-1 M62I, FV Leiden i FIl G20210A odredene su uporabom programa za statistiCku analizu
povezanosti haplotipova i bolesti HAPSTAT, verzija 3.0 (Danyu Lin, Sjeverna Karolina, SAD).
Usporedba ucestalosti haplotipova izmedu skupina ispitana je x? testom.

Ucestalosti kombinacije genotipova FV Leiden, FII G20210A, HPA-5, P-SEL i
PSGL-1 te njihova povezanost s nastankom tromboze odredene su putem modela multifaktorskog
smanjenja dimenzija (engl. Model Based Multifactor Dimensionality Reduction) uporabom R

paketa mbmdr verzija 2.6. gdje je najprije svaka kombinacija genotipova testirana za povezanost s
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nastankom tromboze permutacijskim testom koriste¢i Waldovu statistiku. Doprinos najznac¢ajnijih
kombinacija genotipova s nastankom tromboze je potom ispitan univarijantnom logistickom
regresijom kako bi se izracunali OR 1 95% CI.

Napravljeni su probni prediktivni modeli za nastanak tromboze koriste¢i logisti¢ku
regresiju koji su zatim usporedeni pomoc¢u parametra koja procjenjuje prediktivnu moguénost
pogreske i kvalitetu modela u odnosu na druge modele (engl. Akaike information criterion, AIC)
pri ¢emu je model u kojem je ta vrijednost bila najniza smatran najboljim.

Osim toga, za svaki prediktivni model provjerili smo Hosmer-Lemeshow pretpostavljeni
oblik distribucije (engl. Hosmer-Lemeshow goodnes of fit, H-L GOF) koji prikazuje koliko
pouzdano se dobiveni rezultati slazu s napravljenim modelom, pri ¢emu je vrijednost > 0,05 uzeta
kao mjera dobrog modela.

Kako bi se u modele uklju¢io parametar vremena, tj. pratilo prezivljenje bolesnika bez
nastanka tromboze za vrijeme trajanja studije, napravljena je i Coxova regresijska analiza gdje su
rezultati graficki prikazani (Forest plot) uz dobivene vrijednosti omjera rizika (engl. Hazard ratio,
HR) te 95% intervale pouzdanosti.

Takoder su napravljene i1 Kaplan-Meier krivulje prezivljenja. Analize prezivljenja bez
nastanka tromboze uz sve navedene grafi¢ke prikaze napravljene su pomocu sljede¢ih R paketa:
survival verzija 2.38 za Coxovu regresijsku analizu, forestplot verzija 1.9 i ggplot2 verzija 3.2.1 za
Forest plot te ggkm verzija 1.0 i ggplot2 verzija 3.2.1 za Kaplan-Meier krivulje prezivljenja.
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5. REZULTATI

U istrazivanje je bilo ukljuceno 258 bolesnika i 258 zdravih ispitanika istog spola i iste
dobi. Prema dijagnozi bilo je 134 ET bolesnika, 70 PV bolesnika i 54 PMF bolesnika.Vrijeme

prac¢enja bolesnika od trenutka ukljucenja u istrazivanje do zavrsSetka istrazivanja imalo je medijan

od 58 mjeseci uz raspon od 10-74 mjeseca. Obzirom da je dio bolesnika imao postavljenu dijagnozu

prije pocetka istrazivanja medijan vremena prac¢enja bolesnika i svih trombotickih dogadaja iznosio

je 67 mjesec uz raspon od 15-463 mjeseca.

5.1. Ucestalost i vrste nastalih tromboza

U ovom istrazivanju 79 (30,6 %) Ph(-) MPN bolesnika dozivjelo je 109 trombotickih
dogadaja, od kojih je bilo 72 arterijska (66,1 %) i 37 venskih (33,9 %) (Tablica 14.).

Tablica 14. Vrste i broj nastalih trombotickih dogadaja prema dijagnozi bolesnika.

Vrsta trombotickog dogadaja ET bolesnici PV bolesnici PMF bolesnici
Arterijske tromboze i velike aterosklerotske promjene
Ishemijski mozdani udar 7 12 5
Infarkt miokarda 6 2 8
Prolazni ishemijski napadaj 8 4 1
Infarkt slezene 5 1 1
OKluzija karotidne arterije 2 / 1
OkKluzija femoralne arterije 1 / /
Okluzija subklavijalne arterije / / 1
Aortoilija¢na bolest / 3 /
Embolija arterija ruke 1 / /
Embolija arterija stopala 1 / /
Intrauterini zastoj u rastu 1 1 /
Venske tromboze
Duboka venska tromboza noge 4 4 2
Duboka venska tromboza abdominalnih vena 1 1 4
Plu¢na embolija 3 2 3
Duboka venska tromboza uz pluénu emboliju 1 / /
Povrsinski tromboflebitisi 1 1 2
Duboka venska tromboza ruke 3 / 2
Tromboza retinalne vene 1 / /
Tromboza venskih sinusa mozga / 2 /
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Tri PV i tri ET bolesnika razvili su tijekom zivota arterijsku i vensku trombozu pri ¢emu
su ubrojani u skupinu bolesnika s arterijskom i skupinu bolesnika s venskom trombozom.

Ucestalost tromboze u ET bolesnika bila je 26,9 % pri ¢emu je 29 ET bolesnika dozivjelo
32 arterijske tromboze dok je 10 bolesnika dozivjelo 14 venskih tromboza (Slika 21.).

Prikaz broja ET bolesnika prema pojavi i vrsti tromboze

M arterijska
Bvenska

Mobje

Bbez tromboze

Slika 21. Prikaz broja ET bolesnika prema pojavi i vrsti tromboze.

U skupini PV bolesnika trombozu je nastala u 34,3 % bolesnika pri ¢emu je 19 bolesnika

imalo 23 arterijske tromboze dok je u 8 bolesnika nastalo 10 venskih tromboza (Slika 22.).

Prikaz broja PV bolesnika prema pojavi i vrsti tromboze

B arterijska
Bvenska
Bobje

Bbez tromboze

Slika 22. Prikaz broja PV bolesnika prema pojavi i vrsti tromboze.
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Od 19 PMF bolesnika (35,2 %) koji su imali trombozu 11 bolesnika je imalo 17 arterijskih
tromboza dok je u 8 bolesnika nastalo 13 venskih tromboza (Slika 23.)

Prikaz broja PMF bolesnika prema pojavi i vrsti tromboze

Barterijska
Bvenska

Bbez tromboze

Slika 23. Prikaz broja PMF bolesnika prema pojavi i vrsti tromboze.

5.2. Podjela bolesnika prema spolu

Osnovne karakteristike bolesnika prema spolu i dijagnozi prikazane su u Tablici 15.
U skupini svih Ph(-) MPN bolesnika bilo je viSe Zena, kao i u skupini ET bolesnika (P < 0,001 i
P <0,001). U PV i PMF skupinama nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u broju muskih i zenskih

bolesnika.

Tablica 15. Raspodjela bolesnika prema spolu uz podjelu prema dijagnozi.

Spol, N (%)
Skupina N P
Muski Zenski
Svi Ph(-) MPN bolesnici 258 104 (40,3) 154 (59,7) <0,001
ET bolesnici 134 40 (29,9 94 (70,1) <0,001
PV bolesnici 70 34 (48,6) 36 (51,4) 0,866
PMPF bolesnici 54 30 (55,6) 24 (44,4 0,336

Za usporedbu ugestalosti koristen je y? test
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5.3.  Spol bolesnika ovisno o pojavi tromboze i vrsti tromboze

Nakon s§to smo podijelili bolesnike prema spolu i nastanku tromboze, nismo nasli
povezanost spola s nastankom tromboze u cijeloj skupini Ph(-) MPN bolesnika kao niti prilikom
svrstavanja u dijagnosti¢ke skupine (Tablica 16.).

Tablica 16. Raspodjela bolesnika prema spolu i trombozi uz podjelu prema dijagnozi.

Bolesnici s Bolesnici Bolesnici s Bolesnici s
Skupina bez P arterijskom p* venskom p**
trombozom

tromboze trombozom trombozom
SVPROMPN | 38141 66/113 | 0,119 28/31 0,197 12/14 0,831
ET bolesnici 14/22 26/72 0,241 12/17 0,166 3/7 1,000
PV bolesnici 13/11 21/25 0,671 10/9 0,785 4/4 1,000
PMF bolesnici 11/8 19/16 0,975 6/5 1,000 5/3 1,000

Vrijednosti prikazane kao broj muskaraca/broj Zena

Za usporedbu ucestalosti koristen ¥ ili Fisherov egzaktni test

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze

5.4. Dob bolesnika prilikom postavljanja dijagnoze prema spolu

Karakteristike bolesnika prema dobi i spolu prilikom postavljanja dijagnoze prikazane su
u Tablici 17. Nije bilo statisticki znacajne razlike u godinama izmedu svih bolesnika podijeljenih
po spolu kao ni nakon podjele prema spolu i skupinama bolesti. Prosjecna dob postavljanja
dijagnoze Ph(-) MPN za sve bolesnike bila je 59 godina, dok su nakon podjele u skupine najstariji

bili PV bolesnici s prosjecnom dobi od 64 godine, a najmladi ET bolesnici s prosje¢nom dobi od

55 godina.
Tablica 17. Dob bolesnika prema spolu i podjela na skupine bolesti.
Skupina Dob, godine Dob muskarci, godine Dob Zene, godine P
Svi Ph(-) MPN 59 59 60 0943
bolesnici (18-92) (25-83) (18-92) '
- 55 60 54
ET bolesnici (18-92) (25-82) (18-92) 0,312
- 64 60 68
PV bolesnici (29-84) (29-83) (31-84) 0,107
- 62 58 68
PMF bolesnici (24-85) (30-80) (24-85) 0,088

Vrijednosti prikazane kao medijan uz raspon najvise i najnize vrijednosti, a za njihovu usporedbu koristen je Mann-
Whitney test za nezavisne uzorke
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5.5. Dob bolesnika prilikom postavljanja dijagnoze i prema nastanku

tromboze

U Tablici 18. prikazani su rezultati analize dobi bolesnika prilikom postavljanja dijagnoze
uz podjelu ovisno o nastanku tromboze te vrsti tromboze. Pri tome je ustanovljeno da u grupi svih
Ph(-) MPN bolesnika postoji statisticki znacajna razlika u dobi bolesnika s trombozom i bez
tromboze (63 vs. 57 godina, P = 0,022). U istoj skupini pronadeno je da su bolesnici s arterijskom
trombozom bili stariji prilikom postavljanja dijagnoze u odnosu na bolesnike bez tromboze (65 vs.
57 godina, P = 0,008).

U skupini ET bolesnika, takoder su bolesnici s trombozom bili stariji u odnosu na bolesnike
bez tromboze (65 vs. 52 godine, P = 0,008), a isto je utvrdeno i u ET bolesnika s arterijskom
trombozom koji su bili stariji u odnosu na bolesnike bez tromboze (65 vs. 52 godine, P = 0,009).
U ET bolesnika s venskom trombozom dob nije bila statisti¢ki zna¢ajno razli¢ita u odnosu na

bolesnike bez tromboze.

Tablica 18. Dob bolesnika prilikom postavljanja dijagnoze u godinama te usporedba bolesnika

prema nastanku i vrsti tromboze i dijagnozi.

Bolesnici s Bolesnici Bolesnici s Bolesnici s
Skupina bez P arterijskom P* venskom p**
trombozom
tromboze trombozom trombozom
Svi Ph(-) MPN 63 57 65 59
bolesnici (23-92) 18-00) | %022 |  (s5.72y | 0008} (55 | 0698
.. 65 52 65 63
ET bolesnici (23-02) (18-90) 0,008 (23-02) 0,009 (38-82) 0,079
L. 64 64 64 58
PV bolesnici (29-81) (31-84) 0,785 (34-81) 0,423 (29-69) 0,128
.. 58 63 71 57
PMF bolesnici (30-81) (24-85) 0,821 (30-81) 0,928 (44-79) 0,618

Vrijednosti prikazane kao medijan i raspon najvise i najnize vrijednosti, a za njihovu usporedbu koristen je Mann-
Whitney test za nezavisne uzorke

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze

** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze
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5.6. Dob bolesnika prilikom nastanka prve tromboze i razlike u spolu

Dob prilikom nastanka prve tromboze u kohorti svih Ph(-) MPN bolesnika bila je statisticki
znacajno niza u muskih u odnosu na Zenske bolesnike (56 vs. 64 godine, P = 0,026). Kad su
bolesnici podijeljeni prema dijagnozama, dob pri nastanku tromboze viSe se nije razlikovala u
muskih i zenskih bolesnika. Takoder, nije bilo statisticki znacajne razlike u pojavnosti tromboze

izmedu muskih i zenskih bolesnika (Tablica 19.).

Tablica 19. Dob bolesnika prilikom nastanka prve tromboze uz podjelu prema spolu i prema

dijagnozi.
Dob prilikom prve tromboze, Spol, N
N godine (%)
Skupina pP* p**
ukupno
Svi Muskarci Zene Muskarci Zene

Svi Ph(-) MPN 61 56 64 38 41
bolesnici ° 2392) | (23-81) | (2592 | °9% | (g3 Lo | %70

.. 60 53 64 14 22
ET bolesnici 36 (23-92) (23-79) (25-02) 0,105 (38.9) (61,1) 0,099

.. 64 62 64 13 11
PV bolesnici 24 (28-81) (28-81) (37-77) 0,487 (54.2) (45.8) 0,773

. 58 56 72 11 8
PMF bolesnici 19 (38-78) | 370) | 3878) | %7 | (579) 421y | 0516

* Vrijednosti prikazane kao medijan uz raspon najvise i najnize vrijednosti, a za njihovu usporedbu koristen je Mann-
Whitney test za nezavisne uzorke
** Za usporedbu ucestalosti koriSten je y? test

Dob prilikom postavljanja dijagnoze analizirana je pomo¢u ROC krivulje pri ¢emu su
dobivene grani¢ne vrijednosti za bolesnike s arterijskom i venskom trombozom. Broj bolesnika s
viSom i nizom vrijednosti od grani¢ne vrijednosti testiran je 2 testom i prikazan uz odjeke rizika i
95% interval pouzdanosti (Tablica 20.).

Ph(-) MPN bolesnici kojima je dijagnoza postavljena nakon 55 godine zivota kao i ET
bolesnici iste dobi imaju 2,59 puta odnosno 4,56 puta veci rizik za nastanak arterijske tromboze u
odnosu na mlade bolesnike (P = 0,006 i P = 0,002). ET bolesnici koji su stariji od 54 godine
prilikom postavljanja dijagnoze imaju 5,56 puta veci rizik za nastanak venske tromboze (P =

0,041).
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Tablica 20. Grani¢ne vrijednosti dobi prilikom postavljanja dijagnoze za nastanak arterijske i

venske tromboze.

Arterijska tromboza Venska tromboza
Skupina Dob prilikom OR Dob prilikom OR
postavljanja P postavljanja P
dijagnoze, godine | (95% CI) dijagnoze, godine | (95% Cl)
Svi Ph(-) MPN 2,59 1,44
bolesnici > 9 (135-500) | %% >4 (057-361) | °°™®
- 4,56 5,56
ET bolesnici >55 (1,78-11,68) 0,002 > 54 (1,12-27,56) 0,041
. 3,15 8,37
PV bolesnici >59 (0,91-10,95) 0,093 <69 (0,45-154,53) 0,089
. 3,00 3,56
PMF bolesnici > 68 (0,74-12,10) 0,153 <ol (0,63-20,16) 0,240

Grani¢na vrijednost dobivena analizom ROC krivulje, rezultati su pretvoreni u kategoricke varijable i ispitani ? testom
uz odgovaraju¢i OR i 95% ClI

5.7. Terapija Ph(-) MPN bolesnika

Za Ph(-) MPN bolesnike koji su dijagnosticirani od 2011. godine do 2017. godine analizirali
smo podatke o terapiji prilikom postavljanja dijagnoze te njihov moguci utjecaj na nastanak
tromboze. Bolesnike smo podijelili na one bez terapije i one s terapijom antidijabetikom,
antihipertenzivom, antilipemikom, tromboreduktivnim i citoreduktivnim lijekovima,
antiagregacijskim i antikoagulacijskim lijekovima, inhibitorima JAK2 kinaze i venepunkcijama te
smo usporedili bolesnike s istom dijagnozom u kojih je nastala tromboza odnosu na one bez
tromboze. Uz to smo podjelili bolesnike i prema vrsti tromboze i usporedili njihovu terapiju i
terapiju bolesnika bez tromboze. Ph(-) MPN bolesnici s trombozom bili su ¢eS¢e na terapiji
inhibitorima trombocita, aktiviranog faktora X (klopidogrel i rivaroxaban, P = 0,006) i
antikoagulantnoj terapiji (varfarin, P<0,001), dok su bolesnici s venskom trombozom uz istu tu
terapiju (P < 0,001, P < 0,001) ¢es¢e uzimali i antiagregacijski lijek (acetilsalicilna kiselina, P =
0,013).

U ET bolesnika s trombozom bilo je viSe bolesnika koji su bili na antikoagulantnoj terapiji
(varfarin, P < 0,001), dok je u ET bolesnika s arterijskom trombozom vise bolesnika bilo na
antikoagulantnoj (vafarin, P < 0,001) i citoreduktivnoj terapiji (hidroksiureja, P = 0,024). U ET
bolesnika s venskom trombozom bila je ¢eS¢a primjena antikoagulacijske terapije (varfarina, P <

0,001). PV bolesnici s trombozom i s venskom trombozom ¢esc¢e su uzimali antikoagulacijsku
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terapiju (varfarin, P = 0,050 i P < 0,001). U PMF bolesnika nije bilo razlike u terapiji izmedu
bolesnika s trombozom i bez tromboze.

5.8. Vrijeme proteklo od tromboze do postavljanja dijagnoze Ph(-) MPN

Utvrdeno je da prvi tromboticki dogadaj kod svih bolesnika najcesc¢e nastao iste godine kad

je i postavljena dijagnoza Ph(-) MPN.

Na Slici 24. za 79 bolesnika s trombozom prikazan je vremenski raspon u godinama od
nastanka prve tromboze u odnosu na godinu postavljanja dijagnoze koja je oznacena brojkom 0
(negativne vrijednosti su vrijeme u godinama prije postavljanja dijagnoze a pozitivne nakon) pri

¢emu je vidljivo da je kod 30 bolesnika (38,0 %) tromboza nastala iste godine kad je postavljena
dijagnoza Ph(-) MPN.

Svi Ph(-) MPN bolesnici
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Slika 24. Vrijeme u godinama od nastanka prve tromboze u odnosu na godinu u kojoj je postavljena
dijagnoza bolesti u skupini svih Ph(-) MPN bolesnika.

| kod ET bolesnika prisutan je isti trend u kojem je u 16 bolesnika (44,4 %) prva tromboza
nastala prilikom postavljanja dijagnoze ET (14 bolesnika s arterijskom i dva s venskom

trombozom). U tom periodu najcesce arterijske tromboze bile su ishemijski mozdani udar te infarkt
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miokarda, svaki od navedenih nastao je u Cetiri bolesnika. Od venskih tromboza u dva bolesnika
nastale su duboke venske tromboze. U 14 bolesnika (38,9 %) tromboza je nastupila vise od godinu
dana prije postavljanja dijagnoze pri ¢emu je u devet bolesnika nastala arterijska a u pet venska
tromboza. Od arterijskih tromboza nastalih prije postavljanja dijagnoze naj¢es¢i je bio infarkt
miokarda, koji je nastupio u tri bolesnika. Kao najc¢esc¢i venski dogadaj prije dijagnoze zabiljezena
je duboka venska tromboza u Getiri bolesnika. Sest bolesnika (16,7 %) imali su trombozu nakon
jedne ili viSe godina od trenutka postavljanja dijagnoze. U Cetiri bolesnika nastala je arterijska
tromboza, od kojih je u dva bolesnika nastao prolazni ishemijski napadaj kao najée$¢i oblik

tromboze, dok je razli¢ita venska tromboza nastala u dva bolesnika (Slika 25.).
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Slika 25. Vrijeme u godinama od nastanka prve tromboze u odnosu na godinu u kojoj je postavljena
dijagnoza bolesti u skupini ET bolesnika.

Raspodijela tromboza prema vremenu njihovog nastanka u PV bolesnika prikazana je na
Slici 26. Jedanaest bolesnika (45,8 %) trombozu je dozivjelo prilikom postavljanja dijagnoze pri
¢emu je osam bolesnika imalo arterijsku, a tri vensku trombozu. Ishemijski mozdani udar nastao
je u cetiri bolesnika Sto ga Cini najéeS¢om arterijskom trombozom u trenutku postavljanja
dijagnoze. U pet bolesnika (20,8 %) nastala je tromboza godinama prije postavljanja dijagnoze pri

¢emu je svih pet bolesnika imalo iskljucivo arterijsku trombozu (tri bolesnika imala su
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ishemijski mozdan udar a dva bolesnika infarkt miokarda). Jednu ili vise godina nakon postavljanja
tromboze, trombozu je dozivjelo osam bolesnika (33,4 %) od kojih je bilo Sest arterijskih i dvije
venske tromboze. Od arterijskih tromboza nastalih godinu ili viSe nakon postavljanja dijagnoze
najéeSc¢e su bile ishemijski mozdani udar i prolazni ishemijski napadaj (svaki se pojavio u dva

bolesnika) dok su dva bolesnika imala duboku vensku trombozu.

PV bolesnici

15
]
= 10
=
wn
=
[=) 5
=
= o

23-19_15 9 6 o . ....
2 4 8 9

vrijeme u godinama od dijagnoze do prve tromboze

Slika 26. Vrijeme u godinama od nastanka prve tromboze u odnosu na godinu u kojoj je postavljena

dijagnoza bolesti u skupini PV bolesnika.

PMF je jedina skupina bolesnika kod kojih je nastanak tromboze imao najveéu pojavnost
godinu dana ili vise nakon postavljanja dijagnoze $to je opazeno u 9 bolesnika (47,4 %) od kojih
je troje bolesnika imalo arterijsku trombozu, a Sest bolesnika vensku trombozu (31,6 %). Naj¢esci
arterijski trombotic¢ki dogadaj u tom periodu bio je infarkt miokarda u dva bolesnika dok je najéeséi
venski bio tromboza abdominalnih vena koji se dogodio u tri bolesnika. Prvi trombotic¢ki dogadaj
u sedam bolesnika (36,8 %) nastao je godinu ili viSe dana prije postavljanja dijagnoze pri cemu je
nastalo pet arterijskih tromboza i dvije venske. Najcesca arterijska tromboza tih bolesnika bio je
infarkt miokarda koji je nastao u cetiri bolesnika dok je jedini venski dogadaj koji se pojavio u dva
bolesnika bila plu¢na embolija. Tri bolesnika (15,8 %) trombozu su dozivjeli iste godine kad im je
postavljena dijagnoza pri ¢emu su dva bolesnika imali arterijsku trombozu a jedan bolesnik vensku
trombozu (Slika 27.).
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Slika 27. Vrijeme u godinama od nastanka prve tromboze u odnosu na godinu u kojoj je postavljena
dijagnoza bolesti u skupini PMF bolesnika.
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5.9. Prethodna tromboza

Od 79 Ph(-) MPN bolesnika s trombozom 20 (25,3 %) bolesnika imalo je ponavljajuce
tromboze (tromboza nakon prethodne tromboze) (Tablica 21.). Pri tome je u Ph(-) MPN bolesnika
s trombozom rizik za nastanak ponavljajuce tromboze bio povec¢an 3,03 puta u odnosu na bolesnike
bez tromboze. ET bolesnici s trombozom imali su 3,50 puta ve¢i rizik za nastanak nove tromboze,
dok u PV i PMF bolesnika rizik za nastanak nove tromboze nije bio statisticki znac¢ajno visi u
odnosu na bolesnike sa samo jednom trombozom. Ponavljaju¢e tromboze bile su najrjede u ET
bolesnika (22,2 %), a najces¢e u PV bolesnika (29,2 %).

Tablica 21. Broj bolesnika ovisno broju tromboza podijeljenih prema dijagnozama u usporedbi s

bolesnicima bez tromboze.

Bolesnici sa samo Bolesnici s
. Bolesnici bez | . trombozom nakon OR
Skupina b N jednom trombozom, hod b P
tromboze, N (%) prethodne tromboze, (95% ClI)
N (%)
Svi Ph(-) MPN 3,03
bolesnici 179 59 (74,7) 20 (25.,3) (153603 | 0001
- 3,50
ET bolesnici 98 28 (77,8) 8 (22,2) (1,21-10,17) 0,016
- 2,71
PV bolesnici 46 17 (70,8) 7 (29,2) (0,83-8,86) 0,093
.. 2,50
PMF bolesnici 35 14 (73,7) 5 (26,3) (0,63-10,00) 0,186

Za usporedbu ucestalosti koristen ¥ test

5.10. Kaplan-Meier krivulje preZivljenja bolesnika ovisno 0 nastanku

tromboze

Izradili smo Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja Ph(-) MPN bolesnika, ovisno o
nastanku tromboze, za bolesnike koji su tijekom 6,16 godina prospektivno praéeni, pri ¢emu smo
dobili stopu prezivljenja od 72,3 % za bolesnike s trombozom, za razliku od bolesnika bez

tromboze sa stopom prezivljenja od 87,8 % (Slika 28.).
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Analiziraju¢i stope prezivljenja prema dijagnozama za ET bolesnike s trombozom
prezivljenje je iznosilo 80,4 % dok je u skupini bolesnika bez tromboze u tom periodu prezivjelo

97,9 % bolesnika (Slika 29.). U PV bolesnika u periodu prospektivnog pracenja bolesnika
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prezivjelo je 89,4 % bolesnika s trombozom u odnosu na 87,3 % prezivljenja u skupini bolesnika

bez tromboze (Slika 30.). Nakon 6,16 godina od postavljanja dijagnoze PMF prezivjelo je 32,1 %

bolesnika s trombozom u odnosu na prezivljenje 57,6 % bolesnika bez tromboze (Slika 31.).

5.11. Parametri krvne slike

Parametri krvne slike (leukociti, eritrociti, trombociti, hematokrit i hemoglobin) za veéinu

bolesnika (73,6 %) odredeni su tijekom postavljanja dijagnoze Ph(-) MPN. Vrijednosti za bolesnike

bez tromboze u odnosu na bolesnike s trombozom te u odnosu na bolesnike s arterijskom ili

venskom trombozom prikazani su u Tablici 22.

Tablica 22. Usporedba parametara krvne slike u Ph(-) MPN bolesnika ovisno o dijagnozi s

trombozom i bez tromboze, te usporedba parametara krvne slike bolesnika ovisno o vrsti tromboze

u odnosu na bolesnike bez tromboze.

Svi Ph(-) MPN bolesnici, N=258

Bolesnici s Bolesnici Bolesnici s Bolesnici s
Parametar trombozom bez p arterijskom p venskom o
krvne slike N=79 ' tromboze, trombozom, trombozom,
- N=179 N=59 N=26
Leukociti
x10%/L, 10,5 9,5 10,6 9,7
medijan 83147 | @2121) | %99 | (90147 | 900 | (64149 | O
(IQR)
Eritrociti
5,02 5,09 5,17
x10%2/L, ' ' 0,692 : 0,634 4,78 (x1,27) 0,204
< (+SD) (+1,29) (+1,12) (+1,28)
Trombociti
x109/L, 551 571 568 447
medijan (376-685) | (437-720) | 0?2 | (a0a-73a) | 9884 | (3a9585) | 0011
(IQR)
Hematokrit
. 0,45 0,44 0,45 0,42
L in gs;’”a” (039-049) | (0.40-050) | %70 | (040050 | °*7 | (037-046) | 172
Hgb g/L, 141 144 146 133
X (+ SD) (+32) (+26) 0,409 (+32) 0,666 (£30) 0,049

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze ** Usporedba bolesnika s venskom

trombozom i bolesnika bez tromboze
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Pokazalo se da u skupini svih bolesnika s Ph(-) MPN bolesnici s trombozom imaju visi broj
leukocita u odnosu na one bez tromboze (P = 0,009), a isto je pokazano i u bolesnika s arterijskom
trombozom (P = 0,001). Analiziraju¢i skupinu svih Ph(-) MPN bolesnika, bolesnici s venskom
trombozom imali su niZze trombocite (P = 0,011) i nizu koncentraciju hemoglobina (P = 0,049) u

usporedbi s bolesnicima bez tromboze.

Zatim smo podijelili bolesnike prema dijagnozi i analizirali parametre krvne slike prema
pojavi tromboze i vrsti tromboze. Utvrdeno je da ET bolesnici s trombozom imaju veéi broj
leukocita naspram ET bolesnika bez tromboze (P = 0,010), a isto je pronadeno i u bolesnika s
arterijskom trombozom u odnosu na bolesnike bez tromboze (P < 0,001). Bolesnici s arterijskom
trombozom imali su takoder i veci broj trombocita u odnosu na bolesnike bez tromboze (P = 0,050)
(Tablica 23.).

Tablica 23. Usporedba parametara krvne slike u ET bolesnika s trombozom i bez tromboze, te

usporedba parametara krvne slike bolesnika ovisno o vrsti tromboze u odnosu na one bez tromboze.

ET bolesnici, N=134
Bolesnici s Bolesnici Bolesnici s Bolesnici s -
Parametar | > bez 5 arterijskom = venskom P
krvne slike N=36 " | tromboze, trombozom, trombozom,
= N=98 N=29 N=10
Leukociti
10,2 8,5 10,6 8,6
x10%/L, ! ! 0,010 ! <0,001 ’ 0,840
medijan (IOR) (8,6-13,5) (7,0-10,9) (9,7-14,0) (5,9-10,4)
Eritrociti
4,68 4,68 4,82 4,54
x10%?/L, ’ X 0,964 . 0,500 ' 0,517
X (£SD) (+0,89) (+0,66) (+0,90) (£ 0,90)
Trflrggo'fm (542?;50) (52%%7745) 0,576 (57719810) 0,050 (44%07) 0,074
medijan (IQR)
Hematokrit
. 0,43 0,42 0,44 0,43
L/ Lgi é"é;j”a” (039-046) | (039-045) | %%% | (0.30-046) | %62 | (040045 | O
Hgb g/L, 136 136 136 135
X (+ SD) (+27) (+19) 0,938 (+29) 0,949 (+20) 0,823

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze
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U skupini PV bolesnika jedino je razlika u koncentraciji hemoglobina u bolesnika s

venskom trombozom u odnosu na bolesnike bez tromboze bila blizu statisticki znacajne razlike (P

= 0,058), dok medu svim ostalim ispitanim parametrima krvne slike nije bilo razlike izmedu

bolesnika s arterijskom i venskom trombozom u odnosu na bolesnike bez tromboze (Tablica 24.)

Tablica 24. Usporedba parametara krvne slike u PV bolesnika s trombozom i bez tromboze, te

usporedba parametara krvne slike bolesnika ovisno o vrsti tromboze u odnosu na one bez tromboze.

PV bolesnici, N=70
Bolesnici s Bolesnici Bolesnici s Bolesnici s
Parametar trombozom bez p arterijskom p venskom ek
krvne slike N=24 ’ tromboze, trombozom, trombozom,
- N=46 N=19 N=8
Leukociti
11,4 10,9 12,2 11,4
x109/L, ! ! 0,276 ' 0,223 ! 0,636
medijan (IQR) (9,0-18,4) (8,5-13,5) (9,0-18,4) (8,7-19,9)
Eritrociti
6,28 6,38 6,34
x10%/L, ' ! 0,692 ' 0,896 6,07 (£0,51) 0,412
£ SD) (£1,05) (+0,96) (£1,14)
o | S o | 8, | ose | B | oass
medijan (IQR)
Hematokrit
. 0,50 0,53 0,52 0,49
(L LZ; g’;?”a” 047-057) | (050-055) | 2% | (ag-057y | %91 | (043-053 | 0110
Hgb g/L, 166 172 172 156
X (£ SD) (£27) (£18) 0,353 (£25) 0,115 (£27,7) 0,058

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze

U Tablici 25. prikazani su rezultati za skupinu PMF bolesnika pri ¢emu je pokazano da ne

postoji razlika u parametrima krvne slike izmedu bolesnika s trombozom 1 s razli€itim vrstama

tromboze u usporedbi s bolesnicima bez tromboze.
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Tablica 25. Usporedba parametara krvne slike u PMF bolesnika s trombozom i bez tromboze, te

usporedba parametara krvne slike bolesnika ovisno o vrsti tromboze u odnosu na one bez tromboze.

PMF bolesnici, N=54

B - Bolesnici Bolesnici s Bolesnici s
olesnici s o
Parametar krvne bez arterijskom venskom
- trombozom, P P* p**
slike _ tromboze, trombozom, trombozom,
=L N=35 N=11 N=8
Leukociti
9,5 9,0 94 10,3
x10%/L, y ! 0,556 ! 0,690 . 0,596
medijan (IQR) (6,9-22,8) (6,1-15,3) (7,1-18,8) (6,4-31,8)
Eritrociti
4,16 4,52 4,32 3,94
12 ’ ’ y y
;1(2 S/Il;) 1,11 @104 |98 (w097 0,582 @131y | %186
Trombociti x10%/L, 278 365 278 333
medijan (IQR) (198-562) | (209-597) | @M% | (20a5a7) | 9% | (137-556) | 042
Hematokrit (L/L), 0,39 0,40 0,42 0,35
medijan (IOR) | (0.31-044) | (0,35-0.48) | °*®| (0.33-045) | 9% | (026:040) | %07°
Hgb g/L, 120 129 128 109
X (= SD) (*+27) (+27) 0,241 (+24) 0871 (+29) 0,074

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze

Grani¢ne vrijednosti parametara krvne slike za bolesnike s arterijskom 1 venskom

trombozom dobivene su pomoc¢u analize ROC krivulje. Broj bolesnika s viSom 1 niZom vrijednosti

od grani¢ne vrijednosti testiran je y* testom.

Rezultati za skupinu ET bolesnika prikazani su u Tablici 26. Ustanovljeno je da je rizik za

nastanak arterijske tromboze bio poveéan 6,14 puta u bolesnika s brojem leukocita > 9,2 x10°%/L,

broj eritrocita > 5,48 x10'?/L povedéavao je rizik 4,00 puta, broj trombocita > 632 x10%L poveéavao

jerizik 2,61 puta, dok je koncentracija hemoglobina > 106 g/L ima zastitni u¢inak (P <0,001; P

=0,046; P = 0,049 i P = 0,028, slijedom). Rizik za nastanak venske tromboze bio je povecan 5,55

puta u bolesnika s brojem trombocitima < 536 x10%L te 8,06 puta u bolesnika s vrijednosti

hematokrita > 0,45 L/L (P = 0,015 P = 0,004).
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Tablica 26. Grani¢ne vrijednosti parametara krvne slike ET bolesnika

venske tromboze.

za nastanak arterijske i

ET bolesnici s trombozom, N=36
Parametar krvne Bolesnici s Bolesnici s
slike kao optimalna ST OR P EELSEIT OR
granicna vrijednost trorEk:)(;gom, (95% CI) trorlT\'llt:)%om, (95% Cl) P
Leukociti x10%/L, 6,14 3,14
medijan (IQR) > 9.2 (216-17,42) | <0001 <39 ©0,76-1506) | 910
Eritrociti x10*4/L, 4,00 2,77
X (SD) >5:48 (1,18-13,55) | 2046 =4,23 (071-1081) | 021
Trombociti x10%/L, 2,61 5,55
medijan (IOR) > 632 (1,08-632) | %04 =536 (1,34-22,08) | 201
Hematokrit (L/L), 2,11 8,06
medijan (IOR) >045 (087513 | %19 >045 (1,92-3380) | 2004
Hgb g/L, 0,21 7,92
% ( SD) > 106 (0,06-073) | 00%8 =101 (115-5450) | 997

Grani¢na vrijednost dobivena analizom ROC krivulje, rezultati su pretvoreni u kategoricke varijable i ispitani y? testom
uz odgovaraju¢i OR i 95% ClI

U PV bolesnika broj leukocita > 18 x10%L poveéavao je rizik za nastanak arterijske
tromboze 7,86 puta (P = 0,019), dok je koncentracija hemoglobina < 159 g/L bila povezana s 5,30

puta vec¢im rizikom za nastanak venske tromboze (P = 0,041) (Tablica 27.).

Tablica 27. Grani¢ne vrijednosti parametara krvne slike PV bolesnika za nastanak arterijske i

venske tromboze.

PV bolesnici s trombozom, N=24
Parametar krvne Bolesnici s Bolesnici s
slike kao optimalna IS i OR P VTS G OR P
e — trombozom, (95% CI) trombozom, (95% ClI)
grani¢na vrijednost _ ® _ °
N=19 N=8
Leukociti x10%/L, 7,86 7,33
medijan (IQR) >18,0 (1,37-4506) | %010 >18 (0,86-62,18) | 919
Eritrociti x10*4/L, 3,75 2,11
X(SD) =545 (088-1594) | %108 =642 | (o3s1161) | %401
Trombociti x10°/L, 4,1 4,23
medijan (IOR) = 640 (08-202) | 118 =385 (0,88-2031) | 9190
Hematokrit (L/L), 0,61 4,11
medijan (IOR) =0,56 (019-1,89) | 9070 =049 | (0g6-1068) | 008
Hgb g/L, 3,78 5,30
% (+ SD) >191 (099-1447) | 9067 =159 (1,00-2584) | 204

Grani¢na vrijednost dobivena analizom ROC krivulje, rezultati su pretvoreni u kategoricke varijable i ispitani %> testom
uz odgovaraju¢i OR i 95% ClI
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Analizom grani¢nih vrijednosti parametara krvne slike u PMF bolesnika s arterijskom i

venskom trombozom u odnosu na PMF bolesnike bez tromboze nisu nadene statisticki znacajne

razlike (Tablica 28.).

Tablica 28. Grani¢ne vrijednosti parametara krvne slike PMF bolesnika za nastanak arterijske i

venske tromboze.

PMF bolesnici s trombozom, N=19
Parametar krvne Bolesnici s Bolesnici s
slike kao optimalna | 2rteriiskom OR P venskom OR P
graniéna vrijednost troﬂgiiom' (95% CI) tror‘rl'l\lb=0820m, (95% CI)
Leukociti x10%/L, 5,22 4,65
medijan (IQR) > 65 (059-4574) | 041 | 189 (0.79-27,31) | %106
i 11 12
Erltrgc(fs)%;) /L, <298 (0,6122,01) 0,138 <3,9 (0,9?,’.23214,,32) 0,089
Trombociti x10%/L, 2,63 2,89
medijan (IQR) =315 (0,64-10,67) | %%%8 <218 0601402 | 027
Hematokrit (L/L), 0,50 1,73
medijan (IQR) =039 (011221 | 0486 | <036 (034-876) | 0%
Hgb g/L, 6,05 7,00
% (= SD) =158 (032-114,89) | 0171 | =140 (0,37-132,59) | %16°

Granic¢na vrijednost dobivena analizom ROC krivulje, rezultati su pretvoreni u kategoricke varijable i ispitani y? testom
uz odgovarajuc¢i OR i 95% ClI

5.12. Karadiovaskularni rizi¢ni faktori u Ph(-) MPN bolesnika

U kardiovaskularne (KV) rizi¢ne faktore ubrojili smo hipertenziju, Secernu bolest,
hiperlipidemiju, puSenje 1 alkoholizam. PuSenje se smatralo pozitivnim u aktivnih i u biv§ih pusSaca
dok je alkoholizam dijagnosticiran od strane nadleznog lijecnika. Uz navedene faktore, dodan je i
parametar prisutnost najmanje jednog KV rizi¢nog faktora $to se odnosilo na prisutnost najmanje
jednog od nabrojanih, a moguce i vise KV rizi¢nih faktora u istog bolesnika.

U Ph(-) MPN bolesnika s trombozom postojala je statisticki znacajno veéa ucestalost
hipertenzije (73,4 vs. 49,7 %, P < 0,001), hiperlipidemije (30,4 vs. 11,2 %, P < 0,001) te je veci
broj bolesnika s trombozom u anamnezi imao prisutan najmanje jedan KV rizican faktor u odnosu
na bolesnike bez tromboze (83,5 vs. 60,9 %, P = 0,001) (Tablica 29.).
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Tablica 29. Usporedba ucestalosti kardiovaskularnih rizi¢nih faktora u Ph(-) MPN bolesnika s

trombozom i bez tromboze.

Svi Ph(-) MPN bolesnici, N=258
. Bolesnici s Bolesnici bez OR
KV rizican faktor trombozom, N=79 | tromboze, N=179 (95% CI) P

Hipertenzija, N (%) 58 (73.4) 89 (49,7) a 52;_7398) <0,001
Secerna bolest, N (%) 16 (20,3) 24 (13,4) © 815_6;29) 0,225
Hiperlipidemija, N (%) 24 (30,4) 20 (11,2) a féf‘g ) <0,001
Pusenje, N (%) 13 (16,5) 23 (12,8) o 614'?’24 50) 0,565
Alkoholizam, N (%) 1(1.3) 1(0,6) o o o5) 0,519

Prisutnost barem jednog KV 3,26
faktora, N (%) 66 (83.5) 109 (60.9) (1,67-6,35) 0,001

Nakon podjele tromboza na arterijsku i vensku i njihove usporedbe s bolesnicima bez
tromboze utvrdeno je da u Ph(-) MPN bolesnika s arterijskom trombozom c¢e$¢e nalazimo
hipertenziju (76,3 vs. 49,7 % uz P < 0,001) i hiperlipidemiju (33,9 vs. 11,2 % uz P < 0,001).
Takoder, bolesnici s arterijskom trombozom imali su veéu ucestalost barem jednog KV rizi¢nog
faktora u odnosu na bolesnike bez tromboze (89,8 vs. 60,9 % uz P < 0,001). U Ph(-) MPN bolesnika
s venskom trombozom ucestalost KV rizi¢nih faktora nije se razlikovala u odnosu na Ph(-) MPN

bolesnike bez tromboze (Tablica 30.).

Tablica 30. Usporedba ucestalosti kardiovaskularnih rizi¢nih faktora u Ph(-) MPN bolesnika s

arterijskom i venskom trombozom u usporedbi s bolesnicima bez tromboze.

Svi Ph(-) MPN bolesnici prema vrsti tromboze, N=79
Bolesnici s o Bolesnici s 5

KYV rizi¢an faktor arterijskom P* venskom p**

trombozom, (95% CI) trombozom, (95% ClI)

N= 59 N= 26

Hipertenzija, N (%) 183 | N gy | 0001 | 182 | g 9%{?5?50) 0,099
Secerna bolest, N (%) | 14@37) | (g 92694120) 0095 | 3(115) o 2%_8;‘02) 1,000
Hiperlipidemija, N (%) | 20(339) | |, 0‘898831) <0001 | 5(192) o 514’5:‘5 5 | 030
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Tablica 30. (nastavak)

Svi Ph(-) MPN bolesnici prema vrsti tromboze, N=79

Bolesnici s o Bolesnici s o
KYV rizi¢an faktor AU P* Ve pP**
trorl’\r}E)()Szgom, (95% CI) troml_nozz(som, (95% ClI)

Pusenje, N (%) 13@20) | 910'31208) 0,097 1(3.8) o 004227 1) | 032
Alkoholizam, N (%) 1(1,7) o 13;% gs) | 0435 0(0,0) o ng’g 57y | 1000
jsdrr:i)lé;trl?\s}tfzi:?)?qa, 53(898) | 321613; o | <0001 | 18692 | 610’?; s | 0547

N (%) ,32-13, 60-3,

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze

Analizom KV rizi¢nih faktora u ET bolesnika s trombozom u odnosu na ET bolesnike bez

tromboze ustanovljeno je da vise ET bolesnika s trombozom imalo hipertenziju (72,2 vs. 40,8 %,
P = 0,003), hiperlipidemiju (30,6 vs. 9,2 %, P = 0,005) te prisutan barem jedan KV rizi¢an faktor
(86,1 vs. 55,1 %, P = 0,001). Rezultati su prikazani u Tablici 31.

Tablica 31. Usporedba ucestalosti kardiovaskularnih rizi¢nih faktora u ET bolesnika s trombozom

i bez tromboze.

ET bolesnici, N= 134
Bolesnici s Bolesnici bez OR
KV rizi¢an faktor trombozom, tromboze, P
N=36 N=98 (95% CI)

Hipertenzija, N (%) 26 (72.2) 40 (40,8) (1’6?2_787’ o7 0,003
Secerna bolest, N (%) 6 (16.7) 10 (10,2) (0’519’_72 25) 0,470
Hiperlipidemija, N (%) 11 (30,6) 9.(9.2) (1’234’_1; ” 0,005
Pusenje, N (%) 8 (22,2) 13 (13,3) (o,7lcii17,97) 0,319
Alkoholizam, N (%) 0(0,0) 0(0,0) (0’052_’1758153) 1,000
TR faktarn, 138 31.(86.1) 54 (55.) (L621408) 0,001
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Usporedba ET bolesnika s arterijskom trombozom u odnosu na ET bolesnike bez tromboze

pokazala je veéu ucestalost hipertenzije (65,5 vs 40,8 %, P = 0,021) i hiperlipidemije (31,0 vs. 9,2
%, P = 0,005) te prisutnost najmanje jednog KV rizi¢nog faktora (82,8 vs. 55,1 %, P = 0,009). Svi

ET bolesnici s venskom trombozom imali su prisutnu hipertenziju, $to je ujedno rezultiralo time

da svi ET bolesnici s venskom trombozom imaju prisutan barem jedan KV rizi¢an faktor. Oba

rezultata bila su statisti¢ki znac¢ajna u odnosu na ET bolesnike bez tromboze (100,0 vs. 40,8 %,
P <0,0011i100,0 vs. 55,1 %, P =0,005) (Tablica 32.)

Tablica 32. Usporedba ucestalosti kardiovaskularnih rizi¢nih faktora u ET bolesnika s arterijskom

I venskom trombozom u usporedbi s bolesnicima bez tromboze.

ET bolesnici prema vrsti tromboze, N=36

Bolesnici s o Bolesnici s o
KV rizian faktor arterijskom p venskom o
tron,\]tg%om, (95% CI) trom%om- (95% CI)
. N 2,76 30,33
0 1 ]
Hipertenzija, N (%) 19 (65,5) (116654 | 0021 | 10(1000) | 355 4 | <0001
. 2,30 1,02
r 0 ] 1
Seéerna bolest, N (%) 6 (20,7) (0,76-6.98) 0,198 1(10,0) (0,12-8,54) 1,000
H'pe”"z('g‘)’m”a' N 9 (31,0) (1,52112,63) 0,006 | 3(30,0) (0,9;'1?3,31) 0,081
2,49 0,73
s N , ,
Pusenje, N (%) 8 (27,6) (0,91-6,78) 0,088 1(10) (0,08-6.22) 1,000
Alkoholizam, N (%) 0(0,0) o Og’_’fﬁl o5 | 1000 | 000 | g 18?*5582 20y | 1000
Prisutnost min jednog 3,91 17,15
KV faktora, N (%) 24 (82.8) (1,38-11,09) | %009 | 10(1000) | 4 gg3907) | 0005

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze

U Tablici 33. prikazana je razlika uc¢estalosti KV rizi¢nih faktora u PV bolesnika. Ucestalost

Secerne bolesti pokazala se kao jedini KV rizian faktor koji se statisti¢ki znacajno razlikovao

izmedu PV bolesnika s trombozom i PV bolesnika bez tromboze (33,3 vs. 10,9 %,

P =0,048.
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Tablica 33. Usporedba ucestalosti kardiovaskularnih rizi¢nih faktora u PV bolesnika s trombozom

i bez tromboze.

PV bolesnici, N= 70
Bolesnici s Bolesnici bez OR
KV rizi¢an faktor trombozom, tromboze,
N=24 N=46 (95% ClI) P
Hipertenzija, N (%) 19 (79.2) 30 (65,2) (0,62;1'?5’, ) 0,280
Secerna bolest, N (%) 8 (33,3) 5 (10,9) (1’1;1113’42) 0,048
Hiperlipidemija, N (%) 8 (33.3) 8 (17,4) (0,726?77, %) 0,227
Pusenje, N (%) 3 (12,5) 5 (11,1) (01215’_157’ %) 1,000
Alkoholizam, N (%) 1(42) 1(22) (071;12?35) 1,000
P”S”tfgﬁtog’”de(doz;’g KV 20 (83,3) 32 (69,6) o 623179 ) 0,259

Usporedbom KV rizi¢nih faktora u PV bolesnika s arterijskom trombozom u odnosu na PV
bolesnike bez tromboze ustanovljeno je da su imali ve¢u ucestalost Secerne bolesti (36,8 vs. 10,9
%, P = 0,030) i prisutnost najmanje jednog KV rizi¢nog faktora (94,7 vs. 69,6 %, P = 0,049).
Skupina PV bolesnika s venskom trombozom imala je jednake ucestalosti svih KV rizi¢nih faktora

kao i PV bolesnici bez tromboze (Tablica 34.).

Tablica 34. Usporedba ucestalosti kardiovaskularnih rizi¢nih faktora u PV bolesnika s arterijskom

i venskom trombozom u usporedbi s bolesnicima bez tromboze.

PV bolesnici prema vrsti tromboze, N=24

Bolesnici s o Bolesnici s 5
KV rizican faktor arterijskom px venskom P
tron,:llzcigom, (95% CI) tron’llb_oszom, (95% ClI)
Hipertenzija, N (%) 17698 | o2 1 g | 0087 | 4(500) o o sy | 0450
Secerna bolest, N (%) 7 (36,8) a ng; g | 0030 | 128 | o sq) | 1000
Hiperlipidemija, N (%) | 7 (36,8) o 823797 sy | 0112 | 1029 o 0%_6531) 1,000
Pusenje, N (%) 3 (15.8) o 313;?7420) 0,683 | 0(0,0) o o%flgsl) 1,000
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Tablica 34. (nastavak)

PV bolesnici prema vrsti tromboze, N=24

Bolesnici s Bolesnici s
KV rizi¢an faktor SIS e OR P* LT OR p**
trombozom, (95% CI) trombozom, (95% ClI)
N=19 N=8
Alkoholizam, N (%) 1(53) o 1213(2’ 16 | 0502 | 000) o O%jﬁ sg) | 1000
Prisutnost min jednog 7,88 0,44

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze

Skupina PMF bolesnika jedina je skupina u kojoj se ucestalost KV rizi¢nih faktora nije
razlikovala izmedu PMF bolesnika s trombozom u odnosu na PMF bolesnike bez tromboze
(Tablica 35.).

Tablica 35. Usporedba ucestalosti kardiovaskularnih rizicnih faktora u PMF bolesnika s

trombozom i bez tromboze.

PMF bolesnici, N= 54

Bolesnici s Bolesnici bez OR
KY rizi¢an faktor trombozom, tromboze, P
N=19 N=35 (95% Cl)
Hipertenzija, N (%) 13 (68,4) 20 (57,1) (0,510*?53727) 0,603
Secerna bolest, N (%) 2 (10,5) 9 (25,7) (0,0(;_314’77) 0,292
Hiperlipidemija, N (%) 5 (26,3) 3(85) (0188’%,19) 0,113
Pusenje, N (%) 1(53) 5 (14,3) (0,0(2_333’ 09 0,408
Alkoholizam, N (%) 0(0,0) 0(0,0) (010;2238) 1,000
Pris”tfr;oksttognde(ﬂz;’g KV 15 (78,9) 23 (65,7) (0’513;?76’22) 0,365

Medutim, podjelom PMF bolesnika prema vrsti nastale tromboze, ustanovljeno je da PMF
bolesnici s arterijskom trombozom ¢esc¢e imaju hiperlipidemiju u odnosu na PMF bolesnike bez
tromboze (36,4 vs. 8,5 %, P = 0,046). Ujedno, svi PMF bolesnici s arterijskom trombozom imali

su prisutan barem jedan KV rizi¢an faktor, $to je bilo ¢eS¢e nego u skupini PMF bolesnika bez
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tromboze (100,0 vs. 65,7 %, P = 0,044). U bolesnika s venskom trombozom nije bilo razlike u

ucestalosti KV rizi¢nih faktora u odnosu na bolesnike bez tromboze (Tablica 36.).

Tablica 36. Usporedba ucestalosti kardiovaskularnih rizi¢nih faktora u PMF bolesnika s

arterijskom i venskom trombozom u usporedbi s bolesnicima bez tromboze.

PMF bolesnici prema vrsti tromboze, N=19
Bolesnici s — Bolesnici s o
A arterijskom " venskom
KV rizican faktor trombozom, (95% CI) P trombozom, (95% ClI) px
N=11 N=8

Hipertenzija, N (%) 96818 | (g 621?1’3 o7 | 0172 | 4(500) o fgg’ s | 1000

& 0,29 0,41
Secerna bolest, N (%) 1(9,1) (0,03-2,58) 0,410 1(12,5) (0,0-3.8) 0,656
Hiperlipidemija, N(%) | 4(36.4) | 1?1%,2, s | 004 | 1(125) o 03’_43 gy | 1000
Pusenje, N (%) 2 (18,2) o 212'?’5’07) 1,000 0(0,0) o 8232 51 | 0565

. 3,09 4,18
Alkoholizam, N (%) 0(0,0) (0,1-164,5) 1,000 0 (0,0) (0,08-225,94) 1,000

Prisutnost min jednog 12,23 0,52
KV faktora, N (%) | 11000) | 5600535 | 0044 | 4(50.0) (011246 | 943

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze

5.13. Mutacija V617F u genu JAK?2

Od 258 Ph(-) MPN bolesnika, 186 (72,1 %) bolesnika bilo je pozitivno na mutaciju V617F u genu
JAK2. Mutacija V617F nadena je u 84 ET bolesnika (Slika 32.), 66 PV bolesnika (Slika 33.) i 36
PMF bolesnika (Slika 34.).
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ET bolesnici prema mutacijskom statusu V617F JAK?2

@ pozitivni
W negativai
Slika 32. ET bolesnici prema mutacijskom statustu V617F JAK2.
PV bolesnici prema mutacijskom statusu V617F JAK?2
Wpozitivni
Bnegativni

Slika 33. PV bolesnici prema mutacijskom statustu V617F JAK2.

PMF bolesnici prema mutacijskom statusu V617F JAK2

Wpozitivii

Bnegativni

Slika 34. PMF bolesnici prema mutacijskom statustu V617F JAK2.
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Usporedba bolesnika prema ucestalosti mutacije i pojavi tromboze pokazala je povezanost
mutacije V617F u skupini svih Ph(-) MPN bolesnika s 1,99 puta ve¢im rizikom za nastanak
tromboze (P = 0,049). Mutacija V617F bila je povezana i s 2,63 puta povecanim rizikom za
nastanak tromboze u ET bolesnika (P = 0,047). U bolesnika s PV i PMF ucestalost mutacije V617F
nije se razlikovala izmedu bolesnika s trombozom i bez tromboze (Tablica 37.).

Utvrdeno je da Ph(-) MPN bolesnici s mutacijom V617F imaju 2,60 puta veci rizik za
nastanak arterijske tromboze (P = 0,021), dok u ET bolesnika prisutnost mutacije povecava rizik
za arterijsku trombozu 3,60 puta (P = 0,015). U bolesnika s venskom trombozom nije nadena

povezanost prisutnosti mutacije V617F s nastankom tromboze (Tablica 38.).

Tablica 37. Usporedba ucestalosti tromboze prema dijagnozi za JAK2 V617F pozitivne bolesnike.

Skupina Bolesnici s trombozom B?lzsrggéziez OR
[0) (0)
N (%) s (95% Cl) P

Svi Ph() 1,99
MPN bolesnici 64 (81,0) 122 (68.2) (1,05380) | 0049
ET bolesnici 28 (77.8) 56 (57,1) " 0%?5’3 y | 0047
PV bolesnici 22 (91,7) 44 (95,7) o 0%:?79) 0,889
PMF bolesnici 14 (73.7) 22 (62,9) o 415?;’66) 0,550

Tablica 38. Usporedba ucestalosti arterijske i venske tromboze prema dijagnozi za JAK2 V617F

pozitivne bolesnike.

Bolesnici s Bolesnici s

) arterijskom OR venskom OR

Skupina trombozom, (95% CI) px | trombozom, (95% CI) p*
N (%) N (%)

Svi Ph() 2,60 1,56
MPN bolesnici 50 (84.7) (1,19564) | 0021 | 200769 | (459409 | 0498
ET bolesnici 24 (82.8) a 23;'_61% 2 | 0015 | 7(700) o 413;_77512) 0,517

.. 0,39 0,96
PV bolesnici 17 (89,5) (0,05-2,97) 0,574 8 (100,0) (0,04-21,71) 1,000
PMF bolesnici 9(81,8) " 55161;3 2 | 02% | 5(625) " 206?4?82) 1,000

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze
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5.14. Opterecenje mutiranim alelom V617F

Slijedi prikaz rezultata ET bolesnika pozitivnih na mutaciju V617F u genu JAK2.

U Tablici 39. prikazani su rezultati optere¢enja mutiranim alelom za sve ET bolesnike, bolesnike
podijeljenje na one s trombozom i bez tromboze te bolesnike podijeljenje ovisno o vrsti tromboze.
Nije postojala statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu optere¢enja mutiranim alelom kod bolesnika s
trombozom u odnosu na one bez tromboze. Ujedno nije bilo razlike niti u vrijednostima optereéenja
mutiranim alelom izmedu bolesnika s arterijskom odnosno venskom trombozom u odnosu na
bolesnike bez tromboze.

Rezultati iz Tablice 39. detaljnije su prikazani na Slici 35. grafickim prikazom za sve ET
bolesnike, dok je usporedba rezultata opterecenja mutiranim alelom izmedu skupina bolesnika

prema vrsti tromboze u odnosu na bolesnike bez tromboze prikazana na Slici 36.

Tablica 39. Usporedba rezultata opterecenja mutiranim alelom V617F u ET bolesnika prema

pojavnosti tromboze i vrsti tromboze.

Podaci o svi Bolesnici s Bolesnici Bolesnici s Bolesnici s
opterecenju lesnici bez arterijskom " venskom o
mutiranim bolesnici, || trombozom, tromboze £ trombozom o trombozom &

N= 84 N= 28 _ ’ _ ’ B '
alelomV617F N=56 N=24 N=7
M % 17,5 19,3 16,7 19,8 18,7
IQR % 9,56-25 10,4-27,7 9,2-24,7 0,253 11,2-30,2 0,140 8,8-24,9 0,948
Min-max % | 1,4-84,5 1,4-84,5 4,2-55,2 6,2-84,5 1,4-84,5

M — medijan opterecenja mutiranim alelom, IQR — interkvartilni raspon, min-max — najniza i najvi$a vrijednost;
vrijednosti prikazane kao postotak

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze

** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze
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Slika 35. Grafi¢ki prikaz optereéenja mutiranim alelom svih V617F pozitivnih ET bolesnika.
Svaki krug predstavlja vrijednost opterecenja mutiranim alelom V617F pojedinog bolesnika.
SrediSnja crta u pravokutniku oznaena M predstavlja medijan rezultata. Donja stranica
pravokutnika s oznakom Q1 predstavlja donji kvartil (25 % rezultata je niZze od toga) dok gornja
horizontalna linija pravokutnika oznaéena s Q3 predstavlja gornji kvartil (75 % rezultata je vise od
toga). Donja crta ispod pravokutnika oznac¢ena s Min predstavlja najnizi rezultat dok gornja crta
iznad pravokutnika oznacena s Max oznafava najvisi rezultat. Tocke iznad Max predstavljaju
rezultate koji odudaraju od ostalih (engl. outliers).

Usporedba optereéenja mutiranim alelom V617F u ET bolesnika
90 |-
3 o [ ]
80 |-
70
60 |-
50 |-
40 |-

30

20 -

10

arterijskatromb. beztromboze venska tromb.

Slika 36. Usporedba rezultata opterecenja mutiranim alelom pomocu grafickog prikaza za ET
bolesnike bez tromboze u odnosu na bolesnike s arterijskom i venskom trombozom.
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Rezultati usporedbe opterecenja mutiranim alelom V617F u PV bolesnika prikazani su u
Tablici 40. Utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike izmedu opterec¢enja mutiranim alelom
kako izmedu bolesnika s trombozom u odnosu na bolesnike bez, tako i kod usporedbe bolesnika s

venskom i arerijskom trombozom u odnosu na bolesnike bez tromboze.

Tablica 40. Usporedba rezultata optere¢enja mutiranim alelom u PV bolesnika prema pojavnosti

tromboze i vrsti tromboze.

Podaci o svi Bolesnici s Bolesnici Bolesnici s Bolesnici s
opterecenju - bez arterijskom x venskom o
mutiranim SOOI || W SO tromboze = trombozom s trombozom =

N=66 N=22 _ e g
alelomV617F N=44 N=17 N=8
M % 43,3 51,2 37,6 55,1 41,5

IOR % 18,8-70,1 32,5-90,9 15,8-70,0 | 0,089 34,8-86,3 | 0,082 | 27,6-940 | 0,348

Min-max % | 0,5-99,9 8,9-99,9 0,5-99,9 12,8-97,2 8,9-99,9

M — medijan optereCenja mutiranim alelom, IQR — interkvartilni raspon, min-max — najniza i najvi$a vrijednost;
vrijednosti prikazane kao postotak

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze

** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze

OptereCenje mutiranim alelom V617F za sve PV bolesnike prikazano je grafickim
prikazom na Slici 37., dok je usporedba rezultata optereCenja mutiranim alelom PV bolesnika
prema vrsti tromboze u odnosu na PV bolesnike bez tromboze prikazana na Slici 38.
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Slika 37. Grafi¢ki prikaz optere¢enja mutiranim alelom za sve V617F pozitivne PV bolesnike.
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Slika 38. Usporedba rezultata optere¢enja mutiranim alelom pomocu grafickog prikaza za PV
bolesnike bez tromboze u odnosu na bolesnike s arterijskom i venskom trombozom.

Usporedujuci rezultate optere¢enja mutiranim alelom V617F u skupini PMF bolesnika s
trombozom u odnosu na PMF bolesnike bez tromboze te prema vrsti tromboze nije nadena
statisticki znacajna razlika izmedu njihovih vrijednosti. Postojao je samo trend u kojem su PMF
bolesnici s venskom trombozom imali viSe rezultate u odnosu na bolesnike bez tromboze (medijan
80,5 vs. 36,5 %) uz P=0,070 (Tablica 41.).
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Tablica 41. Usporedba rezultata optere¢enja mutiranim alelom u PMF bolesnika prema pojavnosti

tromboze i vrsti tromboze.

Podaci o . . Bolesnici Bolesnici s Bolesnici s
opterecenju o || BEEsiEle bez arterijskom venskom
L bolesnici, | trombozom, P | trombozom p=* p*=*
mutiranim N= 36 N= 14 tromboze, trombozom,
alelomV617F N=22 N=9 N=5
M % 354 351 36,5 29,3 80,5
IQR % 22,8-70,4 | 23,1-839 22,4-56,7 | 0,795 | 14,0-47,1 | 0,361 56,9-85,3 0,070
Min-max % | 1,4-99,8 1,6-99,8 1,4-99,7 1,6-99,8 35,3-86,1

M — medijan optereCenja mutiranim alelom, IQR — interkvartilni raspon, min-max — najniza i najvi$a vrijednost;
vrijednosti prikazane kao postotak

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze

** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze

Rezultati optere¢enja mutiranim alelom za sve PMF bolesnike prikazani su grafickim
prikazom na Slici 39., dok usporedbu rezultata izmedu PMF bolesnika s arterijskom trombozom,

venskom trombozom 1 bez tromboze pokazuje grafi¢ki prikaz na Slici 40.
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Slika 39. Grafi¢ki prikaz opterec¢enja mutiranim alelom svih V617F pozitivnih PMF bolesnika.
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Slika 40. Usporedba rezultata optere¢enja mutiranim alelom pomocu grafickog prikaza za PMF
bolesnike bez tromboze u odnosu na bolesnike s arterijskom i venskom trombozom.

Analizirali smo i optimalne grani¢ne vrijednosti za razlikovanje bolesnika s arterijskom i
venskom trombozom u odnosu na bolesnike bez tromboze, te prema dijagnozi. Rezultati su
prikazani u Tablici 42. Utvrdeno je da su Ph(-) MPN bolesnici s vrijedno$¢u optere¢enja mutiranim

alelom > 14,6 % imali 2,3 puta veci rizik za nastanak arterijske tromboze (P = 0,011). Rizik za
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nastanak arterijske tromboze u ET bolesnika bio je vec¢i 2,92 puta u bolesnika koji su imali
optere¢enje mutiranim alelom > 14,6 % (P = 0,021), dok je u PMF bolesnika optere¢enje mutiranim
alelom < 34,8 % povecavalo 5,06 puta rizik za nastanak arterijske tromboze (P = 0,032). Vrijednost
optere¢enja mutiranim alelom > 90,4 nosila je 1,94 puta veci rizik za nastanak venske tromboze u
PV bolesnika (P = 0,036). U skupini PMF bolesnika 6,00 puta veéi rizik za nastanak venske

tromboze imali su bolesnici s optere¢enjem mutiranim alelom > 56,7 % (P = 0,046).

Tablica 42. Grani¢ne vrijednosti za opterecenje mutiranim alelom za skupine bolesnika

podijeljenje na arterijske i venske tromboze u odnosu na bolesnike bez tromboze.

Arterijska tromboza Venska tromboza
skupina | o OR o | mutiranimalelom | _OF p
alelom V617F 9% | (95%CD) V617F % (e el

Svi Ph(-)MPN 2,33 1,89

bolesnici >14,6 (1,25-433) | 201 >26.1 (082-432) | 0198
- 3,43 1,94

PV bolesnici > 25,7 (0,09-11,94) 0,055 >90,4 (0,44-9,34) 0,036
. 2,92 2,06

ET bolesnici > 14,6 (1,25-6,84) 0,021 > 18,3 (0,53-7,90) 0,281
. 5,06 6,00

PMF bolesnici <3438 (1,19-21,41) 0,032 > 56,7 (1,12-32,14) 0,046

Grani¢na vrijednost dobivena analizom ROC krivulje, rezultati su pretvoreni u kategoricke varijable i ispitani ? testom
uz odgovarajuc¢i OR i 95% ClI

5.15. Hardy-Weinbergova ravnoteza ispitivanih polimorfizama u svih Ph(-)

MPN bolesnika i zdravih ispitanika

Genotipizirano je ukupno 11 polimorfizama u uzorcima Ph(-) MPN bolesnika i skupini
zdravih ispitanika: FV Leiden, FIl G20210A, HPA-1, HPA-2, HPA-3, HPA-5, P-SEL S290N,
N562D, V599L, T715P i PSGL-1 M62I. Za svaki ispitivani polimorfizam napravljena je usporedba
s o¢ekivanim ucestalostima genotipova tzv. Hardy-Weinbergova ravnoteza. Rezultati su prikazani
u Tablici 43.

Nije bilo odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze za sve ispitane polimorfizme u
skupini svih Ph(-) MPN bolesnika i skupini zdravih ispitanika. No, prilikom usporedbe Ph(-) MPN
bolesnika s trombozom, Ph(-) MPN bolesnika bez tromboze i skupine zdravih ispitanika
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ustanovljeno je odstupanje od ravnoteze za polimorfizam HPA-5 (P =0,007) i P-SGL-1 M62lI

= 0,029) u skupini bolesnika s trombozom.

(P

Tablica 43. Rezultati usporedbe dobivenih i ocekivanih ucestalosti (Hardy-Weinbergove

ravnoteze) za ispitane polimorfizme u Ph(-) MPN bolesnika prema pojavnosti tromboze i u

usporedbi sa zdravim ispitanicima.

P vrijednost P vrijednost Rl IE S P vrijednost
. . Ph(-) MPN Ph(-) MPN .
. . svih Ph(-) MPN zdravih X . zdravih
Polimorfizam 4 e e bolesnika s bolesnika bez Lo
bolesnika, ispitanika, ispitanika,
N=258 N=258 trombozom, tromboze, N= 79
B B N=79 N=179 B
FV Leiden 0,726 0,875 0,817 0,790 1,000
FIl G20210A 0,875 0,800 1,000 0,850 0,909
HPA-1 0,866 0,247 0,150 0,537 0,909
HPA-2 0,215 0,353 0,351 0,318 0,909
HPA-3 0,285 0,208 0,625 0,326 0,253
HPA-5 0,958 0,391 0,007 0,137 0,920
P-SEL S290N 0,424 0,072 0,379 0,873 0,269
P-SEL N562D 0,533 0,528 0,731 0,596 0,731
P-SEL V599L 0,644 0,283 0,880 0,500 0,706
P-SEL T715P 0,312 0,247 0,388 0,503 0,880
PSGL-1 M62I 0,326 0,288 0,029 0,429 0,635

5.16. Uclestalosti ispitivanih polimorfizama u bolesnika u usporedbi sa zdravim

ispitanicima

Raspodjela ucestalosti genotipova i alela svih bolesnika, kao i bolesnika podijeljenih prema

dijagnozi usporedena je s odgovarajucom skupinom zdravih ispitanika (Tablica 44.). Statisticka

analiza usporedbe raspodjele u¢estalosti genotipova napravljena je uporabom dominantnog modela

(homozigoti za divlji tip u odnosu na heterozigote + homozigote za polimorfni alel). Rezultati su

pokazali kako nisu dokazani rijetki homozigoti za polimorfni alel FV Leiden i FII G20210A ni u

skupini svih bolesnika niti u skupini zdravih ispitanika. Osim toga, genotipizacija je pokazala kako

nisu prisutni homozigoti za polimorfni alel HPA-5 i P-SGL1 M62I u skupini PV
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bolesnika, te homozigoti za polimorfni alel P-SEL T715P u skupini PMF bolesnika i njihovoj
odgovarajucoj skupini zdravih ispitanika. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u raspodjeli
ucestalosti svih ispitanih genotipova i alela izmedu svih bolesnika i skupine zdravih ispitanika,
neovisno o dijagnozi. Jedino je izmedu skupine svih PMF bolesnika i odgovarajuce skupine zdravih
ispitanika uoceno da za polimorfizam P-SEL N562D postoji grani¢na statisticka znacajnost (P =
0,052) pri ¢emu su genotipovi P-SEL N562D-ND i N562D-DD bili ucestaliji u skupini PMF
bolesnika.

5.17. Povezanost ispitivanih polimorfizama u svih Ph(-) MPN bolesnika s

trombozom

Napravljena je raspodjela ucestalosti genotipova i alela ispitivanih polimorfizama u
bolesnika s trombozom i bolesnika bez tromboze, te raspodjela uéestalosti genotipova u bolesnika
s trombozom i skupinom zdravih ispitanika (Tablica 45.).

Nisu ustanovljene statisticki znacajne razlike izmedu ucestalosti genotipova i alela izmedu
bolesnika s trombozom i bolesnika bez tromboze, kao ni u usporedbi ucestalosti genotipova u
bolesnika s trombozom i skupine zdravih ispitanika.

Univarijantnom logistiCkom regresijom, prema dominantnom modelu, ispitali smo
povezanost svakog polimorfizma s nastankom tromboze u bolesnika, uz usporedbu s bolesnicima
bez tromboze te usporedbom sa skupinom zdravih ispitanika (N = 79) uz izratun OR i 95% CI.
Utvrdeno je kako ispitivani polimorfizmi nisu bili rizi¢ni faktori za nastanak tromboze u skupini
svih bolesnika.

Analizirajuéi prema vrsti tromboze, nije bilo razlike izmedu ucestalosti genotipova u
bolesnika s arterijskom trombozom u odnosu na bolesnike bez tromboze. U bolesnika s venskom
trombozom genotip HPA-2aa kao i alel HPA-2a bili su ¢esc¢e prisutni u odnosu na njihovu
pojavnost u bolesnika bez tromboze (P = 0,030 i P = 0,044) (Tablica 46.).

103



Tablica 44. Raspodjela ucestalosti genotipova ispitanih polimorfizama u svih Ph(-) MPN bolesnika, te ovisno prema dijagnozi, u

usporedbi s odgovaraju¢om skupinom zdravih ispitanika.

Genotip S PTG Zdravi SViET Zdravi Svi PV Zdravi Svi PMF Zdravi
bolesnici, ispitanici, P bolesnici, ispitanici, P bolesnici, | ispitanici, P bolesnici, | ispitanici, P
Alel N=258 (%) N=258 (%0) N=134 (%) | N=134 (%) N=70 (%) | N=70 (%) N=54 (%) | N=54 (%)
FV Leiden
GG 247 (95,7) 253 (98,1) 128 (95,5) 130 (97,0) 67 (95,7) | 70 (100,0) 52 (96,3) | 53(98,1)
GA 11 (4,3) 5(1,9) 0,204 6 (4,5) 4 (3,0 0,750 3(4,3) 0(0,0) 0,245 23,7 1(1,9) 1,000
AA 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
G 505 511 262 264 137 140 106 107
A 11 5 0,208 6 4 0,752 3 0 0,247 2 1 1,000
Fll G20210A
GG 253 (98,1) 250 (96,9) 131 (97,8) 131 (97,8) 69 (98,6) 68 (97,1) 53(98,1) | 51(94,4)
GA 5(1,9) 8(3,1) 0,574 3(2,2) 3(2,2) 1,000 1(1,4) 22,9 1,000 1(1,9) 3(5,6) 0,618
AA 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
G 511 508 265 265 139 138 107 105
A 5 8 0,577 3 3 1,000 1 5 1,000 1 3 0,621
HPA-1
aa 183 (70,9) 185 (71,7) 95 (70,9) 91 (67,9) 48 (68,6) 54 (77,1) 40 (74,1) | 40 (74,1)
ab 69 (26,8) 64 (24,8) 0,923 35 (26,1) 39(29,1) | 0,691 | 20 (28,6) 13(18,6) | 0,177 | 14(25,9) | 12(22,2) | 0,826
bb 6 (2,3) 9 (3,5) 4 (3,0 4 (3,0 2 (2,9) 3(4,3) 0 (0,0) 2 (3,7)
a 435 434 225 221 116 121 94 92
b 81 82 1,000 43 47 0,729 24 19 0,507 14 16 0,844
HPA-2
aa 194 (75,2) 191 (74,0) 103 (76,9) 106 (79,1) 52 (74,3) 47 (67,1) 39(72,2) | 38(70,4)
ab 62 (24,1) 64 (24,8) 0,840 31(23,1) 25(18,7) | 0,768 | 17 (24,3) 23(32,9) | 0,458 | 14(25,9) | 16(29,6) | 1,000
bb 2(0,8) 3(1,2) 0(0,0) 3(22) 1(1,4) 0(0,0) 1(1,9) 0(0,0)
a 450 446 237 237 121 117 92 92
b 66 70 0.783 31 31 1000 g 23 | 08161 45 16 | 1000
HPA-3
aa 89 (34,5) 97 (37,6) 44 (32,8) 55 (41,0) 26 (37,1) 23 (32,9) 19 (35,2) | 18(33,3)
ab 132 (51,2) 130 (50,4) | 0,521 66 (49,3) 63 (47,0) | 0,206 | 36 (51,4) 39(55,7) | 0,723 | 30(55,5) | 29(53,7) | 1,000
bb 37 (14,3) 31 (12,0 24 (17,9) 16 (12,0) 8 (11,4) 8 (11,4) 5(9,3) 7 (13,0)
a 310 324 154 173 88 85 68 65
b 206 102 0,406 114 95 0T 5 55 | 98061 4o 43 | 0780
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Tablica 44. (nastavak)

Genotip | Svi Ph(-) MPN Zdravi SViET Zdravi Svi PV Zdravi Svi PMF Zdravi
bolesnici, ispitanici, P bolesnici, ispitanici, P bolesnici, | ispitanici, P bolesnici, | ispitanici, P
Alel N=258 (%0) N=258 (%0) N=134 (%) | N=134 (%) N=70 (%) | N=70 (%) N=54 (%) | N=54 (%)
HPA-5
aa 197 (76,3) 212 (82,2) 98 (73,7) 112 (83,6) 53 (75,7) 58 (82,9) 45(83,3) | 42(77,8)
ab 57 (22,1) 45 (17,4) 0,129 | 34(25,6) 21 (15,7) 0,068 | 17 (24,3) 12 (17,1) | 0,404 | 6(11,1) 12 (22,2) | 0,627
bb 4(1,6) 1(0,4) 1(0,8) 1(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 3(5,6) 0(0,0)
a 451 469 230 245 123 128 96 96
b 65 47 0,085 36 23 0,092 17 12 0,433 12 12 1,000
P-SEL S290N
SS 155 (60,1) 159 (61,6) 80 (59,7) 87 (64,9) 42 (60,0) 45 (64,3) 33(61,1) | 25(46,3)
SN 87 (33,7) 93 (36,1) 0,787 | 48(35,8) 46 (34,3) 0,450 | 24 (34,3) 22(31,4) | 0,728 | 15(27,8) | 26(48,1) | 0,178
NN 16 (6,2) 6 (2,3) 6 (4,5) 1(0,8) 4 (5,7) 3(4,3) 6 (11,1 3(5,6)
S 397 411 208 220 108 112 81 76
N 119 105 0,326 60 48 0,236 32 28 0,662 27 32 0,541
P-SEL N562D
NN 61 (23,6) 65 (25,2) 28 (20,9) 31(23,1) 18 (25,7) 20 (28,6) 2(3,7) 9 (16,7)
ND 134 (51,9) 134 (51,9) 0,756 | 70(52,2) 70 (52,2) 0,768 | 36(51,4) 39(55,7) | 0,849 | 43(79,6) | 30(55,5) | 0,052
DD 63 (24,4) 59 (22,9) 36 (26,9) 33 (24,6) 16 (22,9) 11 (15,7) 9(16,7) 15 (27,8)
N 256 264 126 132 72 79 47 48
D 260 252 0663 | 14 136 | 066 6 I il B g0 | HO0O
P-SEL V599L
\AY) 204 (79,1) 219 (84,9) 103 (76,9) 115 (85,8) 57 (81,4) 56 (80,0) 44 (81,4) | 48(88,9)
VL 50 (19,4) 36 (13,9) 0,109 | 30(22,4) 19 (14,2) 0,085 | 11(15,7) 12 (17,1) | 1,000 | 9 (16,7) 5(9,2) 0,416
LL 4(1,6) 3(1,2) 1(0,7) 0(0,0) 2(2,9) 2(2,9) 1(1,9) 1(1,9
\Y 458 474 236 249 125 124 97 101
L 58 42 0,115 32 19 0,077 15 16 1,000 11 7 0,460
P-SEL T715P
TT 209 (81,0) 215 (83,3) 105 (78,4) 110 (82,1) 59 (84,3) 55 (78,6) 45 (83,3) | 49(90,7)
TP 48 (18,6) 39 (15,1) 0,565 | 28(20,9) 21 (15,7) 0,540 | 11(15,7) 14 (20,0) | 0,515 | 9(16,7) 5(9,3) 0,390
PP 1(0,4) 4(1,6) 1(0,7) 3(2,2) 0(0,0) 1(1,4) 0(0,0) 0(0,0)
T 466 469 238 241 129 124 99 103
P 50 47 0,831 20 7 0,779 1 16 0,418 9 5 0,401

105




Tablica 44. (nastavak)

Svi Ph(-) MPN Zdravi SviET Zdravi Svi PV Zdravi Svi PMF Zdravi
bolesnici, ispitanici, P bolesnici, ispitanici, P bolesnici, | ispitanici, P bolesnici, | ispitanici, P
Alel N=258 (%) N=258 (%0) N=134 (%) | N=134 (%) N=70 (%) | N=70 (%) N=54 (%) | N=54 (%)
PSGL-1 M62lI

MM 227 (88) 226 (87,6) 119 (88,9) 126 (94,0) 62 (88,6) 55 (78,6) 46 (85,2) | 45(83,3)

Ml 29 (11,2) 32(12,4) | 1,000 14 (10,4) 8(6,0) 0,191 | 8(11,4) 15(21,4) | 0,270 | 7(12,9) 9(16,7) 1,000

1 2(0,8) 0(0,0) 1(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(1,9) 0(0,0)

M 483 484 252 260 132 125 99 99

| 33 39 1,000 16 8 0,144 8 15 0,192 9 9 1,000

P vrijednosti dobivene y? ili Fisherovim egzaktnim testom ovisno o ucestalosti ispitivanog polimorfizma/alela

Tablica 45. Raspodjela ucestalosti genotipova i alela ispitanih polimorfizama i rezultati univarijantne logisti¢ke regresije prema

dominantnom modelu u Ph(-) MPN bolesnika s trombozom u usporedbi s Ph(-) MPN bolesnicima bez tromboze, i u usporedbi sa

skupinom zdravih ispitanika.

Genotip Ph(-) MPN Ph(-) _N!PN Univarijantna logisticka regresija Zdravi Univarijantna logisticka regresija
bolesnici s bolesnici bez R
trombozom tromboze - Ispitanict, .
Alel ’ ' OR (95% ClI P % = 0 OR (195% ClI P %
€ N=79 (%) N=179 (%) (95%C1) ° ] N=T90) (95%Cl) °
FV Leiden
GG 75 (94,9) 172 (96,1) 79 (0,0)
GA 4(51) 7(3,9) 0,741 131 0 (0,0 0,120
AA 0(0,0) 0(0,0) ) 0,674 69 0(0,0) / 0,995 53
(0,37-4,61)
G 154 351 0743 158 0122
A 4 7 ' 0 '
Fll G20210A
GG 79 (100,0) 174 (97,2) 77 (97,5)
GA 0 (0,0) 5(2,8) 0,327 2(2,5) 0,497
AA 0 (0,0 0(0,0) / 0,993 69 0(0,0) / 0,994 51
G 158 353 156
A 0 5 0,330 5 0,498
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Tablica 45. (nastavak)

Genotip Ph(-) MPN Ph(-) _N!PN Univarijantna logisti¢ka regresija Zdravi Univarijantna logisticka regresija
bolesnici s bolesnici bez * TR -
trombozom tromboze 7| smemna P % o0 | OR (95% CI P %
Alel : ’ — 79 (0
¢ N=79 (%) N=179 (%) (95% C1) ° N=179 (%) (25 ) 2
HPA-1
aa 57 (72,2) 126 (70,4) 55 (69,6)
ab 22 (27,8) 47 (26,3) 0,890 0.92 22 (27,8) 0,861 0.88
bab Ol(g,é)) 62(3,94) (0,51-1,65) 0,774 69 21(2,25) (0,45-1,76) 0,726 51
0,546 0,638
b 22 59 26
HPA-2
aa 64 (81,0) 130 (72,6) 55 (69,9)
ab 15 (19,0) 47 (26,3) 0,200 0.62 22 (27,8) 0,140 054
bab 01(2:’?) 23%,71) (0,32-1.19) 0,153 69 21(5125) (0,26-1,12) 0,099 56
b 15 51 0,178 26 0,094
HPA-3
aa 30 (38,0) 59 (33,0) 22 (27,8)
ab 39 (49,4) 93 (52,0) 0,523 0.80 44 (55,7) 0,236 0.63
bab 10 (9192,6) 272(1?0) (0,46-1,39) 0,435 69 13 ;186,5) (0,32-1.23) 0,177 55
0,485 0,252
b 59 147 70
HPA-5
aa 66 (83,5) 131 (73,2) 63 (79,9)
ab 10 (12,7) 47 (26,3) 0,100 0.54 15 (19,0) 0,681 0.77
bab 31(2,28) 1358,96) (0.27-1,06) 0,074 69 11(L11,13) (0,35-1,74) 0,538 52
b 16 49 0,327 17 1,000
P-SEL S290N
SS 42 (53,2) 113 (63,1) 47 (59,5)
SN 29 (36,7) 58 (32,4) 0,140 30 (38,0) 0,521
NN 8 (10,1) 8 (4,5 1,51 (0,88-2,58) | 0,133 69 2 (2,5 1,29 (0,69-2,43) 0,423 53
S 113 284 124
N 45 74 0,068 34 0,194
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Tablica 45. (nastavak)

Genotip Ph(-) MPN Ph(-) _N!PN Univarijantna logisti¢ka regresija Zdravi Univarijantna logisticka regresija
bolesnici s bolesnici bez TR
trombozom tromboze i Ispitanict, e
Alel ! ! OR (95% Cl P % =79 (9 OR (95% ClI P %
¢ N=79 (%) N=179 (%) (95%C1) ° N=79 (%) (95%CD °
P-SEL N562D
NN 20 (25,3) 45 (25,1) 20 (25,3)
ND 41 (51,9) 93 (52,0) 0,900 41 (51,9) 1,000
DD 18 (22,8) 41 (22,9) 0,88 (0,47-1,62) | 0,675 69 18 (22,8) 1,24 (0,59-2,65) 0,566 52
N 81 175 81
D 77 175 0,866 77 1,000
P-SEL V599L
vV 61 (77,2) 143 (79,9) 65 (82,3)
VL 17 (21,5) 33 (18,4) 0,749 13 (16,5) 0,553
LL 1(13) 3(L7) 1,17 (0,62-2,22) | 0,627 69 1(1,3) 1,37 (0,63-2,99) | 0,430 53
\Y 139 319 143
L 19 39 0,823 15 0,586
P-SEL T715P
TT 65 (82,3) 144 (80,4) 61 (77,2)
TP 14 (17,7) 34 (19,0) 0,862 17 (21,5) 0,553
PP 0(0,0) 1(0,6) 0,89 (0,45-1,76) | 0,730 69 1(1,3) 0,73 (0,33-1,59) | 0,430 53
T 144 322 139
p 14 36 0,794 19 0,462
PSGL-1 M62I
MM 68 (86,1) 159 (88,8) 71 (89,9)
MI 9 (11,4) 20 (11,2) 0,676 8 (10,1) 0,625
I 2(2,5) 0(0,0) 1,29 (0,58-2,83) | 0,536 69 0(0,0) 1,66 (0,61-4,54) 0,320 53
M 145 338 150
| 13 20 0,350 8 0,366

* Usporedba bolesnika s trombozom i bolesnika bez tromboze

** Usporedba bolesnika s trombozom i skupine zdravih ispitanika

OZNAKE: % — postotak ispravno klasificiranih slu¢ajeva; P*/P** — P vrijednosti dobivene y? ili Fisherovim egzaktnim testom ovisno o ucestalosti ispitivanog
polimorfizma/alela
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Tablica 46. Raspodjela ucestalosti genotipova i alela ispitanih polimorfizama i rezultati univarijantne logisticke regresije prema

dominantnom modelu u Ph(-) MPN bolesnika bez tromboze u usporedbi s Ph(-) MPN bolesnicima s arterijskom trombozom i u usporedbi

s Ph(-) MPN bolesnicima s venskom trombozom.

. Ph(-) MPN Ph(-) MPN bolesnici . o .. | Ph(-) MPN bolesnici Univarijantna logisti¢ka
Genotip .. - Univarijantna logisticka regresija ..
bolesnici bez s arterijskom p* s venskom pr regresija
tromboze, trombozom, . . trombozom, . .
Alel N=179 (%) N=59 (%) OR (95% CI) P % N=26 (%) OR (95% CI) P Yo
FV Leiden
GG 172 (96,1) 57 (96,6) 24 (92,3)
GA 7(3,9) 2(3,4) 1,000 0.86 2(7,7) 0,319 504
AGA O?Eg,lo) 01(2,60) (0,17-4.27) 0,856 75 0 (500,0) (0,40-10,43) 0,388 | 87
1,000 0,319
A 7 2 2
Fl1l G20210A
GG 174 (97,2) 59 (100,0) 26 (100,0)
GA 5(2,8) 0(0,0) 0,336 0(0,0) 1,000
AA 0(0,0) 0(0,0) / 0,994 75 0(0,0) / 0,996 | 87
G 353 118 52
A 5 0 0,339 0 1,000
HPA-1
aa 126 (70,4) 42 (71,2) 20 (76,9)
ab 47 (26,3) 17 (28,8) 0,961 0.96 6(23,1) 0,649 0.79
bab 6 2(3,94) 0 1(810) (0,50-1,84) 0,907 75 0 (406,0) (0,30-2,08) 0,630 | 87
b 59 17 0,698 5 0,479
HPA-2
aa 130 (72,6) 45 (76,3) 24 (92,3)
ab 47 (26,3) 14 (23,7) 0,704 0.83 2(7,7) 0,030 0.9
bab 23%,71) 01(8,40) (0,42-1.64) 0,582 75 0 (5060) (0,05-0.97) 0,046 | 87
b 51 14 0,618 5 0,044
HPA-3
aa 59 (33,0) 21 (35,6) 11 (42,3)
ab 93 (52,0) 29 (49,2) 0,832 0.89 14 (53,9) 0,473 0.67
bab 272(30) 9 (%513,2) (0,48-1,65) 0,711 75 1 236,8) (0,29-1,55) 0,350 | 87
b 147 47 0,898 16 0,206
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Tablica 46. (nastavak)

Genoti Ph(-) MPN Ph(-) MPN bolesnici Univariiantna logistitka reeresiia Ph(-) MPN bolesnici Univarijantna logisti¢ka
P| bolesnici bez s arterijskom p* tvarl ogisticia regresiy s venskom P regresija
tromboze, trombozom, . . trombozom, o .
Alel N=179 (%) N=59 (%) OR (95% ClI) P %% N=26 (%) OR (95% CI) P %
HPA-5
aa 131 (73,2) 49 (83,0) 20 (76,9)
ab 47 (26,3) 7(11,9) 0,175 0.56 6 (23,1) 0,868 0.82
bab 1 3(85) 3 1(851) (0.26-1,19) 0,129 75 0 (406‘;0) (0,31-2.16) 0,686 | 87
0,555 0,836
b 49 13 6
P-SEL S290N
SS 113 (63,1) 29 (49,2) 16 (61,5)
SN 58 (32,4) 26 (44,0) 0,081 177 5(19,2) 0,952 0.97
NSN 82(3215) 4 (8648) (0,98-3,21) 0,059 75 5 (é?,Z) (0,42-2,27) 0,950 | 87
N 72 34 0,088 15 0,248
P-SEL N562D
NN 45 (25,1) 12 (20,3) 8 (30,8)
ND 93 (52,0) 33(60,0) 0,566 0.96 14 (53,8) 0,709 0.48
DND 411(%,9) 14 53273,7) (0,47-1,91) 0,896 75 4 (§8,4) (0,20-1,12) 0,001 | 87
D 175 61 0,832 99 0,375
P-SEL V599L
\AY; 143 (79,9) 46 (78,0) 20 (76,9)
VL 33(18,4) 12 (20,3) 0,896 112 6 (23,1) 0,929 119
Id_ 3 ﬁg) 1 1%’47) (0.55-2.30) 0,752 75 0 (4060) (0.45-3.18) 0,727 | 87
0,903 0,922
L 39 14 6
P-SEL T715P
TT 144 (80,4) 49 (83,1) 22 (84,6)
TP 34 (19,0) 10 (16,9) 0,802 0.84 4 (15,4) 0,791 0.75
FfrP 1352,26) 01(8;30) (0.39-1,82) 0,658 75 4O8 (0.24-2,31) 0,614 | 87
P 36 10 0,746 4 0,803
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Tablica 46. (nastavak)

Genoti Ph(-) MPN Ph(-) MPN bolesnici Univariiantna logisticka regresiia Ph(-) MPN bolesnici Univarijantna logisti¢ka
P| bolesnici bez s arterijskom p* ) ogisticia regresiy s venskom P regresija
tromboze, trombozom, . . trombozom, o .
Alel N=179 (%) N=59 (%) OR (95% ClI) P %% N=26 (%) OR (95% CI) P %
PSGL-1 M62I
MM 159 (88,8) 50 (84,7) 23(88,5)
Ml 20(11,2) 8 (13,6) 0,547 143 2 (7,7 1,000 104
,IVII OégéO) 11%57) (0,61-3,34) 0,408 75 1 51358) (0,29-3,77) 0,956 | 87
0,368 0,527
[ 20 10 4

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze

** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze
OZNAKE: % — postotak ispravno klasificiranih slu¢ajeva; P*/P** — P vrijednosti dobivene y? ili Fisherovim egzaktnim testom ovisno o ucestalosti ispitivanog

polimorfizma/alela
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5.17.1. Povezanost ispitivanih polimorfizama u skupini ET bolesnika s trombozom

Analizom nismo nasli razliku u ucestalosti genotipova izmedu ET bolesnika s trombozom
1 bez tromboze. Medutim, razlika je postojala u ucestalosti genotipa P-SGL1 M621 izmedu ET
bolesnika s trombozom i zdravih ispitanika, pri ¢emu su genotipovi P-SGL1 M62I-MI i P-SGL1
M62I-11 kao i alel 621 bili prisutni samo u bolesnika s trombozom (P = 0,011 i P = 0,011).

Kako bi se provjerila povezanost pojedinacnih polimorfizama s trombozom u ET skupini
bolesnika, napravljena je univarijantna logisti¢ka regresija za ET bolesnike s trombozom i ET
bolesnike bez tromboze, te ET bolesnike s trombozom i skupinom zdravih ispitanika (Tablica 47.).
Nije bila dokazana povezanosti niti jednog ispitanog polimorfizma s nastankom tromboze u skupini
ET bolesnika, iako je polimorfizam HPA-5 uz P = 0,057 bio blizu razine statisti¢ke zna¢ajnosti,
koja bi upucéivala na njegovu mogucu zastitnu ulogu u nastanku tromboze kod ET bolesnika.

Kad smo podijelili ET bolesnike prema vrsti tromboze i usporedili ih s ET bolesnicima bez
tromboze, alel 621 polimorfizma P-SGL1 M62I bio je ucestaliji u bolesnika s arterijskom
trombozom uz grani¢nu statisticku znacajnost (P = 0,051). Medutim, univarijantna logisti¢ka
regresija nije pokazala povezanost niti jednog ispitanog polimorfizma u skupinama bolesnika s

arterijskom i venskom trombozom u odnosu na bolesnike bez tromboze (Tablica 48.)
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Tablica 47. Raspodjela ucestalosti genotipova i alela ispitanih polimorfizama i rezultati univarijantne logistiCke regresije prema

dominantnom modelu u ET bolesnika s trombozom u usporedbi s ET bolesnicima bez tromboze i u usporedbi sa skupinom zdravih

ispitanika.
Genotip | ET bolesnicis | ET bolesnici bez Univarijantna logisti¢ka regresija ) Zf:ira\./i. Univarijantna logisti¢ka regresija
trombozom, tromboze, p* ispitanici, p**
Alel N=36 (%) N=98 (%) OR(95%CI) | P % N=36 (%) OR (95% CI) P %
FV Leiden
GG 34 (94.4) 94 (95.9) 36 (100,0)
GA 2 (5,6) 4(4,) 0,659 L8 0(0,0) 0,493
AA 0(0,0) 0(0,0) (024789 | 0716 | 73 0(0,0) / 0994 | 53
G 70 192 72
A 2 4 0,661 0 0,497
FIl G20210A
GG 36 (100,0) 95 96,9) 36 (100,0)
GA 0(0,0) 3(3.1) 0,564 0(0,0) 1,000
AA 0(0,0) 0(0,0) / 0,995 73 0(0,0) / / /
e 702 123 0,566 702 1,000
HPA-1
aa 25 (69.4) 70 (71.4) 24 (66.7)
ab 11 (30.6) 24 (24.5) 0,992 10 12(33.3) | 1,000 0.8
bab 0 (601,0) 4 1(231,41) 04s25y | 08B | T3 0 (600,0) 033237 0,800 51
b 11 30 0,984 12 1,000
HPA-2
aa 27 (75.0) 76 (77.6) 26 (72.2)
ab 9 (25,0) 22 (22.4) 0,853 L1 8(22,2) | 1,000 .
bab 0 (60?;0) 0{(7),40) (0,47-2.81) 0,756 73 2 (6566) (0,30-2,47) 0,789 51
b 9 29 0,941 12 0,637
HPA-3
aa 14 (38,9) 30 (30,6) 9(25,0)
ab 16 (44,4) 50 (51,0) 0,486 060 21(583) | 0312 05
bab 6 (12,7) 18 :8(8),4) (0,31-1,54) 0,370 73 6 (;.g,?) (0,19-1,44) 0,209 57
b 28 86 0,553 33 0,500
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Tablica 47. (nastavak)

Genotip | ET bolesnicis | ET bolesnici bez Univarijantna logisti¢ka regresija _ Zdravi Univarijantna logisti¢ka regresija
trombozom, tromboze, p* ispitanici, p**
Alel N=36 (%) N=98 (%) OR (95% CI) P % N=36 (%) OR (95% CI) P %
HPA-5
aa 31(86,1) 68 (69,4) 28 (77,8)
ab 5 (13,9) 29 (29,6) 0,083 037 7(194) | 0,540 056
bb 0(0,0) 1(1,0) 013103 | 0057 | 73 1(2,8) 01713) 0362 | 54
a 67 165 0,092 S 63 0,399 S
b 5 31 ' 9 '
P-SEL S290N
ss 20 (55,6) 60 (61.2) 23 (63.9)
SN 13 (36,1) 35 (35,7) 0,693 L6 12(333) | 0,631 ”
NN 3(83) 3(3,1) Ose27a) | 059 | 73 1(2,8) (0,553,640 0,472 54
S 53 . 0,431 ’ ' 58 0,428 , ,
N 19 41 ' 14 '
P-SEL N562D
NN 8(22,2) 20 (20,4) 9 (25,0)
ND 20 (55,6) 50 (51,0) 0,091 0.90 18(50,0) | 1,000 17
DD 8 (22,2) 28 (28,6) 036227 | 0819 | 73 9 (25,0) (035-3.47) 0,782 51
N 36 90 0,649 ’ ' 36 1,000 ' ,
D 36 106 ' 36 '
P-SEL V599L
vV 28 (77.8) 79 (80,6) 29 (80,6)
VL 8 (22,2) 18 (18,4) 0,905 15 7(194) | 1,000 L8
LL 0(0,0) 1(1,0) O4rasy | 07 | 73 0(0,0) (0.45-4.2) 0,572 53
N 64 176 0,992 o 65 1,000 o
L 8 20 ' 7 '
P-SEL T715P
T 26 (72,2) 75 (76,5) 27 (75.0)
TP 10 (27,8) 22 (22,4) 0,774 L3 8(222) | 1,000 L00
PP 0(0,0) 1(1,0) © 53’_3 20) 0,568 73 1(2,8) © 34_2 01) 1,000 50
T 62 172 0,880 S 62 1,000 o
P 10 24 ' 10 '
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Tablica 47. (nastavak)

Genotip | ET bolesnicis | ET bolesnici bez Univarijantna logisti¢ka regresija _ Zdravi Univarijantna logisti¢ka regresija
trombozom, tromboze, p* ispitanici, px*
Alel N=36 (%) N=98 (%) OR (95% CI) P % N=36 (%) OR (95% CI) P %
PSGL-1 M62lI
MM 29 (80,6) 90 (91,8) 36 (100,0)
MI 6 (16,7) 8(8,2) 0,127 27 0(0,0) 0,011
I 1(2,8) 0(0,0) ' 0,074 73 0(0,0) / 0,993 60
M 64 188 (0,91-8,14) 72
| 8 8 0,063 0 0,011

* Usporedba bolesnika s trombozom i bolesnika bez tromboze

** Usporedba bolesnika s trombozom i skupine zdravih ispitanika

OZNAKE: % — postotak ispravno klasificiranih slu¢ajeva; P*/P** — P vrijednosti dobivene y? ili Fisherovim egzaktnim testom ovisno o ucestalosti ispitivanog
polimorfizma/alela

Tablica 48. Raspodjela ucestalosti genotipova i alela ispitanih polimorfizama i rezultati univarijantne logisti¢ke regresije prema
dominantnom modelu u ET bolesnika bez tromboze u usporedbi s ET bolesnicima s arterijskom trombozom i u usporedbi s ET

bolesnicima s venskom trombozom.

Genotip ET bolesnici ET bo!?slgi‘:i S Univarijantna logisticka regresija ET boltle(snici S Univarijantna logisticka regresija
bez tromboze ?rtergs om p . vents) om Pk
! rompozom rompnozom
— U (o) (0) ! (0) (0)
Alel N=98 (%) N=29 (%6) OR (195% CI) P Yo N=10 (%6) OR (95% CI) P )
FV Leiden
GG 94 (95,9) 28 (96,6) 9 (90,0)
GA 4(4,1) 1(34) 1,000 0.84 1(10,0) 0,391 261
AA 0(0,0) 0(0,0) (0,09-7,82) 0,878 77 0(0,0) (0,26-25,93) 0,413 91
G 192 57 1,000 19 0,388
A 4 1 ! 1 )
FIl G20210A
GG 95 96,9) 29 (100,0) 10 (100,0)
GA 3(3,1) 0(0,0) 1,000 0(0,0) 1,000
AA 0(0,0) 0(0,0) / 0,995 77 0(0,0) / 0,995 91
G 193 58 20
A 3 0 1,000 0 1,000
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Tablica 48. (nastavak)

ET bolesnici s

ET bolesnici s

Genotip ET bolesnici » Univarijantna logisticka regresija Univarijantna logisticka regresija
arterijskom venskom
S5 TOTMIA07, trombozom P trombozom peex
Alel N=98 (%) Ne20 (9%) ) OR (95% ClI) P % oy : OR (95% CI) P %
HPA-1
aa 70 (71,4) 20 (69,0) 7 (70,0)
ab 24 (24,5) 9(31,0) 0,981 112 3(30,0) 1,000 195
bb 4 (4,2) 0(0,0) (0.45-2.77) 0,798 77 0(0,0) (0,30-5,22) 0,760 90
a 164 49 0,995 17 1,000
b 32 9 ' 3 '
HPA-2
aa 76 (77,6) 21 (72,4) 8 (80,0)
ab 22 (22,4) 8 (27,6) 0,747 130 2 (20,0) 1,000 0.86
bb 0(0,0) 0(0,0) (0,51.3.39) 0,568 77 0(0,0) (0.17-4.37) 0,859 91
a 174 S0 0,764 18 1,000
b 22 8 ' 2 '
HPA-3
aa 30 (30,6) 12 (41,4) 3(30,0)
ab 50 (51,0) 12 (41,4) 0,391 0.63 6 (60,0) 1,000 103
bb 18 (18,4) 5(17,2) (o ) 47) 0,281 77 1(10,0) (o ) 25) 0,968 91
a 110 36 0,513 o 12 0,923 o
b 86 22 ’ 8 ’
HPA-5
aa 68 (69,4) 25 (86,2) 8 (80,0)
ab 29 (29,6) 4 (13,8) 0,095 0.36 2 (20,0) 0,720 057
bb 1(1,0) 0(0,0) (0,12-1,13) 0,081 77 0(0,0) (0,11-2,83) 0,489 91
a 165 o4 0,127 18 0,746
b 31 4 ' 2 '
P-SEL S290N
SS 60 (61,2) 14 (48,3) 8 (80,0)
SN 35 (35,7) 13 (44,8) 0,304 169 1(10,0) 0,317 0.39
NN 3(3,1) 2(6,9) (0.73-3.89) 0,216 77 1 (10,0) (0,06-1.96) 0,255 91
S 155 al 0,246 17 0,771
N 41 17 ' 3 '
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Tablica 48. (nastavak)

Genotip ET bolesnici ET bo!_eslgi‘:i S Univarijantna logisti¢ka regresija | ET bo'isnid S Univarijantna logistika regresija
22 LTI, ?rr;r;rgjz:rw P> tr\cl)(:\?;ocz)(r)nm p*
Alel = 0 ' OR (95% CI P % ’ OR (95% CI P %
e N=98 (%) N=29 (%) (95% CI) 0 N=10 (%) (85% CI) ’
P-SEL N562D
NN 20 (20,) 6(20.7) 4(40,0)
ND 50 (51.0) 22 (75,9) 0,819 008 6(60.0) | 0224 038
DD 28 (28.6) 1(34) 0oy | 09T | T 0(0,0) 010-149) 0168 | 91
N 90 34 0,121 14 0,069
D 106 24 ' 6 '
P-SEL V599L
WV 79 (80.6) 22 (75.9) 8 (80,0)
VL 18 (18.4) 7 (24.1) 0,768 10 2(200) | 1,000 086
LL 1(1,0) 0(0,0) 0o | 089 | 77 0(0,0) 01437 0859 | 91
v 176 51 0,871 - 1,000
L 20 7 ' 2 '
P-SEL T715P
T 75 (76.5) 22 (75.9) 8 (80,0)
TP 22 (22.4) 7 (24.1) 0,862 Lo 2(200) | 1,000 008
PP 1(1,0) 0(0,0) P o 0(0,0) (019-495) 0976 | o1
T 172 51 0,848 18 1,000
p 24 7 ! 2 !
PSGL-1 M621
MM 90 (91.8) 23 (79.3) 8 (80,0)
M1 8 (8.2) 5 (17.2) 0,120 03 2(200) | 0232 261
1 0(0,0) 134 (0,93-9,30) 0,067 77 0(0,0) (0,51-15,55) 0,236 91
M 188 51 18
| 8 7 0,051 5 0,234

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze

OZNAKE: % — postotak ispravno klasificiranih slu¢ajeva; P*/P** — P vrijednosti dobivene y? ili Fisherovim egzaktnim testom ovisno o ucestalosti ispitivanog
polimorfizma/alela




5.17.2. Povezanost ispitivanih polimorfizama u skupini PV bolesnika s trombozom

Ispitana je raspodjela ucestalosti genotipova i alela za skupinu bolesnika s trombozom, bez
tromboze i skupini zdravih ispitanika, te su rezultati prikazani u Tablici 49. Nadena je statisticki
znacajna razlika izmedu raspodjele ucestalosti genotipova i alela u bolesnika s trombozom i
bolesnika bez tromboze za HPA-2 (P = 0,003 i P = 0,003). Ucestalost genotipova i alela za
HPA-2 pokazala se statisti¢ki znacajno razli¢ita i u bolesnika s trombozom U odnosu na skupini
zdravih ispitanika (P = 0,004 i P = 0,008).

Univarijantnom logistickom regresijom, prema dominantnom modelu, analizirali smo
povezanost ispitanih polimorfizama izmedu bolesnika s trombozom i bolesnika bez tromboze, te
bolesnika s trombozom i skupine zdravih ispitanika. Utvrdili smo da postoji povezanost izmedu
alela HPA-2b i njegove zastitne uloge u nastanku tromboze, pri ¢emu je dobiven OR = 0,07 i 95%
C1=0,01-0,60 uz P = 0,015 u usporedbi bolesnika s trombozom i bez tromboze dok je u usporedbi
bolesnika s trombozom i zdravih ispitanika dobiven OR = 0,06 i 95% CI = 0,01-0,53 uz P =0,011.

Zanimala nas je i1 raspodjela ucestalosti genotipova i alela ispitivanih polimorfizama u
bolesnika s arterijskom trombozom i venskom trombozom u odnosu na isto u bolesnika bez
tromboze. Rezultati analize prikazani su u Tablici 50. Utvrdena je statisticki znacajna razlika
ucCestalosti genotipova i alela za polimorfizam HPA-2 u skupini bolesnika s arterijskom
trombozom, te genotipa HPA-2 u bolesnika s venskom trombozom u odnosu na bolesnike bez
tromboze. (P = 0,013 i P = 0,013 te P = 0,046, slijedom).

Univarijantnom logistickom regresijom dobivena je statisticki znacajna razlika u raspodjeli
genotipova i alela za HPA-2 u bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze
(P = 0,028). Buduc¢i da je uz statisticki znac¢ajnu razliku dobiven OR = 0,09 to ukazuje na zastitnu

ulogu alela HPA-2b za nastanak arterijske tromboze u bolesnika.
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Tablica 49. Raspodjela ucestalosti genotipova i alela ispitanih polimorfizama i rezultati univarijantne logistiCke regresije prema

dominantnom modelu u PV bolesnika s trombozom u usporedbi s PV bolesnicima bez tromboze i u usporedbi sa skupinom zdravih

ispitanika.
Genotip F;V botl)esniCi S PthOIESbniCi bez Univarijantna logisti¢ka regresija Zdravi Univarijantna logisti¢ka regresija
rombozom, romboze, p* ispitanici, p**
Alel N=24 (%) N=46 (%) OR (95% CI) P % N=24 (%) OR (95% CI) P %
FV Leiden
GG 24 (100,0) 43 (935) 24 (100,0)
GA 0(0,0) 3(6,5) 0,546 0(0,0) 1,000
AA 0(0,0) 0(0,0) / 0994 | 66 0(0,0) / / /
G 48 89 48
A 0 3 0,551 0 1,000
FIl G20210A
GG 24 (100,0) 45 (97.8) 23 (95.8)
GA 0(0,0) 1(22) 1,000 1(4.2) 1,000
AA 0(0,0) 0(0,0) / 0,995 66 0(0,0) / 0,994 52
G 48 91 47
A 0 1 1,000 1 1,000
HPA-1
aa 18 (75.0) 30 (65.2) 17 (70.8)
ab 6 (25.0) 14 (30.4) 0,572 . 6(250) | 1,000 051
bab 0 202,0) 2 (742,3) 020z | 0475 | 65 1 5140,2) 0.252.90) 0745 | 52
0,414 8 0,772
b 6 18 ' '
HPA-2
aa 23 (95.8) 29 (63.0) 14 (58,3)
ab 1(4,2) 16 (34.8) 0,003 007 10 (417) | 0,004 0.06
bb 0(0,0) 122) ©0olog | 0015 | 66 0(0,0) 001-053) 0011 | 69
a 47 74 38
b 1 18 0,003 10 0,008
HPA-3
aa 10 (41,7) 16 (34.8) 6 (25.0)
ab 11 (45.8) 25 (54,3) 0,760 - 15(62,5) | 0,359 214
bb 3 (12,5) 5 (10,9) 02208 | 0572 | 68 3 (122.5) v 0225 | 58
a 31 57 0,904 27 0,531
b 17 35 ! 21 !
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Tablica 49. (nastavak)

Genotip | PV bolesnicis | PV bolesnici bez Univarijantna logisti¢ka regresija ~ Zdravi Univarijantna logisti¢ka regresija
trombozom, tromboze, p* ispitanici, p**
Alel N=24 (%) N= 46 (%) OR (95% CI) P % N=24 (%) OR (95% CI) P %
HPA-5
aa 20 (83.3) 33 (71,7) 22 (9L.7)
ab 4(16.7) 13 (28.3) 0,383 051 2 (8.3) 0,666 290
bb 0(0,0) 0(0,0) (0,15-1,77) 0,288 66 0(0,0) (0,36-13,34) 0,391 54
a 44 79 46
b 4 13 0,419 5 0,667
P-SEL S290N
ss 16 (66.7) 26 (56,5) 17 (70.8)
SN 7(29.2) 17 (37.0) 0,572 - 7(29.2) | 1,000 L1
NN 1(4,1) 3(6,5) 02s1s2) | 0412 | 66 0(0,0) 0364.12) 0,756 | 52
S 39 69 41
N 9 23 0,533 7 0,785
P-SEL N562D
NN 8 (33.3) 10 21,7 6 (25.0)
ND 12 (50,0) 24 (52.2) 0,444 056 14(583) | 0,751 L5
DD 4 (16,7) 12 (26,1) o1s1en | 0295 | 66 4(16,7) (0435.26) 052 | 54
N 28 44 26
D 20 48 0,316 29 0,837
P-SEL V599L
VY, 18 (75,0) 40 (87,0) 19 (79.2)
VL 5 (20,8) 5 (10,9) 0,398 - 4(167) | 1,000 56
L 12 12 0800z | 0107 | 67 L2 0.43.5.86) 0507 | 54
L 7 7 0,313 6 1,000
P-SEL T715P
T 21 (87.5) 37 (80,4) 17 (70,8)
TP 3 (12,5) 9 (19,6) 0,523 . 7(292) | 0,286 02
Fjll_:’ 0 5105,0) 0 (803,0) (0,07-1,89) 0,234 66 0 (40110) (0,04-1,20) 0,081 60
0,751 0,317
p 3 9 7
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Tablica 49. (nastavak)

Genotip | PV bolesnicis | PV bolesnici bez Univarijantna logisti¢ka regresija Zdravi Univarijantna logisti¢ka regresija
trombozom, tromboze, p* ispitanici, p**
Alel N=24 (%) N= 46 (%) OR (95% CI) P % N=24 (%) OR (195% ClI) P %
PSGL-1 M62lI
MM 22 (91,7) 40 (87,0) 20 (83,3)
MI 2 (8.3) 6 (13.0) 0,706 061 4(167) | 0,666 0s
1 0(0,0) 0(0,0) (0,11-3,26) 0,560 66 0(0,0) (0,08-2,76) 0,391 54
M 46 86 44
| 2 6 0,715 4 0,677

* Usporedba bolesnika s trombozom i bolesnika bez tromboze

** Usporedba bolesnika s trombozom i skupine zdravih ispitanika
OZNAKE: % — postotak ispravno klasificiranih slu¢ajeva; P*/P** — P vrijednosti dobivene y? ili Fisherovim egzaktnim testom ovisno o ucestalosti ispitivanog
polimorfizma/alela

Tablica 50. Raspodjela ucestalosti genotipova i alela ispitanih polimorfizama i rezultati univarijantne logisti¢ke regresije prema

dominantnom modelu u PV bolesnika bez tromboze u usporedbi s PV bolesnicima s arterijskom trombozom i u usporedbi s PV

bolesnicima s venskom trombozom.

Genotip PV bolesnici PV bo!?snici S Univarijantna logisti¢ka regresija | PV bolesnici s Univarijantna logisti¢ka regresija
arterijskom venskom
bez tromboze, trombozom P> trombozom p=
Alel = (0 ' OR (195% CI P % ! OR (95% CI P %
N= 46 (%) N=19 (%) (95% Cl) 0 N=8 (%6) (95% CI) 0
FV Leiden
GG 43 (93)5) 19 (100,0) 8 (100,0)
GA 3(6,5) 0(0,0) 0,550 0(0,0) 1,000
AA 0(0,0) 0 (0,0) / 0995 | 71 0(0,0) / 0,094 | 85
G 89 38 16
A 3 0 0,555 0 1,000
FIl G20210A
GG 45 (97.8) 19 (100,0) 8 (100,0)
GA 1(2.2) 0(0,0) 1,000 0(0,0) 1,000
AA 0(0,0) 0(0,0) / 0995 | 71 0(0,0) / 0995 | 85
G 91 38 16
A 1 0 1,000 0 1,000
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Tablica 50. (nastavak)

PV bolesnici s

PV bolesnici s

Genotip PV bolesnici » Univarijantna logisticka regresija Univarijantna logisticka regresija
arterijskom venskom
S5 TOTMI2072, trombozom P trombozom peex
= ! 0, 0, ! 0, 0,
Alel N= 46 (%) N=19 (%) OR (95% CI) P Yo N=8 (9%) OR (95% ClI) P %
HPA-1
aa 30 (65,2) 15 (78,9) 6 (75,0
ab 14 (30,4) 4 (21,1) 0,379 0.50 2 (25,0) 0,704 0.67
bb 2(4,3) 0(0,0) (0,14-1,76) 0,281 71 0(0,0) (0,12-3,71) 0,643 85
a “ 34 0,304 14 0,731
b 18 4 ' 2 '
HPA-2
aa 29 (63,0) 18 (94,7) 8 (100,0)
ab 16 (34,8) 1(5,3) 0,013 0.09 0(0,0) 0,046
bb 1(2,2) 0(0,0) " 0,028 71 0(0,0) / 0,994 85
(0,01-0,77)
a [ 87 0,013 16 0,068
b 18 1 ' 0 '
HPA-3
aa 16 (34,8) 6 (31,6) 5 (62,5)
ab 25 (54,3) 10 (52,6) 0,968 116 3(37,5) 0,238 0.32
bb 5 (10,9) 3 (15,8) (o 373 62) 0,804 71 0(0,0) © 071 51) 0,151 85
a S 22 0,815 o 13 0,165 o
b 35 16 ’ 3 ’
HPA-5
aa 33 (71,7) 16 (84,2) 5(62,5)
ab 13 (28,3) 3(15,8) 0,357 0.48 3(37,5) 0,681 15
bb 0(0,0) 0(0,0) (0,12-1,91) 0,295 71 0(0,0) (0,32-7.31) 0,599 85
a 79 35 0,394 13 0,703
b 13 3 ’ 3 ’
P-SEL S290N
SS 26 (56,5) 11 (57,9) 6 (75,0
SN 17 (37,0) 7 (36,8) 0,862 0.95 1(12,5) 0,449 0.43
NN 3(6,5) 1(53) 032-279) 0,919 71 1(12,5) (0,08-2.39) 0,336 85
S 69 29 0,948 13 0,757
N 23 9 ' 3 '
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Tablica 50. (nastavak)

Genotip PV bolesnici PV bo!_eslgiCi S Univarijantna logisti¢ka regresija | "V bo'isni‘:i S Univarijantna logisti¢ka regresija
22 LTI, ?rr;r;rgjz:rw P> tr\cl)(:\?;ocz)(r)nm p*
Alel = 0 ' OR (95% CI P % ’ OR (95% CI P %
e N=46 (%) N=19 (%) (95% Cl) 0 N=8 (%) (95% CI) 0
P-SEL N562D
NN 10 2L,7) 3(15,8) 1(125)
ND 24 (52.2) 14.(73,7) 0,740 060 7(875) | 1,000 028
DND 12 51246,1) 2 (;8,5) (0,18-1,99) 0,405 71 0 (8,0) (0,06-1,31) 0,106 85
D 48 18 0,760 7 0,725
P-SEL V599L
VV 40 (87,0) 15 (78,9) 5 (62,5)
VL 5 (10,9) 3(15,8) 0,461 >3 3(375) | 0118 400
k}_ 1 (825,2) 1 85?;3) (0,63-9,04) 0,209 71 0 (1(;,0) (0,75-21,22) 0,104 85
L 7 5 0,509 3 0,166
P-SEL T715P
T 37 (80,4) 17 (89,5) 7(87.5)
TP 9 (19.6) 2 (10,5) 0,486 023 1(125 | 1,000 050
PTP 0 %03,0) 0 goéO) ooty | 077 | TL 0 (105,0) (0.06-5.40) 0638 | 85
0,507 1,000
P 9 2 1
PSGL-1 M62I
MM 20 (87.0) 17 (89,5) 8 (100,0)
M1 6 (13,0) 2 (10,5) 1,000 078 0(0,0) 0,575 008
,|v|| 0 (806,0) 0 gOéO) (0,14-4,28) 0,779 71 0 (106,0) (0,10-9,16) 0,966 85
| 6 5 1,000 0 0,589

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze

OZNAKE: % — postotak ispravno klasificiranih slu¢ajeva; P*/P** — P vrijednosti dobivene y? ili Fisherovim egzaktnim testom ovisno o ucestalosti ispitivanog
polimorfizma/alel




5.17.3. Povezanost ispitivanih polimorfizama u skupini PMF bolesnika s

trombozom

Analiza je pokazala zna¢ajnu razliku u ucestalosti genotipa i alela polimorfizma P-SEL
S290N izmedu PMF bolesnika s trombozom i bez tromboze, pri ¢emu su genotipovi P-SEL
S290N-SN i P-SEL S290N-NN i alel N290 bili ucestaliji u bolesnika s trombozom. Uz to,
ustanovljena je znacajna razlika u ucestalosti genotipa polimorfizma P-SEL N562D izmedu PMF
bolesnika s trombozom i skupine zdravih ispitanika pri ¢emu su bolesnici s trombozom bili
nositelji samo genotipova P-SEL N562D-ND i P-SEL N562D-DD (Tablica 51.). Otkrili smo da
postoji povezanost polimorfizma P-SEL S290N s nastankom tromboze pri ¢emu je prisutnost alela
N povecavala rizik za trombozu 7,31 puta.

U bolesnika s arterijskom trombozom u odnosu na bolesnike bez tromboze postojala je
manja ucestalost alela HPA-5a. Osim toga, u bolesnika s arterijskom trombozom pronasli smo
povezanost polimorfizma P-SEL S290N s nastankom tromboze. Pri ¢emu je alel 290N poveéavao
rizik za nastanak arterijske tromboze skoro 6 puta (OR =5,90, 95% CI = 1,37-25,43).

Bolesnici s venskom trombozom imali su vecu ucestalost alela 290N, a uz to je nadena i
povezanost tog alela s 10 puta ve¢im rizikom za nastanak venske tromboze (OR = 10,12, 95% CI
=1,70-60,30) (Tablica 52.).
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Tablica 51. Raspodjela ucestalosti genotipova i alela ispitanih polimorfizama i rezultati univarijantne logisticke regresije prema

dominantnom modelu u PMF bolesnika s trombozom u usporedbi s PMF bolesnicima bez tromboze i u usporedbi sa skupinom zdravih

ispitanika.
Genotip bo::;::li:ci . PMPF bolesnici bez Univarijantna logisticka regresija Zdravi Univarijantna logisticka regresija
trambozom. tromboze, p* . . ispitanici, [P . .
Alel N=19 (%) N=35 (%) OR (95% CI) P %) N=19 (%) OR (95% CI) P %
FV Leiden
GG 17 (89,5) 35 (100,0) 19 (100,0)
GA 2(10,5) 0(0,0) 0,119 0(0,0) 0,486
AA 0(0,0) 0(0,0) / 0,994 69 0(0,0) / 0,994 55
G 36 70 38
A 5 0 0,122 0 0,493
FI1l G20210A
GG 19 (100,0) 34 (97,1) 19 (100,0)
GA 0(0,0) 1(2,9) 1,000 0(0,0) 1,000
AA 0(0,0) 0(0,0) / 0,995 65 0(0,0) / 0,994 53
G 38 69 38
A 0 1 1,000 0 1,000
HPA-1
aa 14 (73,7) 26 (74,3) 14 (73,7)
ab 5(26,3) 9(25,7) 0,782 103 4 (21,0) 1,000 100
bab 0 (30:;0) 0 %01,0) (0,29-3,68) 0,962 65 1 (352,3) (0,24-4.24) 1,000 50
b 5 9 0,798 6 1,000
HPA-2
aa 14 (73,7) 25 (71,4) 15 (78,9)
ab 5(26,3) 9(25,7) 0,888 0.89 4(21,1) 1,000 133
bab 0 (303;0) 1 (5259) (0,25-3,14) 0,860 65 0(3(3210) (0,30-6,02) 0,703 53
b 5 11 0,941 4 1,000
HPA-3
aa 6 (31,6) 13 (37,1) 7(36,8)
ab 12 (63,2) 18 (51,4) 0,912 108 8(42,1) 1,000 126
bab 1 (2523) 4 (11,4) (0,39-4,19) 0,683 65 4 (g;,l) (0,33-4,84) 0,733 53
b 14 26 0,859 16 0,815
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Tablica 51. (nastavak)

Genotip bo:?sl;/’lllizci . PMF bolesnici bez Univarijantna logisticka regresija Zdravi Univarijantna logisticka regresija
trombozom, tromboze, p* ispitanici, [PXES
Alel N=19 (%) N=35 (%) OR (95% CI) P % N=19 (%) OR (95% CI) P %
HPA-5
aa 15 (78,9) 30 (85,7) 13 (68,4)
ab 1(5,3) 5(14,3) 0,704 160 6 (31,6) 0,714 058
bb 3(15,8) 0(0,0) (0,37-6,85) 0,526 65 0(0,0) (0,13-2,51) 0,464 55
a 31 65 0,144 32 1,000
b 7 5 ’ 6 ’
P-SEL S290N
SS 6 (31,6) 23 (65,7) 7(36,8)
SN 9(47,4) 10 (28,6) 0,034 731 11 (57,9) 1,000 196
NSN 4 (i,l) 2 (556,7) (2,10-25,48) 0,002 74 1 (25[:;3) (0,33-4.84) 0,733 53
N 17 14 0,013 13 0,481
P-SEL N562D
NN 0(0,0) 2(5,7) 5(26,3)
ND 13 (68,4) 30 (85,7) 0,535 179 9(47,4) 0,046
DD 6 (31,6) 3(8,6) . 0,419 65 5 (26,3) / 0,995 61
N 13 34 (0.46-6.39) 19
D o5 36 0,217 19 0,245
P-SEL V599L
\AY 17 (89,5) 27 (77,1) 17 (89,5)
VL 2(10,5) 7 (20,0) 0,465 0.40 2(10,5) 1,000 100
LL 0(0,0) 1(2,9) (0,08-2,10) 0,277 65 0(0,0) (0,13-7,94) 1,000 50
N 36 ol 0322 36 1,000
L 2 9 ’ 2 ’
P-SEL T715P
TT 16 (84,2) 29 (82,9) 17 (89,5)
TP 3(15,8) 6 (17,1) 1,000 091 2 (10,5) 1,000 159
PP 0(0,0) 0(0,0) (0,20-4,12) 0,899 65 0(0,0) (0,23-10,82) 0,633 53
T 3 o4 1,000 36 1,000
P 3 6 ’ 2 ’
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Tablica 51. (nastavak)

Genotip b :DMF . PME bolesnici bez Univarijantna logisticka regresija Zdravi Univarijantna logisticka regresija
Alel tr(;)r’r?liglzi)lrz N ~ OR (95% CI P % R o OR (95% CI P %
' = 0, = 0,
e No10 (9%) N=35 (%) (95% Cl) 6 | N=19(%) (95% Cl) 6
P-SGL1 M62I
MM 17 (89,5) 29 (82,9) 16 (84,2)
Ml 1(5,3) 6 (17,1) 0,698 057 3(158) 1,000 063
1 1(5,3) 0(0,0) (0,10-3,14) 0,517 65 0(0,0) (0,09-4,26) 0,633 53
M 3 o4 1,000 3 1,000
I 3 6 ' 3 ’

* Usporedba bolesnika s trombozom i bolesnika bez tromboze

** Usporedba bolesnika s trombozom i skupine zdravih ispitanika
OZNAKE: % — postotak ispravno klasificiranih slu¢ajeva; P*/P** — P vrijednosti dobivene 2 ili Fisherovim egzaktnim testom ovisno o ucestalosti ispitivanog
polimorfizma/alela

Tablica 52. Raspodjela ucestalosti genotipova i alela ispitanih polimorfizama i rezultati univarijantne logistiCke regresije prema

dominantnom modelu u PMF bolesnika bez tromboze u usporedbi s PMF bolesnicima s arterijskom trombozom i u usporedbi s PMF

bolesnicima s venskom trombozom.

Genotip PMF PMF b?_lesniCi s Univarijantna logisticka regresija PMF bolesnici Univarijantna logisticka regresija
bolesnici bez arterijskom p* s venskom P
tromboze trombozom, trombozom,
Alel ' OR (95% CI P % OR (95% CI P %
e N=35 (%) N=11 (%) (%5%CI) 6 N=8 (%) (®5%Ch) 6
FV Leiden
GG 35 (100,0) 11 (100,0) 8 (100,0)
GA 0(0,0) 0(0,0) 1,000 0(0,0) 1,000
AA 0(0,0) 0(0,0) / 0,995 78 0(0,0) / 0,995 84
e S 2 1,000 0 1,000
FIl G20210A
GG 34 (97,1) 10 (90,9) 7(87,5)
GA 1(2,9) 1(9,1) 0,452 1(12,5) 0,341
AA 0 (0,0) 0(0,0) / 0,996 76 0(0,0) / 0,994 84
e 0 2 0,423 o 0,339
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Tablica 52. (nastavak)

Genotip ol PMF o PM'? b(_’_leliniCi S Univarijantna logisti¢ka regresija | PMF bOLesniCi Univarijantna logistika regresija
olesniCl bez arterijskom S venskom
P* P**
tromboze trombozom, trombozom,
Alel : OR (95% ClI P % OR (95% ClI P %
€ N=35 (%) N=11 (%) (85% C1) ° N=8 (%) (%5% C1) >
HPA-1
aa 26 (74.3) 7(63.6) 7(875)
ab 9 (25,7) 4 (36.4) 0,702 65 1(125) | 0,656 0l
b: 0 (601,0) 0 (10é0) 036c0e | 04% | 76 0 (105,0) 004353) 0436 | 81
b 9 4 0,503 1 0,680
HPA-2
aa 25 (71,) 6 (54.5) 8 (100,0)
ab 9(25.7) 5 (45.5) 0,501 2 08 0(0,0) 0,165
bb 1(2,9) 0(0,0) © 52’-8 41) 0,303 76 0(0,0) / 0,995 81
a 59 17 ! ! 16
b 11 5 0,664 0 0,116
HPA-3
aa 13 (37.0) 3(27.3) 3(37.5)
ab 18 (51.4) 7 (63.6) 0,722 L8 5(625) | 1,000 0.0
b; 4 (11,4) 1 (193;1) 03570z | 05L | 76 0 (101,0) 020.482) 0,085 81
b 26 9 0,948 5 0,877
HPA-5
aa 30 (85.7) 8(72.7) 7(87.5)
ab 5 (14,3) 0(0,0) 0,374 . 1(125 | 1,000 086
bab 0 (6050) 3 (ig,:’)) (0,44-11,48) 0,330 76 0 (105,0) (0,09-8,54) 0,896 81
b 5 6 0,031 1 1,000
P-SEL S290N
sS 23 (65.7) 4(36.4) 2 (25.0)
SN 10 (28.6) 6 (54.5) 0,158 00 3(375) | 0,052 1012
NSN 2 (55é7) 1 (194,1) (372543 | 007 | 76 3 (377,5) (170,60 30) 0011 | 81
N 14 8 0,200 9 0,008
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Tablica 52. (nastavak)

Genotip ol PMF o PM'? b(_’_leliniCi S Univarijantna logisti¢ka regresija | PMF bOLesniCi Univarijantna logistika regresija
olesnici bez arterijskom s venskom
P* P**
Alel ti\rlgrsnsbg,j:)' ”I\‘I’f‘lt;o(z(;)’;‘ OR (95% CI) p % ”KI“:":‘(’;?;“ OR (95% CI) P %
P-SEL N562D
NN 26.7) 0(00) 0(0,0)
ND 30 (85,7) 7 (63.6) 1,000 2 06 6(750) | 1,000
DD 3 (8,6) 4 (36.4) : 0401 | 76 2 (25.0) / 0995 | 81
N 34 7 (0,38-11,18) 5
0,257 0,601
D 36 15 10
P-SEL V599L
Y, 27 (77.0) 10 (90,9) 7 (87,5)
VL 7 (20,0) 1(9.0) 0,421 03 1(125) | 1,000 048
k}_ 1 (621,9) 0 201,0) (0,04-3,05) 0,333 76 0 (105;0) (0,05-4.52) 0,523 81
L 9 1 0,452 1 1,000
P-SEL T715P
T 29 (82,9) 9(8L8) 7(87.5)
TP 6 (17.1) 2 (18,2) 1,000 Lor 1(125 | 1,000 060
|?I|_D 0 (6040) 0 (2060) (0,18-6,28) 0,937 76 0 (105;0) (0,07-6,70) 0,749 81
p 6 5 1,000 1 1,000
P-SGL1 M62I
MM 29 (82,9) 10 (90,9) 7(87.5)
Ml 6 (17.1) 1(9,1) 0,666 048 0(0,0) 1,000 0.6
llvll 0 (6040) 0 (201,0) 0045y | 0524 | 76 1 (12,5) 00-670) 0749 | 81
| 6 1 1,000 5 0,638

* Usporedba bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s venskom trombozom i bolesnika bez tromboze

OZNAKE: % — postotak ispravno klasificiranih slu¢ajeva; P*/P** — P vrijednosti dobivene 2 ili Fisherovim egzaktnim testom ovisno o ucestalosti ispitivanog
polimorfizma/alela
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5.18. Ucestalosti kombinacije genotipova FV Leiden, FIl G20210A, HPA-5, P-
SEL i P-SGL1

Napravili smo analizu naj¢es¢ih kombinacija genotipova ispitivanih polimorfizma u Ph(-)
MPN bolesnika s trombozom u odnosu na one bez tromboze, te ih podijelili i prema vrsti tromboze
i prema dijagnozama. U Tablici 53. prikazali smo samo rezultate koji su bili statisti¢ki zna¢ajno
razliciti izmedu ispitivanih skupina.

Analiziraju¢i skupinu Ph(-) MPN bolesnika, ustanovili smo da su nositelji kombinacije
genotipa M621-MM/HPA-5ab te HPA-5ab/FII G20210A-GG imali puno manji rizik za nastanak
tromboze, ali i arterijske tromboze. Kombinacija genotipa HPA-5ab/FIl G20210A-GG s
ucestalosti od 26,3 % bila je naj¢eS¢a kombinacija u Ph(-) MPN bolesnika bez tromboze.

Pojedine kombinacije genotipova smanjivale su rizik za nastanak venske tromboze u
Ph(-) MPN bolesnika poput kombinacije T715P-TT/N562D-DD i kombinacije T715P-TT/N562D-
ND koja je bila prisutna u ukupno 47,5 % bolesnika bez tromboze. Kombinacije koje su povecavale
rizik za nastanak venske tromboze bile su M62I-MM/S290N-NN, T715P-

TT/S290N-NN, S290N-NN/FV Leiden-GG i S290N-NN/FIl G20210A-GG.

Ispitivanje kombinacija genotipova u ET 1 PV bolesnika nije pokazalo znacajnu razliku
izmedu bolesnika s trombozom i bez tromboze, stoga njihove naj¢eS¢e kombinacije genotipova
nisu prikazane.

U PMF bolesnika nekoliko kombinacija genotipova pokazalo se znac¢ajno razli¢ito izmedu
bolesnika s trombozom i bez tromboze, pri ¢emu su sve kombinacije povecavale rizik za nastanak
tromboze ili pojedine vrste tromboze. Kombinacije S290N-SN/FV Leiden-GG, S290N-NN/FII
G20210A-GG i S290N-SN/FII G20210A-GG u PMF bile su znaCajno ¢eS¢e u bolesnika s
trombozom, te su povecavale rizik za nastanak tromboze. Nositelji kombinacija genotipova
S290N-SN/FV Leiden-GG i S290N-SN/FII G20210A-GG imali su povecani rizik za nastanak
arterijske tromboze, dok su kombinacije genotipova S290N-NN/FV Leiden-GG, S290N-NN/FII
G20210A-GG i S290N-SN/FII G20210A-GG bile povezane s veéim rizikom za nastanak venske
tromboze u PMF bolesnika.

130



Tablica 53. Ucestalosti kombinacije polimorfizama u Ph(-) MPN i PMF bolesnika s trombozom u

odnosu na holesnike bez tromboze.

Univarijantna
. logisti¢ka regresija
Kombinacija - Vrsta » Bolesnici
polimorfizama Genotip tromboze | Bolesnicis bez OR
trombozom tromb )
romboze (95% CI)
Ph(-) MPN bolesnici
P-SGL1 M621/ Arterijska i 0,06
HPA-5 M62I-MM/HPA-5ab venska 8 44 (0,01-0,66) 0,021
HPA-5/ * Arterijska i 0,07
FIl G20210A | PAS-ab/FIMGG venska 10 47 (0,01-0,75) | 028
P-SGL1 M62l/ .. 0,04
HPA-5 M62I-MM/HPA-5ab Arterijska 5 44 (0,003-0,44) 0,009
HPA-5/ N N 0,05
FIl G20210A HPA-5ab/FII*GG Arterijska 7 47 (0,01-0,55) 0,014
P-SGL1M621/ 5,33
P_SEL S290N M621-MM/S290N-NN Venska 5 7 (1,47-19,27) 0,011
0,22
P-SEL T715P/ | T715P-TT/Ns62D-DD | YeMska 4 4l (0,06-0.82) | 90%°
P-SEL N562D T715P-TT/N562D-ND Venska 10 85 o 0()9,_20776) 0,014
P-SEL T715P/ 4,95
P_-SEL S290N T715P-TT/S290N-NN Venska 5 7 (1,37-17,90) 0,015
P-SEL V599L/ 6,40
P_-SEL S290N V599L-VV/S290N-NN Venska 4 5 (1,49-27 46) 0,012
S290N/FV S290N-NN/FV*GG Venska 4 7 1 111::2L:(33 18) 0,035
S200N/FIl | S290N-NN/FIFGG |  Venska 5 8 a Ny 26 | 0.021
PMF bolesnici
. - Arterijska i 6,00
S290N:FV S290N-SN/FV*GG venska 8 6 (1,51-23,84) 0,011
Arterijska i 9,00
S S290N-NN/FII*GG venska 4 2 (1,33-61,03) | 0%
) S290N-SN/FII*GG Avrterijska i 9 5 8,10 0004
venska (1,99-33,05) '
S290N:FV S200N-SN/FV*GG | Aterijska 5 6 a 12162337) 1ay | 0038
S290N:FII S200N-SN/FII*GG | Arterijska 6 5 a oo 51) | 0010
S290N:FV S290N-NN/FV*GG Venska 2 2 (1 1;_31"2,3 33) 0,036
20,25
S200N-E| S290N-NN/FII*GG Venska 8 2 (2,04-200,85) | %910
’ S290N-SN/FII*GG Venska 3 5 8,10 0043
(1,07-61,54) |

FV* — FV Leiden; FII* — FIl G20210A
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5.19. Ucestalost haplotipova polimorfizama u bolesnika s trombozom i bez

tromboze te u zdravih ispitanika

S obzirom na to da se gen za P-selektin nalazi na 1. kromosomu blizu gena za FV, kako bi
provjerili njihov medusoban utjecaj, od alela polimorfizama gena za P-selektin (S290N, N562D,
V599L, T715P) i polimorfizma FV (G1691A) napravili smo haplotip P-SEL-FV. Takoder smo iz
istog razloga napravili haplotip HPA od alela za polimorfizme HPA-1, HPA-2 i HPA-3 koji se
nalaze na 17. kromosomu. Oba sazeta haplotipa ispitana su u skupini bolesnika i kontrolnoj skupini
zdravih ispitanika te su njihove ucestalosti medusobno usporedene.

U Tablici 54. prikazani su rezultati analize haplotipova HPA. Nadeno je 8 haplotipova u
bolesnika i u zdravih ispitanika. Najc¢esc¢i haplotip kako u bolesnika tako i u zdravih ispitanika bio
je HPA-1a2a3a. Razlika u ucestalosti haplotipa izmedu bolesnika s trombozom i zdravih ispitanika
dobivena je za haplotip HPA-1b2b3b (nije bio prisutan u zdravih ispitanika) uz OR = 38,16 i 95%
Cl =2,09-698,23.

Tablica 54. Raspodjela ucestalosti haplotipova HPA u bolesnika s trombozom i bez tromboze i

kontrolnoj skupini zdravih ispitanika.

HAPLOTIP Ph(-) MPN bolesnicis | Ph(-) MPN bolesnici Zdravi
trombozom, bez tromboze, p* ispitanici, p**

HPA N=79 N=179 N=258
HPA-1a2a3a 0,5269 0,4001 0,080 0,4424 0,188
HPA-1a2a3b 0,2758 0,3010 0,683 0,2789 0,957
HPA-1a2b3a 0,0304 0,0893 0,091 0,0732 0,172
HPA-1a2b3b 0,0276 0,0358 0,736 0,0422 0,557
HPA-1b2a3a 0,0634 0,0910 0,459 0,0755 0,717
HPA-1b2a3b 0,0389 0,0565 0,555 0,0648 0,392
HPA-1b2b3a 0,0058 0 0,309 0,0210 0,367
HPA-1b2b3b 0,0311 0,0173 0,482 0 0,005

* Usporedba bolesnika s trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s trombozom i skupine zdravih ispitanika

Od ukupno 32 moguca haplotipova u Tablici 55. prikazani su samo haplotipovi koji su bili
prisutni u nekoj od ispitanih skupina. Najucestaliji haplotip u skupini bolesnika s trombozom bio
je SNVTG dok je u bolesnika bez tromboze i u skupini zdravih ispitanika to bio haplotip SDVTG.
Statisti¢ki znacajna razlika (P = 0,033) dobivena je za haplotip SDVPG koji je bio je prisutan u
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Ph(-) MPN bolesnika s trombozom dok ga u skupini zdravih ispitanika nije bilo uz OR = 23,65 i
95% CI = 1,20-463,00.

Utvrdeno je da je haplotip SDLPG prisutan samo u bolesnika s trombozom u odnosu na
one bez tromboze, $to je bilo znacajno razli¢ito uz OR = 16,42 i 95% C1=0,83-321,85; P = 0,050.
Isti haplotip bio je prisutan samo u bolesnika s trombozom u odnosu na zdrave ispitanike u kojima
ga nije bilo uz OR=23,65 i 95% C1=1,21-463,0; P = 0,018.

Tablica 55. Raspodjela uéestalosti haplotipova P-SEL-FV u bolesnika s trombozom i bez tromboze

i kontrolnoj skupini zdravih ispitanika.

Ph(-) MPN Ph(-) MPN .

HAPLOTIP bolesnici s bolesnici bez . ijra\_/l_
pP* ispitanici, p**

P-SEL-FV trombozom, tromboze, N=258

N=79 N=179
SNVTG 0,2888 0,2803 0,889 0,2738 0,795
SNVPG 0,0346 0,0703 0,264 0,0751 0,204
SNLTG 0,0685 0,0363 0,257 0,0564 0,691
SNLTA 0 0 / 0,0019 0,699
SNLPG 0 0,0091 0,396 0,0021 0,684
SDVTG 0,2643 0,3462 0,195 0,3778 0,065
SDVTA 0,0077 0,0068 0,937 0,0044 0,721
SDVPG 0,0177 0,0060 0,375 0 0,033
SDLTG 0,0120 0,0384 0,255 0,0049 0,494
SDLPG 0,0215 0 0,050 0 0,018
NNVTG 0,1046 0,0578 0,181 0,0818 0,530
NNVPG 0 0,0122 0,325 0,0062 0,484
NNVPA 0 0,0007 0,941 0 /

NNLTG 0,0161 0,0224 0,742 0,0104 0,681
NNLPG 0 0 / 0,0039 0,579
NDVTG 0,1317 0,0993 0,443 0,0924 0,313
NDVTA 0,0153 0,0093 0,673 0,0033 0,232
NDVPG 0,0148 0,0024 0,243 0,0038 0,283
NDLTG 0 0 / 0,0017 0,714
NDLTA 0,0023 0,0028 0,943 0 0,442

* Usporedba bolesnika s trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s trombozom i skupine zdravih ispitanika

Od ukupno 32 moguéa haplotipova za ET bolesnike u Tablici 56. prikazani su samo
haplotipovi prisutni u nekoj od ispitanih skupina. Ustanovljeno je da haplotip SDVTG ima

znacajno manju ucestalost u skupini ET bolesnika s trombozom u odnosu na skupinu zdravih

ispitanika uz OR = 0,36 i 95% CI = 0,13-0,99; P = 0,042.
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Tablica 56. Raspodjela ucestalosti haplotipova P-SEL-FV u ET bolesnika s trombozom i ET
bolesnika bez tromboze i kontrolnoj skupini zdravih ispitanika.

ET bolesnici s ET bolesnici bez .
HAPLOTIP trombozom, tromboze, p* Zdravi fpltamu, p**
P-SEL-FV N=36 N=98 N=30
SNVTG 0,3411 0,2244 0,172 0,1964 0,169
SNVPG 0 0 / 0,0943 0,061
SNLTG 0,0798 0,0595 0,674 0,0633 0,787
SNLPG 0 0,0157 0,451 0 /
SDVTG 0,2232 0,3677 0,116 0,4515 0,042
SDVTA 0,0139 0,0116 0,915 0 0,481
SDVPG 0,0490 0,0106 0,170 0 0,182
SDLTG 0 0,0339 0,265 0 /
SDLPG 0,0292 0 0,091 0 0,305
NNVTG 0,0619 0,0839 0,675 0,0675 0,924
NNVPG 0,0172 0 0,195 0,0446 0,505
NNLTG 0 0,0002 0,789 0,0339 0,269
NNLPG 0 0,0080 0,592 0 /
NDVTG 0,1412 0,1030 0,538 0,0485 0,183
NDVTA 0 0,0088 0,574 0 /
NDVPG 0,0275 0,0053 0,282 0 0,320
NDLTA 0,0139 0 0,244 0 0,481
NDLPG 0,0022 0 0,644 0 0,780

* Usporedba bolesnika s trombozom i bolesnika bez tromboze
** Usporedba bolesnika s trombozom i skupine zdravih ispitanika

Napravili smo i analizu haplotipova HPA u ET, PV i PMF bolesnika s trombozom i bez
tromboze te skupini zdravih ispitanika kao i analizu haplotipova P-SEL-FV za PV i PMF bolesnike,
no nismo nasli znacajnu razliku u njihovoj uéestalosti. Isto smo napravili i nakon podjele bolesnika
prema dijagnozama i vrsti tromboze, no takoder nije bilo znacajnih razlika u ucestalosti haplotipova

HPA i P-SEL-FV u ispitanim skupinama (rezultati nisu prikazani).

5.20. Multivarijantna analiza

U analizu multivarijantne logisticke regresije ukljucili smo sve varijable koje su imale
statisticku znacajnost prilikom izrade modela univarijante logisticke regresije ili su bili blizu razine
statistiCke znaCajnosti (parametri krvne slike, KV rizi¢ni faktori, mutacija V617F u genu JAK2 i

polimorfizmi ispitivanih gena). Izracunati su odjeci rizika i 95% intervali pouzdanosti.
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5.20.1. Multivarijantna analiza Ph(-) MPN bolesnici

U model multivarijantne logisti¢ke regresije za Ph(-) MPN bolesnike uvrSteni su svi

statistiCki znaCajni parametri ispitivani u bolesnika s trombozom u odnosu na bolesnike bez

tromboze te parametar HPA-5 koji je u univarijantnoj analizi imao razinu znacajnosti P=0,074.

Pokazano je da bolesnici s hiperlipidemijom imaju 3,30 puta veéi rizik za nastanak

tromboze (95% CI = 1,33-8,19) (Tablica 57).

Tablica 57. Rezultati multivarijantne logisticke regresije za Ph(-) MPN bolesnike s trombozom i

bez tromboze.

Multivarijantna logisti¢ka regresija

Varijabla Ph(-) MPN bolesnici s trombozom i bez tromboze
OR (95% CI) P %
Godine prilikom postavljanja dijagnoze 0,99 (0,97-1,02) 0,569 73
Leukociti 1,03 (0,98-1,09) 0,258 73
Hipertenzija 0,45 (0,13-1,60) 0,220 73
Hiperlipidemija 3,30 (1,33-8,19) 0,010 73
Prisutnost barem jednog KV faktora 0,55 (0,14-2,10) 0,377 73
Prisutnost mutacije V617F / 0,995 73
Opterecenje mutiranim alelom V617F 1,01 (1,00-1,02) 0,145 73
HPA-5 0,42 (0,17-1,00) 0,051 73
P-SEL S290N 1,38 (0,68-2,79) 0,378 73

% — postotak ispravno klasificiranih slu¢ajeva

U modelu multivarijatne logisticke regresije za bolesnike S arterijskom trombozom

prikazanom u Tablici 58. ustanovljena je povezanost hiperlipidemije s nastankom tromboze (OR =

3,751 95% CI = 1,44-9,78), dok je alel HPA-5b bio povezan sa zasStitnom ulogom za nastanak

tromboze (OR = 0,36 i 95% CI = 0,13-0,97).
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Tablica 58. Rezultati multivarijantne logisticke regresije za Ph(-) MPN bolesnike s arterijskom

trombozom i bez tromboze.

Multivarijantna logisti¢ka regresija

Ph(-) MPN bolesnici s arterijskom trombozom i bez

Varijabla tromboze
OR (95% CI) P %
Leukociti 1,03 (0,96-1,11) 0,413 76
Godine prilikom postavljanja dijagnoze 0,99 (0,97-1,03) 0,894 76
Hipertenzija 1,70 (0,46-6,24) 0,427 76
Hiperlipidemija 3,75 (1,44-9,78) 0,007 76
Prisutnost barem jednog KV faktora 3,92 (0,83-18,42) 0,084 76
Prisutnost mutacije V617F / 0,996 76
Opterecenje mutiranim alelom V617F 1,01 (0,99-1,03) 0,216 76
HPA-5 0,36 (0,13-0,97) 0,043 76
P-SEL S290N 1,83 (0,83-4,01) 0,134 76

% — postotak ispravno klasificiranih sluc¢ajeva

Povecanje koncentracije hemoglobina u bolesnika s Ph(-) MPN za 1 g/L povezano je s

malim zastitnim u¢inkom protiv nastanka venske tromboze (OR = 0,98 uz 95% CI = 0,96-0,99),

dok je P vrijednost dobivena za optere¢enje mutiranim alelom V617F ukazivala na povezanost s

blago veéim rizikom za trombozu, zbog pripadajuceg rezultata 95% CI ta znacajnost se izgubila.

(Tablica 59.).

Tablica 59. Rezultati multivarijantne logisticke regresije za Ph(-) MPN bolesnike s venskom

trombozom i bez tromboze.

Multivarijantna logisticka regresija
Varijabla Ph(-) MPN bolesnici s venskom trombozom i bez tromboze
OR (95% CI) P %
Hemoglobin 0,98 (0,96-0,99) 0,030 88
Trombociti 0,99 (0,99-1,00) 0,235 88
Optere¢enje mutiranim alelom V617F 1,02 (1,00-1,04) 0,021 88
HPA-2 0,15 (0,02-1,22) 0,076 88

% — postotak ispravno klasificiranih slucajeva
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5.20.2. Multivarijantna analiza ET bolesnici

U Tablici 60. prikazan je model multivarijane logisticke regresije za ET bolesnike. U njih
je potvrdena povezanost broja leukocita s nastankom tromboze pri ¢emu je povecanje leukocita za
1 x 10%L povecavalo rizik za nastanak tromboze za 19 % (OR = 1,19 uz 95% CI = 1,03-1,38). Uz
to, nadena je povezanost hiperlipidemije i nastanka tromboze, pri ¢emu Su bolesnici s
hiperlipidemijom imali 4,19 puta vedi rizik za nastanak tromboze. Prisutnost mutacije V617F
povecavala je rizik za nastanak tromboze 2,98 puta, dok su nositelji HPA-5b alela imali smanjen
rizik za nastanak tromboze (OR = 0,20 uz 95% CI = 0,06-0,70)

Tablica 60. Rezultati multivarijantne logisticke regresije za ET bolesnike s trombozom i bez

tromboze.
Multivarijantna logisticka regresija

Varijabla ET bolesnici s trombozom i bez tromboze
OR (95% CI) P %
Godine prilikom postavljanja dijagnoze 1,02 (0,98-1,05) 0,310 80
Leukociti 1,19 (1,03-1,38) 0,019 80
Hipertenzija 2,01 (0,43-9,31) 0,373 80
Hiperlipidemija 4,19 (1,15-15,22) 0,030 80
Prisutnost barem jednog KV faktora 2,34 (0,51-10,67) 0,274 80
Prisutnost mutacije V617F 2,98 (1,07-8,36) 0,038 80
HPA-5 0,20 (0,06-0,70) 0,012 80
P-SGL1 M62I 1,19 (0,32-4,36) 0,794 80

% — postotak ispravno klasificiranih sluc¢ajeva

Analizom bolesnika s arterijskom trombozom ustanovljeno je da je broj leukocita bio
povezan s nastankom arterijske tromboze, pri éemu je svako poveéanje leukocita za 1,0 x 10%/L
bilo povezano s 21 % povecanja rizika za nastanak tromboze. Uz to, nadena je povezanost
hiperlipidemije s nastankom tromboze pri ¢emu su ET bolesnici s hiperlipidemijom imali 4,41 puta
veci rizik za nastanak tromboze dok je u nositelja mutacije V617F taj rizik bio 4,94 veci. | u ovom
modelu, alel HPA-5b je bio povezan sa smanjenim rizikom za nastanak tromboze (OR = 0,23 uz
95% CI = 0,06-0,89). Rezultati su prikazani u Tablici 61.
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Tablica 61. Rezultati multivarijantne logisticke regresije za ET bolesnike s arterijskom trombozom

i bez tromboze.

Multivarijantna logisticka regresija
Varijabla ET bolesnici s arterijskom trombozom i bez tromboze
OR (95% CI) P %
Godine prilikom postavljanja dijagnoze 1,02 (0,99-1,07) 0,131 82
Leukociti 1,21 (1,02-1,42) 0,025 82
Trombociti 1,00 (1,00-1,42) 0,579 82
Hipertenzija 1,53 (0,24-9,95) 0,652 82
Hiperlipidemija 4,41 (1,08-18,03) 0,039 82
Pusenje 2,30 (0,45-11,68) 0,315 82
Prisutnost barem jednog KV faktora 1,37 (0,19-9,85) 0,754 82
Prisutnost mutacije V617F 4,94 (1,29-18,83) 0,020 82
HPA-5 0,23 (0,06-0,89) 0,034 82
P-SGL1 M62I 1,39 (0,31-6,23) 0,666 82

% — postotak ispravno klasificiranih slucajeva

U Tablici 62. prikazano je da u ET bolesnika niti jedna ispitana varijabla u multivarijantnoj

logisti¢koj regresiji nije bila povezana s nastankom venske tromboze.

Tablica 62. Rezultati multivarijantne logisticke regresije za ET bolesnike s venskom trombozom i

bez tromboze.

Multivarijantna logisticka regresija
Varijabla ET bolesnici s venskom trombozom i bez tromboze
OR (95% CI) P %
Trombociti 0,99 (0,99-1,00) 0,385 91
Hipertenzija / 0,997 91
Prisutnost barem jednog KV faktora / 1,000 91
Godine prilikom postavljanja dijagnoze / 0,954 91

% — postotak ispravno klasificiranih slucajeva

5.20.3. Multivarijantna analiza PV bolesnici

U PV bolesnika utvrdena je povezanost secerne bolesti s 5,61 puta pove¢anim rizikom za

nastanak tromboze, dok je alel HPA-2b bio povezan sa znatno smanjenim rizikom (Tablica 63.).
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Tablica 63. Rezultati multivarijantne logisti¢ke regresije za PV bolesnike s trombozom i bez

tromboze.
Multivarijantna logisti¢ka regresija
Varijabla PV bolesnici s trombozom i bez tromboze
OR (95% CI) P %
Seéerna bolest 5,61 (1,15-27,44) 0,033 74
Optere¢enje mutiranim alelom V617F 1,02 (1,00-1,04) 0,109 74
HPA-2 0,09 (0,01-0,73) 0,025 74

% — postotak ispravno klasificiranih sluc¢ajeva

U bolesnika s arterijskom trombozom nadena je povezanost alela HPA-2b s jakim zastitnim
ucinkom za nastanak arterijske tromboze (OR = 0,11 uz 95% CI = 0,01-0,95) (Tablica 64.)

Multivarijantna logisticka regresija za bolesnike s venskom trombozom i bolesnike bez
tromboze nije radena jer Se u univarijatnoj logisti¢koj regresiji ispitivane varijable nisu statisticki

znacajno razlikovale.

Tablica 64. Rezultati multivarijantne logisticke regresije za PV bolesnike s arterijskom trombozom

i bez tromboze.

Multivarijantna logisti¢ka regresija
Varijabla PV bolesnici s arterijskom trombozom i bez tromboze
OR (95% Cl) P %
Seéerna bolest 4,68 (0,82-26,64) 0,082 79
Prisutnost barem jednog KV faktora 8,36 (0,81-86,20) 0,074 79
Optere¢enje mutiranim alelom V617F 1,02 (1,00-1,05) 0,060 79
HPA-2 0,11 (0,01-0,95) 0,045 79

% — postotak ispravno klasificiranih sluc¢ajeva

5.20.4. Multivarijantna analiza PMF bolesnici

U skupini PMF bolesnika utvrdena je povezanost alela 290N polimorfizma P-SEL S290N
s 7,41 puta veéim rizikom za nastanak tromboze uz 95% CI = 2,01-27,26 (Tablica 65.).
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Tablica 65. Rezultati multivarijantne logisticke regresije za PMF bolesnike s trombozom i bez

tromboze.
Multivarijantna logisti¢ka regresija
Varijabla PMF bolesnici s trombozom i bez tromboze
OR (95% CI) P %
Hiperlipidemija 3,95 (0,68-23,00) 0,126 74
HPA-5 1,02 (0,19-5,40) 0,980 74
P-SEL S290N 7,41 (2,01-27,26) 0,003 74

% — postotak ispravno klasificiranih sluc¢ajeva

Nismo nasli povezanost hiperlipidemije, prisustnosti barem jednog KV faktora i alela HPA-
5b s nastankom arterijske tromboze (Tablica 66.), kao niti povezanost optereenja mutiranim
alelom V617F i alela 290N polimorfizma P-SEL S290N s nastankom venske tromboze (Tablica
67.).

Tablica 66. Rezultati multivarijantne logisticke regresije za PMF bolesnike s arterijskom

trombozom i bez tromboze.

Multivarijantna logisticka regresija
Varijabla PMF bolesnici s arterijskom trombozom i bez tromboze
OR (95% Cl) P %
Hiperlipidemija 3,94 (0,70-22,18) 0,120 78
Prisutnost baremjednog KV faktora / 0,994 78
P-SEL S290N 4,64 (0,93-23,33) 0,062 78
HPA-5 1,33 (0,24-7,46) 0,748 78

% — postotak ispravno klasificiranih sluc¢ajeva

Tablica 67. Rezultati multivarijantne logisti¢ke regresije za PMF bolesnike s venskom trombozom

i bez tromboze.

Multivarijantna logisti¢ka regresija
Varijabla PMF bolesnici s venskom trombozom i bez tromboze
OR (95% CI) P %
Optere¢enje mutiranim alelom V617F 1,04 (0,99-1,09) 0,095 93
P-SEL S290N 9,24 (0,84-101,37) 0,070 93

% — postotak ispravno klasificiranih sluc¢ajeva
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5.21. Prediktivni modeli za nastanak tromboze

Na temelju rezultata dobivenih u ovom istrazivanju kao i pregleda dosadasnjih istrazivanja
napravili smo nekoliko prediktivnih modela za nastanak tromboze. U njih su uvrSteni parametri
koji su se u nasem istrazivanju Kroz univarijantnu i multivarijantnu logisti¢ku regresiju pokazali
statisticki znacajnima, te parametri koji su znacajno doprinosili nastanku tromboze u drugim
istrazivanjima i koje smo, pomocu univarijantne logisticke regresije, dodatno ispitali u nasoj

skupini bolesnika (Tablica 68. i Tablica 69.).

Tablica 68. Dodatno ispitani parametri za izradu prediktivnog modela za nastanak tromboze u
skupini Ph(-) MPN bolesnika.

Univarijantna logisticka regresija

Ph(-) MPN bolesnici s Ph(_-_) MPN bolesnici s . Ph(-) MPN bolesnlc_l S
. arterijskom trombozom i venskom trombozom i bez
. trombozom i bez tromboze
Varijabla bez tromboze tromboze
OR (95% Cl) B OR (95% Cl) P OR (95% CI) P
Dgoobdi>n20 1,63 (0,96-2,78) 0,073 2,03 (1,11-3,70) 0,021 0,95 (0,41-2,18) 0,903
Prethodna | 4 59 4 18.1.44) | <0,001 | 1,31 (1,18-1,50) | <0,001 | 147 (1,23-1,81) | <0,001
tromboza
Prisutnost > 1
KV faktora 4,59 (2,15-9,80) | <0,001 | 8,39 (3,18-22,15) | <0,001 1,63 (0,55-4,85) 0,379

Tablica 69. Dodatno ispitani parametri za izradu prediktivnog modela za nastanak tromboze u

skupini ET, PV i PMF bolesnika.

Univarijantna logisticka regresija

PMF bolesnici s

ET bolesnici s trombozom i PV bolesnici s trombozom i .
trombozom i bez
.. bez tromboze bez tromboze
Varijabla tromboze
OR (95% ClI) P OR (95% ClI) P OR (95% ClI) P
Dgoo%?ngo 2,35 (1,08-5,12) | 0,031 1,40 (051-384) | 0514 | 0,76 (0,25-2,32) | 0,627
Prethodna 1,33(1,15-1,63) | <0001 | 1,51(1,21-1,95) | <0,001 | 1,43 (1,15-1,90) | < 0,001
tromboza
Prisutnost > 1

KV faktora 8,80 (2,69-28,78) | <0,001 3,50 (0,87-14,06) 0,077 | 1,60(0,37-7,02) | 0,530
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Probni prediktivni modeli ispitani su pomo¢u parametara AIC i H-L GOF te je odabrano 4

najbolja modela (Tablica 70.).

Tablica 70. Cetiri prediktivna modela za nastanak tromboze u skupinama bolesnika.

Skupina bolesnika Varijable u probnom prediktivnom modelu

1. model

Dob > 60 godina
Prethodna tromboza
Prisutnost 1 KV rizi¢nog faktora
Prisutnost > 1 KV rizi¢nog faktora

Tromboza u Ph(-) MPN bolesnika
Arterijska tromboza u Ph(-) MPN bolesnika
Tromboza u PV bolesnika

2. model
Dob > 60 godina
Tromboza u ET bolesnika Prethodna tromboza
Avrterijska tromboza u ET bolesnika Prisutnost 1 KV rizi¢nog faktora
Arterijska tromboza u PV bolesnika Prisutnost > 1 KV rizi¢nog faktora
Prisutnost mutacije V617F
3. model
Venska tromboza u Ph(-) MPN bolesnika Optereenje mutiranim alelom V6I7F > 26,1%
Hipertenzija
4. model

Prisutnost mutacije V617F

Tromboza u PMF bolesnika Alel 290N polimorfizma P-SEL S290N

Prema vrijednostima odjeka rizika parametara koji su ukljuceni u izradu prediktivnih
modela svim parametrima je dodijeljen 1 bod, dok je prisutnost dva ili vise KV rizi¢na faktora zbog
visokog OR bodovana s 2 boda. Prema tome, bodovali smo: dob > 60 godina (1 bod), prethodna
tromboza (1 bod), prisutnost 1 KV rizi¢nog faktora (1 bod), prisutnost > 1 KV rizi¢nog faktora
(2 boda), hipertenzija (1 bod), prisutnost mutacije V617F (1 bod), optereéenje mutiranim alelom
V617F > 26,1 % (1 bod), prisutnost alela 290N polimorfizma P-SEL S290N (1 bod).

Bolesnici su ovisno o zbroju bodova u 1. i 2. modelu svrstani u skupine niskog rizika (0
bodova), srednjeg rizika (1-2 boda) i visokog rizika (> 2 boda) za nastanak tromboze dok su za 3.
i 4. model svrstani u skupinu niskog rizika (0 bodova), srednjeg rizika (1 bod) i visokog rizika (2
bodova).

Raspodijela Ph(-) MPN bolesnika u rizi¢ne skupine za nastanak tromboze, te prema vrsti

tromboze prema izradenim prediktivnim modelima prikazana je u Tablici 71.
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Tablica 71. Prediktivni model za nastanak tromboze, te arterijske tromboze i venske tromboze u
Ph(-) MPN bolesnika.

Ph(-) MPN bolesnici
Vrsta Bolesnicis | Bolesnici bez OR
Rizik tromboze trombozom, tromboze, P* p**
N N 95% CI
Nizak 11 51 Referentna
- 1,46
Srednji Tromboza % 11 <0,001 (0,69-3,11) 0,524
Visok 33 17 @ B ) <0,001
Nizak 4 51 Referentna
Srednji Arterijska 28 111 <0001 1 03;:2565) 0,037
tromboza ' ’20 2:5
Visok 27 17 (6 19-66 22) < 0,001
Nizak 4 67 Referentna
. 2,56
Srednji Venska 13 85 0,017 (0,80-8.22) 0,114
tromboza 553
Visok 9 27 (1,58-19,68) 0,007

P* usporedba udestalosti bolesnika s trombozom i bez tromboze dobivena 2 testom

P** vrijednost dobivena univarijatnom logistickom regresijom

Raspodjela ET bolesnika u rizi¢ne skupine za nastanak tromboze, te prema vrsti tromboze

pomocu prediktivnih modela prikazana je u Tablici 72. Model za ET bolesnike s venskom

trombozom nije znacajno razlikovao bolesnike s venskom trombozom i bez tromboze pa stoga nije

niti prikazan.

Tablica 72. Prediktivni model za nastanak tromboze i arterijske tromboze u ET bolesnika.

ET bolesnici
Vrsta Bolesnicis | Bolesnici bez OR
Rizik tromboze trombozom, tromboze, P* p**
N N 95% ClI
Nizak 1 13 Referentna
Sreanji | Arteriska 12 65 (0.26.20.10) 0,419
< 0,001 : :
. venska ' 14,95
Visok 23 20 (1,79-124,60) 0,012
Nizak 1 13 Referentna
Srednji i} 8 65 1,60 0,670
Arterijska <0,001 (0,18-13,91) ’
. 13,00
Visok 20 20 (1,55-108,99) 0,018
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Za izradu prediktivnog modela nastanka tromboze u PV bolesnika najboljim se pokazao 1.
model, dok je 2. model najbolje predvidao nastanak arterijske tromboze. Ukupan zbroj bodova i
svrstavanje u rizi¢ne skupine bilo je jednako i u 1. 1 2. modelu.

Raspodjela PV bolesnika u riziéne skupine za nastanak tromboze, te prema vrsti tromboze
pomocu prediktivnih modela prikazana je u Tablici 73. Za PV bolesnike s venskom trombozom

niti jedan predloZzeni model nije se pokazao znacajnim (rezultati nisu prikazani).

Tablica 73. Prediktivni model za nastanak tromboze i arterijske tromboze u PV bolesnika.

PV bolesnici
Bolesnici s .. OR
Rizik Vrsta i Bolesnici bez p ek
tromboze N tromboze, N 95% CI
Nizak 3 9 Referentna
. . 0,75
Srednji Arterijska 8 32 ’ 0,711
+ <0,001 (0*13'2*43)
Visok venska 13 5 (1,48-41,21) 0,016
Nizak 3 19 Referentna
Srednji } 7 24 1,85 0,417
Acrterijska <0.001 (0,42-8,12) '
. ' 19,00
Visok 9 3 (3,19-113,35) 0,031

P* usporedba udestalosti bolesnika s trombozom i bez tromboze dobivena y? testom
P** vrijednost dobivena univarijatnom logistiCkom regresijom

Raspodjela PMF bolesnika u rizi¢ne skupine za nastanak tromboze prema prediktivnom

modelu prikazana je u Tablici 74.

Tablica 74. Prediktivni model za nastanak tromboze u PMF bolesnika.

PMF bolesnici
Bolesnici s Aof OR
Rizik Vrs;a trombozom, BOIESE'C' 2 P* p**
tromboze N tromboze, N 95% ClI

Nizak " / / /
Srednji Arteiuska 10 30 0.020 Referentna

. ’ 5,40
Visok venska 9 5 (1,46-19,95) 0,011

P* usporedba udestalosti bolesnika s trombozom i bez tromboze dobivena y? testom

P** vrijednost dobivena univarijatnom logistickom regresijom
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Potom smo izradili Kaplan-Meier prediktivne krivulje preZivljenja bez tromboze prema
izradenim prediktivnim modelima za nastanak tromboze.

Kad su u 1. model bili ukljuceni svi Ph(-) MPN bolesnici, tromboza je nastupila u 12,3 %
bolesnika s niskim rizikom, 14,1 % bolesnika sa srednjim rizikom i 29 % bolesnika s visokim
rizikom za nastanak tromboze (Slika 41.).

Zatim smo podijelili Ph(-) MPN bolesnike prema vrsti tromboze te ih ponovno straficirali
u rizi¢ne skupine pomocu 1. prediktivnog modela. Za bolesnike s niskim rizikom arterijska
tromboza je nastupila u 3,6 % bolesnika, za one srednjeg rizika u 14,9 % bolesnika te u 24,7 %

bolesnika svrstanih u skupinu visokog rizika (Slika 42.).
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Slika 41. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja Slika 42. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja
bez tromboze prema prediktivnom modelu za bez arterijske tromboze prema prediktivnom
sve Ph(-) MPN bolesnike. modelu za Ph(-) MPN bolesnike.

Nakon primjene 1. prognostiCkog modela za nastanak venske tromboze u Ph(-) MPN
bolesnika, tromboza je nastupila u 11,1 % bolesnika niskog rizika, 13,8 % bolesnika srednjeg rizika
i 31,9 % bolesnika visokog rizika (Slika 43.).

Za predvidanje tromboze u ET bolesnika primjenili smo na$ 3. prediktivni model pri ¢emu
je tromboza nastala u 7,14 % bolesnika niskog rizika, nije bilo bolesnika koji su imali kriterije za
srednji rizik, dok je u skupini visokog rizika 19,3 % bolesnika imalo trombozu (Slika 44.).

Prema istom modelu u ET bolesnika predvidjeli smo i nastanak arterijske tromboze. Pri

tome je arterijska tromboza nastala u 7,14 % bolesnika niskog rizika, nije bilo bolesnika s
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kriterijima za srednji rizik, a 21,1 % bolesnika svrstanih u skupinu visokog rizika imalo je trombozu
(Slika 45.).

Prezivljenje od postavijanja dijagnoze
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Slika 43. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja
bez venske tromboze prema prediktivhom
modelu za Ph(-) MPN bolesnike.
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Slika 45. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja
bez arterijske tromboze prema prediktivnom
modelu za ET bolesnike.
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Slika 44. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja
bez tromboze prema prediktivnom modelu za
ET bolesnike.
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Slika 46. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja
bez tromboze prema prediktivnom modelu za
PV bolesnike.

Prilikom svrstavanja PV bolesnika u rizi¢ne skupine koristili smo 1. model za nastanak

tromboze opcenito te 2. model za nastanak arterijske tromboze.
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Pri tome nije bilo tromboze u bolesnika s niskim rizikom, dok je u skupini bolesnika sa srednjim
rizikom tromboza nastala u 12,1 % bolesnika, te u 21,1 % bolesnika svrstanih u skupinu visokog
rizika (Slika 46.).

Koriste¢i 2. prediktivni model za nastanak arterijske tromboze u PV bolesnika, nije bilo
bolesnika s trombozom u niskoj rizi¢noj skupini, dok je u skupini srednjeg rizika tromboza nastala
u 9 % bolesnika, a visoko rizi¢noj skupini je bilo 11 % bolesnika s trombozom (Slika 47.). U PMF
skupini prema 4. prediktivnom modelu nije bilo bolesnika s niskim rizikom za trombozu, dok je u
skupini srednjeg rizika tromboza nastala u 37,2 % bolesnika, a u skupini visokog rizika u 57,5 %

bolesnika.
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Slika 47. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja Slika 48. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja
bez arterijske tromboze prema prediktivnhom bez tromboze prema prediktivnom modelu za
modelu za PV bolesnike. PMF bolesnike.

Dodatno smo Coxovom regresijskom analizom htjeli ispitati sve parametre koji su se
pokazali znacajnim prilikom izrade prediktivnih modela za nastanak tromboze kao i uvrStavanjem
parametara koji su se u naSem istrazivanju pokazali znacajno razli¢itim izmedu bolesnika s
trombozom i bez tromboze. Rezultati su prikazani grafickim prikazima uz dobivene vrijednosti

omjera rizika (HR) te 95% intervale pouzdanosti.
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Na Slici 49. prikazane su HR vrijednosti ispitanih parametara u Ph(-) MPN bolesnika s
trombozom i bez tromboze, pri ¢emu je dob > 60 godina povecéavala rizik za nastanak tromboze

2,15 puta, prethodna tromboza 2,91 puta, a prisutnost > 1 KV rizi¢nog faktora 3,01 puta.

Ph(-) MPN bolesnici s trombozom i bez tromboze

Prediktor HR (95% CI) P

Dob > 60 godina H— 2,15 (1,30-3,54) 0,003
Prethodna tromboza —— 2,91 (1,69-5,03) <0,001
Prisutnost 1 KV rizi€nog faktora -— 1,64 (0,83-3,24) 0,150
Prisutnost >1 KV riziénog faktora —o— 3,01 (1,50-6,04) 0,002

0 2 4 & 8 10
HR (95% CI)

Slika 49. Grafi¢ki prikaz Forest plot za Ph(-) MPN bolesnike s trombozom i bez tromboze.
U Ph(-) MPN tri parametra znacajno su povecavala rizik za nastanak arterijske tromboze.

To su bili dob > 60 godina koja je povecavala rizik 2,57 puta, prethodna tromboza 3,88 puta i
prisutnost > 1 KV rizi¢nog faktora 5,53 puta (Slika 50.).

Ph(-) MPN bolesnici s arterijskom trombozom i bez tromboze

Prediktor HR (95% CI) P

Dob > 60 godina —o— 2,57 (1,43-4,60) 0,002
Prethodna tromboza —— 3,88 (2,09-7,21) <0,001
Prisutnost 1 KV rizi€nog faktora —— 2,42 (0,95-6,15) 0,063
Prisutnost >1 KV rizi¢nog faktora | L 2 5,53 (2,18-14,00) <0,001

0 2 4 6 8 10
HR (95% Cl)

Slika 50. Graficki prikaz Forest plot za Ph(-) MPN bolesnike s arterijskom trombozom i bez
tromboze.
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Rizik za nastanak venske tromboze u Ph(-) MPN bolesnika bio je 2,19 puta ve¢i u bolesnika
s opterecenjem mutiranim alelom V617F > 26,1% te 2,76 puta u bolesnika koji su imali

hipertenziju (Slika 51.).

Ph(-) MPN bolesnici s venskom trombozom i bez tromboze

Prediktor HR (95% CI) P
JAK2 V617F > 26,1 | ¢ | 2,19 (1,01-4,74) 0,047
Hipertenzija — 2,76 (1,17-6,51) 0,020

0 2 4 & 8 10
HR (95% CI)

Slika 51. Graficki prikaz Forest plot za Ph(-) MPN bolesnike s venskom trombozom i bez
tromboze.

Nakon podjele bolesnika prema dijagnozama, sljede¢i parametri znacajno Su povecavali
rizik za nastanak tromboze u ET bolesnika. To je bila dob > 60 godina uz 3,01 puta veci rizik,
prethodna tromboza 2,73 puta vedi rizik, prisutnost > 1 KV rizi¢nog faktora 4,75 puta vecéi rizik te

prisutnost mutacije V617F koja je povecavala rizik za nastanak tromboze 3,06 puta (Slika 52.).

ET bolesnici s trombozom i bez tromboze

Prediktor HR (95% CI) P

Dob > 60 godina —— 3,01 (1,39-6,50) 0,005
Prethodna tromboza —— 2,73 (1,16-6,44) 0,022
Prisutnost 1 KV riziénog faktora A 2,76 (0,96-7,92) 0,059
Prisutnost >1 KV riziénog faktora I L 4 4,75 (1,58-14,21) 0,005
JAK2 VB17F —— 3,06 (1,31-7,14) 0,010

0 2 4 6 8 10
HR (95% CI)

Slika 52. Graficki prikaz Forest plot za ET bolesnike s trombozom i bez tromboze.
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Isti parametri pokazali su se znacajnim i za povecanje rizika za nastanak arterijske tromboze
u ET bolesnika pri ¢emu je dob > 60 godina povecavala rizik 2,84 puta, prethodna tromboza 2,64
puta, prisutnost > 1 KV rizi¢nog faktora 3,70 puta, dok je prisutnost mutacije V617F povecavala
rizik 3,56 puta (Slika 53.).

ET bolesnici s arterijskom trombozom i bez tromboze

Prediktor HR (95% CI) P

Dob > 60 godina ——A 2,84 (1,22-6,64) 0,016
Prethodna tromboza —— 2,64 (1,00-6,95) 0,049
Prisutnost 1 KV rizi€nog faktora H———A 1,97 (0,66-5,84) 0,224
Prisutnost >1 KV rizi¢nog faktora I + 3,70 (1,22-11,29) 0,021
JAKZ V617F A 3,56 (1,30-9,76) 0,014

0 2 4 6 8 10
HR (95% CI)

Slika 53. Graficki prikaz Forest plot za ET bolesnike s arterijskom trombozom i bez tromboze.

Na Slici 54. vidimo da je u PV bolesnika prethodna tromboza povecavala za nastanak

tromboze 7,66 puta, a prisutnost > 1 KV rizi¢nog faktora 5,59 puta.

PV bolesnici s trombozom i bez tromboze

Prediktor HR (95% CI) P

Dob > 60 godina —— 2,37 (0,87-6,48) 0,092
Prethodna tromboza | — 7,66 (2,61-22,48) <0,001
Prisutnost 1 KV riziénog faktora — 1,16 (0,28-4,87) 0,842
Prisutnost >1 KV riziénog faktora f L 4 5,59 (1,30-24,13) 0,021

0 2 4 6 8 10
HR (95% Cl)

Slika 54. Graficki prikaz Forest plot za PV bolesnike s trombozom i bez tromboze.
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Analizom PV bolesnika ustanovili smo da je dob > 60 godina povecala rizik za nastanak

arterijske tromboze 3,23 puta, prethodna tromboza taj rizik povecala je 7,10 puta, dok su bolesnici

s dijabetesom imali 3,86 puta ve¢i rizik (Slika 55.).

PV bolesnici s arterijskom trombozom i bez tromboze

Prediktor HR (95% CI)

Dob > 60 godina - 3,23 (1,04-10,04)
Prethodna tromboza —— 7,10 (2,41-20,89)
Dijabetes —® 3,86 (1,31-11,32)

o 2 4 & 8 10
HR (95% CI)

0,043

<0,001

0,014

Slika 55. Grafi¢ki prikaz Forest plot za PV bolesnike s arterijskom trombozom i bez tromboze.

U PMF bolesnika nositelji alela 290N polimorfizma P-SEL S290N imali su 2,22 puta veéi

rizik za nastanak tromboze (Slika 56).

PMF bolesnici s trombozom i bez tromboze

Prediktor HR (95% CI)

JAK2 VB17F _ 3,00 (0,97-9,32)

P-SEL S290N | | 2,22 (1,23-4,01)

0 2 4 & 8 10
HR (95% CI)

0,057

0,008

Slika 56. Grafi¢ki prikaz Forest plot za PMF bolesnike s trombozom i bez tromboze.
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6. RASPRAVA

Tromboza je najces¢a komplikacija Ph(-) MPN s pojavnoséu od 17-41 % §to umanjuje
kvalitetu zivota bolesnika, a u nekih zavrs$ava trajnim invaliditetom ili ¢ak smréu (37, 43, 46).

Iz tog razloga to je jedna od najistrazivanijih komplikacija, medutim ucestalost njenog
istrazivanja nije jednaka u svim skupinama Ph(-) MPN. Ve¢ina istrazivanja bavila se trombozom
u PV i ET bolesnika, dok postoji tek nekolicina istrazivanja koja su analizirala pojavnost tromboze
u PMF bolesnika. Ujedno, poznato je da arterijska i venska tromboza nemaju jednaku etiologiju,
no nema puno istrazivanja koja jasno razlucuju rizi¢ne faktore za nastanak arterijske u odnosu na
vensku trombozu. Iz tog razloga smo u ovom istrazivanju ispitali neke poznate faktore koje
doprinose arterijskoj i/ili venskoj trombozi, ali i ukljucili neke nove dosad rijetko ispitivane
parametre poput polimorfizama ljudskih trombocitnih antigena, P-selektina i P-selektin
glikoprotein liganda 1 za koje je pokazano da mozda doprinose trombozi u op¢oj populaciji.

Istrazivanjem smo obuhvatili 258 Ph(-) MPN bolesnika i 258 zdravih kontrolnih ispitanika.
Prema zadnje objavljenim podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, incidencija Ph(-)
mijeloproliferativnih zlo¢udnih tumora 2017. godine iznosila je 2,1 oboljelih na 100 000 ljudi
(185). S obzirom na tako nisku ucestalost ovih bolesti, broj bolesnika uklju¢enih u 0vo istraZivanje
je velik.

Geneticki parametri usporedeni su u bolesnika u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike, te
izmedu skupine bolesnika s trombozom u odnosu na bolesnike bez tromboze. Na taj na¢in provjerili
smo postoje li razlike izmedu bolesnika i zdrave kontrolne skupine, ali i mogucnost postojanja

razlika u samoj skupini bolesnika koja u jednih doprinosi nastanku tromboze.

6.1. Ucestalost i vrsta tromboze te vrijeme nastanka tromboze

Ucestalost tromboze u nasoj kohorti Ph(-) MPN bolesnika iznosila je 30,6 %, dok je prema
dijagnozama bilo 26,9 % ET bolesnika s trombozom, 34,3 % PV bolesnika i 35,2 % PMF bolesnika.
Slicne rezultate za ET i PV biljeZe i sve vecée studije poput Barbui i sur. koji su predstavili i

validirali IPSET prognosti¢ki model za nastanak tromboze na 891 ET bolesnika u

152



kojem su u 20 % bolesnika zabiljezili trombozu prije postavljanja dijagnoze, dok je tijekom
pracenja tromboza nastala u 12 % bolesnika (38), te rezultati dobiveni analizom njemackog registra
Ph(-) MPN bolesnika u kojem je 25 % ET bolesnika imalo trombozu (186). Talijanska grupa
istrazivaca pratila je 20 godina 1213 PV bolesnika od kojih je 41 % bolesnika doZivjelo trombozu,
27,0 % prije postavljanja dijagnoze i 19,0 % tijekom pracenja (43) $to je vrlo sli¢no rezultatima
njemackih istrazivaca koji su zabiljezili 38,9 % PV bolesnika s trombozom (186). Velika studija
koja je ukljucivala 707 PMF bolesnika zabiljezila je 9,5 % bolesnika s trombozom prije
postavljanja dijagnoze, te trombozu u 7,2 % bolesnika tijekom pracenja, iako se sami autori
ograduju od tako niske ucestalosti tromboze S pretpostavkom da je to rezultat visoke smrtnosti
bolesnika u njihovoj studiji, pri cemu je tijekom pracenja umrlo 33 % bolesnika (48). Studija radena
na 205 PMF bolesnika pokazala je malo visu ucestalost tromboze prije i tijekom postavljanja
dijagnoze (13,2 %) u odnosu na pojavu tromboze tijekom pracenja bolesti (10,7 %) uz naglasak na
vrlo kratko vrijeme pracenja bolesnika od 2,6 godine (53). Za razliku od toga, istrazivanje
Buxhofer-Ausch i sur. radeno na 264 PMF bolesnika u prefibrotickoj fazi bolesti pokazalo je
ucestalost tromboze od 21,9 % prije postavljanja dijagnoze te u 20,8 % bolesnika s trombozom
tijekom pracenja od 6,3 godine (46) dok je u njemackom registru Ph(-) MPN bolesnika tromboza
nastupila u 31,2 % PMF bolesnika (186). Ucestalost tromboza u naSoj skupini PMF bolesnika
sli¢na je onoj dobivenoj u studiji Buxhofer-Ausch te u njemackom registru Ph(-) MPN bolesnika,
a puno niza u odnosu na prve dvije studije. S obzirom da je prosje¢na starost bolesnika u prve dvije
studije u prosjeku bila 62 godine, bas kao i u nasoj kohorti PMF bolesnika te smo takoder zabiljezili
visoku stopu smrtnosti tijekom pracenja bolesnika od 38,9 %, smatramo da je ova razlika u broju
tromboza nastala zbog tog $to smo mi u istrazivanje ukljucili i manje tromboticke dogadaje poput
tromboflebitisa te stenoze arterija.

Analizirajuci samo prospektivno ukljucene bolesnike s trombozom koja je nastala tijekom
ili nakon ukljuc¢enja u studiju, ucestalost tromboze u nasih Ph(-) MPN bolesnika iznosila je 4,5 %
godisnje. Tromboza je bila naj¢es¢a u PV bolesnika pri ¢emu je nastala u 5,9 % bolesnika godisnje,
zatim u 4,6 % bolesnika PMF godiSnje te naposlijetku u ET bolesnika s u¢estalo$c¢u 3,8 % bolesnika
godisnje.

Godisnja ucestalost tromboze u nasih ET bolesnika bila je nesto veca nego u istrazivanju
Barbui i sur. koji biljeze ucestalost izmedu 1,03-3,56 % godiSnje ovisno o tome je li bolesnici

pripadaju niskoj ili visokoj rizi¢noj skupini za nastanak tromboze (38). Vecu ucestalost tromboze
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u nasoj skupini ET bolesnika objaSnjavamo time $to su Barbui 1 sur. u svom istrazivanju ukljucivali
samo velike tromboticke dogadaje dok su u nasoj studiji bili ukljuceni i manji dogadaji poput
okluzija arterija i povrsinskog tromboflebitisa.

I nasi PV bolesnici imali su nesto ve¢u godisnju ucestalost tromboze u odnosu na 1213 PV
bolesnika ukljucenih u studiju u kojoj je dobivena prosje¢na uéestalost od 3,4 % bolesnika godi$nje
ili 1,8-5,1 % bolesnika godisnje u ovisnosti o dobnoj skupini kojoj pripadaju (43). Medutim, u toj
studiji bolesnici su bili mladi u odnosu na nase PV bolesnike §to umanjuje i rizik za nastanak
tromboze.

Godisnja ucestalost tromboti¢kih dogadaja u nasih PMF bolesnika bila je visa u odnosu na
procijenjenu ucestalost od 2,2 % u studiji Barbui i sur. (48) koji nisu ukljucivali povrSinske
tromboflebitise a puno niza u odnosu na 13,8 % bolesnika godi$nje dobivenih u studiji Brodmann
i sur. u koju je uklju¢en mali broj bolesnika koji su relativno kratko praceni (187).

Prema vrsti tromboze, arterijska tromboza nastaje ¢eS¢e od venske u ET (38, 41) i PV
bolesnika (42, 43) dok u PMF bolesnika postoje razliciti rezultati, pri ¢emu neki istrazivaci biljeze
gotovo jednak omjer (48) dok drugi biljeze vise venskih tromboza i postavljaju sumnju da su to
uglavnom tromboze izazvane vanjskim faktorima (53). U nasem istrazivanju je u otprilike dvije
tre¢cine PV i ET bolesnika nastala arterijska tromboza dok je u PMF bolesnika nastalo gotovo
podjednako arterijskih i venskih tromboza. Vrste nastalih tromboza koje smo zabiljezili uobic¢ajene
su za Ph(-) MPN pri ¢emu su od arterijskih tromboza prevladavali ishemijski mozdani udar i infarkt
miokarda te prolazni ishemijski napadaj, dok su najée$¢i venski dogadaji bile duboke venske
tromboze ekstremiteta, pluéna embolija 1 duboka venska tromboza abdominalnih vena.

Vecina trombotic¢kih dogadaja okidac su za postavljanje sumnje na dijagnozu Ph(-) MPN
poput Budd Chiari sindroma i ostalih abdominalnih tromboza koje se pojavljuju u 20,0-40,9 %
nedijagnosticiranih Ph(-) MPN bolesnika (186, 188). Najveca incidencija tromboze u trenutku
postavljanja dijagnoze zabiljeZena je takoder i U radu Koji se bavio analizom $vedskog registra Ph(-
) MPN u kojem je tada bilo 9429 bolesnika pracenih 20 godina (64). Nasi rezultati slazu se s
postoje¢im saznanjima o nastanku tromboze malo prije ili unutar iste godine (43, 189) od
postavljanja dijagnoze u PV i ET bolesnika. Medutim, u nasoj skupini PMF bolesnika pronasli smo
vecu ucestalost tromboze nakon postavljanja dijagnoze sto je zabiljezeno i u istrazivanju
Cervantesa i sur. (47). Ovaj rezultat upucuje na inicijalnu potrebu za stvaranjem modela ne samo

za procjenu prezivljenja PMF bolesnika poput DIPSS modela (190, 191) koji ukljucuje dob,
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konstitucijske simptome, koncentraciju hemoglobina, broj leukocita i blasta u perifernoj krvi ve¢ i
modela za procjenu trombotic¢kog rizika Sto bi uz odgovarajucu terapiju moglo doprinijeti duzem

prezivljenju visokorizi¢nih bolesnika.

6.2. Spol

Poznato je da Zene ¢eSce obolijevaju od ET (20, 186, 189), dok je za PV bolesnike razlika
u ucestalosti muskog i zenskog spola vrlo mala (33, 42, 43). Vecina oboljelih od PMF je muskog
spola (48, 53). U nasem istrazivanju pokazalo se da postoji znac¢ajno vise zena (59,7 vs. 40,3 %) u
skupini Ph(-) MPN, te je isto dobiveno i za skupinu ET bolesnika (70,1 vs. 29,9 %). Visoka
ucestalost zena u naSoj kohorti Ph(-) MPN bolesnika moze se objasniti ukupnim brojem ET
bolesnika koji su bili najzastupljeniji (51,9 %) a medu kojima prevladavaju Zene. Takoder je medu
nasim PV bolesnicima bilo malo vise Zena (51,4 vs. 48,6 %) kao i u skupini PMF bolenika (55,6
vs. 44,4 %) medutim ove razlike nisu bile statisti¢ki znacajno razlicite.

Obzirom na rezultate jedne studije u koju su bili ukljueni ET bolesnici te je dokazana
povezanost muskog spola s 1,99 puta veéim rizikom za nastanak venske tromboze (41), u nasem
smo istrazivanju bolesnike s trombozom podijelili prema vrsti tromboze, spolu i prema dijagnozi.
Medutim, nismo pronasli razliku u ucestalosti tromboze izmedu muskaraca i Zena u cijeloj skupini

Ph(-) MPN kao niti nakon podjele prema dijagnozama.

6.3. Dob

Dab je jedan od glavnih faktora koji povecava rizik za nastanak tromboze. To je potvrdeno
u velikim kohortama ET i PV bolesnika pri ¢emu je dob iznad 60 godina rizi¢an faktor za nastanak
tromboze u ET bolesnika (38).

Za PV bolesnike prema nekim autorima dob od 65 godina predstavlja rizi¢an faktor (42) za
trombozu dok noviji podaci ukazuju i da dob iznad 60 godina svrstava bolesnike u skupinu visokog

rizika za trombozu (40).
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Prema dosadasnjim saznanjima, Samo je jedno istrazivanje na PMF bolesnicima pokazalo
povezanost dobi iznad 60 godina sa 2,34 puta ve¢im rizikom za nastanak tromboze (48), dok u
ostalim istrazivanjima takva povezanost nije nadena (53, 66, 192). Dob bolesnika iznad 65 godina
povezana je s nizim prezivljenjem u PMF bolesnika (190).

Ono sto primje¢ujemo kao ograni¢enje dosadasnjih istrazivanja je da tromboticki model za
ET i PV bolesnike ne razlikuje rizik za arterijsku od venske tromboze $to bi za bolesnike s visokim
rizikom moglo pomoc¢i u boljem optimiranju preventivne terapije dok za PMF takav model niti ne
postoji.

Iz tog razloga smo u naSem istrazivanju dob ispitivali zasebno u svakoj skupini bolesnika
prilikom postavljanja dijagnoze i prilikom nastanka tromboze te u ovisnosti o vrsti nastale
tromboze.

Potvrdili smo ve¢ poznata saznanja da su Ph(-) MPN bolesnici s trombozom prilikom
postavljanja dijagnoze bili statisti¢ki znacajno stariji u odnosu na bolesnike bez tromboze (63 vs.
57 godina), a nakon podjele na vrste tromboze ustanovljena je statisticki znacajna razlika u dobi
bolesnika s arterijskom trombozom u odnosu na bolesnike bez tromboze (65 vs. 57 godina).
Medutim, uvrStavanjem dobi u multivarijatnu logisticku regresiju gubi se povezanost razlike u dobi
pri dijagnozi s nastankom tromboze kao i nastankom arterijske tromboze.

U nasoj skupini ET bolesnika s trombozom takoder je utvrdena znacajna razlika dobi pri
dijagnozu u odnosu na ET bolesnike bez tromboze (65 vs. 52 godine) kao i kod ET bolesnika s
arterijskom trombozom u odnosu na ET bolesnike bez tromboze (65 vs. 52 godine), no
multivarijantna regresijska analiza nije potvrdila ovu povezanost.

Analizom grani¢ne vrijednosti dobi koja doprinosi nastanku tromboze pronasli Smo
povezanost dobi > 55 godina s 2,59 puta ve¢im rizikom za nastanak arterijske tromboze u skupini
Ph(-) MPN bolesnika. Podjelom prema dijagnozama u ET bolesnika je otkrivena povezanost dobi
> 55 godina s 4,56 puta ve¢im rizikom za nastanak arterijske tromboze te dobi > 54 godine s 5,56
puta ve¢im rizikom za nastanak venske tromboze.

Istrazivanja su pokazala da postoji razlika u dobi izmedu muskih i zenskih Ph(-) MPN
bolesnika prilikom postavljanja dijagnoze pri cemu su zene bile mlade (189, 193), medutim u nasoj
kohorti ispitanika nije bilo razlike (59 vs. 60 godina). Mi smo ustanovili da postoji znacajna razlika

u dobi prilikom nastanka prve tromboze te su muskarci u prosjeku bili 8 godina mladi u trenutku
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nastanka prve tromboze u odnosu Zene (56 vs. 64 godine). Ovo saznanje vjerojatno je povezano s
rezultatima istrazivanja u ET bolesnika koje je naslo povezanost muskog spola i kraceg prezivljenja
(194) te otvara nova pitanja za neko buduce istrazivanje 0 mogucem utjecaju kombinacije spol /

dob na pojavu tromboze za svaku od dijagnoza u Ph(-) MPN.

6.4. Prethodna tromboza

U nekoliko istrazivanja potvrdeno je da prethodna tromboza znac¢ajno doprinosi nastanku
ponavljaju¢e tromboze (38, 53, 67). U nasoj kohorti bilo je 25,3 % Ph(-) MPN bolesnika s
ponavljaju¢om trombozom. Ucestalost ponavljajuce tromboze bila je najviSa u PV bolesnika (29,2
%), dok ih je najmanje bilo u skupini ET bolesnika (22,2 %). U PMF ucestalost ponavljajuce
tromboze bolesnika bila je sli¢na ucestalosti u PV i ET bolesnika i iznosila je 26,3 %. Prethodna
tromboza znacajno je povecavala rizik za nastanak nove tromboze samo u skupini Ph(-)MPN i ET
bolesnika koje su ujedno bile i najvece ispitane skupine. Obzirom da smo za sve skupine dobili
slicnu ucestalost ponavljaju¢e tromboze, pretpostavljamo da je razlog zaSto u nasih PV i PMF
bolesnika s trombozom nije potvrdena povezanost s nastankom ponavljajuée tromboze, premali

mali broj bolesnika da bi se pronasla zna¢ajna razlika.

6.5. Kaplan-Meier krivulje prezivljenja bolesnika ovisno o nastanku

tromboze

Napravili smo analizu preZivljenja bolesnika kroz prospektivni period prac¢enja od 6,16
godina ovisno o tome jesu li u tom periodu dozivjeli trombozu. O¢ekivano, u cijeloj kohorti Ph(-)
MPN bolesnika, prezivjelo je 87,8 % bolesnika bez tromboze u odnosu na 72,3 % bolesnika s
trombozom.

Nakon podjele bolesnika prema dijagnozama, ET bolesnici zivjeli su najduze, pri cemu je
taj period prezivjelo 97,9 % bolesnika bez tromboze te 80,4 % bolesnika s trombozom.

Za PV bolesnike dobili smo iznenadujuci rezultat, pri ¢emu je tijekom 6,16 godina pracenja

prezivjelo 89,4 % bolesnika s trombozom u odnosu na prezivljenje 87,3 % bolesnika bez tromboze.
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Smatramo da je tome vjerojatno doprinijelo ¢eS¢e pracenje i intenzivnija terapija PV bolesnika s
trombozom kao i s ponavljajuéim trombozama (u PV skupini najvise bolesnika je imalo
ponavljajuée tromboze u odnosu na ostale dijagnoze) sto u konacnici umanjuje rizik za nastanak
nove tromboze te smrtni ishod u ovih bolesnika.

PMF bolesnici imali su najmanju stopu preZivljenja, najces¢e zbog progresije bolesti i
komplikacija prilikom i /ili nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica. Medutim, iz nasih
rezultata vidljivo je da je duzina prezivljenja ovisila i o nastanku tromboze, pri ¢emu je 6,16 godina
pracenja prezivjelo 57,6 % bolesnika bez tromboze u odnosu na samo 32,1 % bolesnika s

trombozom.

6.6. Terapija Ph(-) MPN bolesnika

U bolesnika koji su prospektivno dijagnosticirani i koji su ukljuéeni u studiju od trenutka
postavljanja dijagnoze do kraja studije, biljezili smo terapiju, te ju usporedili u bolesnika s
trombozom i bez tromboze.

Ph(-) MPN bolesnici s trombozom smatrani su visokorizi¢nima za nastanak nove tromboze
te su koristili standardnu antikoagulacijsku terapiju, inhibitore trombocita i aktiviranog faktora X
dok su bolesnici s venskom trombozom uzimali istu terapiju no uz to su ¢es¢e uzimali i
antiagregacijsku terapiju. ET bolesnici s trombozom uzimali su antikoagulacijsku terapiju dok su
oni s arterijskom trombozom jo§ uzimali i citoreduktivnu terapiju. Znacajno vise PV bolesnika s
trombozom kao i onih s venskom trombozom uzimalo je antikoagulacijsku terapiju. U PMF

bolesnika nismo pronasli razlike u terapiji izmedu bolesnika s trombozom i bez tromboze.

6.7. Parametri krvne slike

Krvna slika jedna je od osnovnih pretraga u algoritmu dijagnosticiranja svih Ph(-) MPN
bolesnika. 1z tog razloga parametri krvne slike predmetom su mnogih istrazivanja, te je pokazano
da stanice hematopoeze uz to sto proliferiraju, mjenjaju i Svoja kvalitativna svojstva (80-83). Osim

toga, leukociti (neutrofili) aktiviraju trombocite $to u konacnici dovodi do oStecenja endotela, dok
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povisSena vrijednost hematokrita doprinosi ve¢oj viskoznosti 1 smanjenom protoku krvi te se na taj
nacin stvara idealan milje za nastanak tromboze.

Analizom parametara krvne slike u nasih Ph(-) MPN bolesnika utvrdili smo da su bolesnici
s trombozom imali vise leukocite u odnosu na bolesnike bez tromboze (10,5 vs. 9,5 x10%L) a isto
je dobiveno i za bolesnike s arterijskom trombozom, no unoSenjem tih parametara u model
multivarijantne logisticke regresije gubi se znac¢ajna razlika u broju leukocita.

U skupini Ph(-) MPN bolesnika s venskom trombozom dobivene su nize vrijednosti
trombocita (447 vs. 571 x10%L) te niza koncentracija hemoglobina (133 vs. 144 g/L) u odnosu na
bolesnike bez tromboze pri ¢emu samo koncentracija hemoglobina ostaje znacajno razli¢ita u
multivarijantnoj analizi. Ovakav rezultat u cijeloj skupini Ph(-) MPN bolesnika s venskom
trombozom povezujemo s doprinosom PMF bolesnika koji su imali najviSu ucestalost venske
tromboze, uz medijan vrijednosti trombocita 333 x10%L i nisku koncentraciju hemoglobina od
109g/L. Ovi rezultati potvrduju rezultate Buxhofer-Ausch i sur. (46) koji su pokazali da u PMF
bolesnika u prefibroti¢koj fazi bolesti nize vrijednosti trombocita pri dijagnozi povecavaju rizik za
nastanak arterijske tromboze, dok niza koncentracija hemoglobina povecava rizik za nastanak
venske tromboze.

Nedavno objavljena meta-analiza koja je ukljucila vise od 30 000 bolesnika s ET i PV
potvrdila je povezanost leukocitoze i nastanka arterijske tromboze. U ET bolesnika rizik je bio
poveéan 1,65 puta a u PV bolesnika 1,34 puta. U istoj meta-analizi nije nadena povezanost
leukocitoze i venske tromboze (65). Medutim, postoje i opre¢ni rezultati poput istrazivanja u ET
bolesnika Campbell i sur., koje nije bilo ukljuéeno u prethodnu meta-analizu, a u kojem nije
utvrdena povezanost leukocitoze, broja trombocita i koncentracije hemoglobina pri dijagnozi i
rizika za nastanak tromboze u buduénosti (72).

U nasih ET bolesnika s trombozom u odnosu na bolesnike bez tromboze pronasli smo vise
leukocite pri dijagnozi (10,2 vs. 8,5 x10%L), a isto je otkriveno i u skupini bolesnika s arterijskom
trombozom (10,6 vs. 8,5 x10%L). Multivarijantnom analizom potvrdili smo povezanost leukocita
i nastanka tromboze kao i arterijske tromboze. Ovakve rezultate potvrduje i rad Buxhofer-Ausch i
sur. koji su u ET bolesnika nasli povezanost leukocitoze pri dijagnozi s nastankom tromboze (66).
Nasi ET bolesnici s arterijskom trombozom imali su i viSe vrijednosti trombocita pri dijagnozi (700
vs. 617 x10°%/L) u odnosu na bolesnike bez tromboze no ta razlika se tijekom multivarijantne analize

izgubila. To je u suprotnosti s rezultatima istrazivanja Schwarz i sur. u kojem su ET
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bolesnici s trombozom usporedivani s ET bolesnicima bez tromboze te su imali niZe trombocite pri
dijagnozi dok su im neposredno prije trombotickog dogadaja trombociti bili visi (195). Objasnjenje
razlike u ovim rezultatima vidimo u tome $to Se u nasoj ET skupini vecina tromboza dogodila
neposredno prije postavljanja dijagnoze, dok u je istrazivanju Schwarz i sur. zabiljeZzeno 68,7 %
tromboza prije ukljucivanja u studiju te samo 31,3 % tijekom pracenja bolesnika.

Od interesa nam je bilo analizirati grani¢ne vrijednosti parametara krvne slike u nasih
Ph(-) MPN bolesnika podijeljenih prema dijagnozi i prema pojavi i vrsti nastale tromboze. Pri tome
smo za ET bolesnike ustanovili da broj leukocita > 9,2 x10%L poveéava rizik za nastanak arterijske
tromboze 6,14 puta. Osim toga, pronasli smo povezanost broja eritrocita > 5,48 x10'%/L i broja
trombocita > 632 x10%L s povecéanim rizikom za nastanak arterijske tromboze. Broj trombocita <
536 x10%L i vrijednosti hematokrita > 0,45 L/L povedéavali su rizik za nastanak venske tromboze.
U istrazivanju Carobbio i sur. na 891 ET bolesnika pokazano je da broj leukocita > 11,0 x10%/L
povecava rizik za nastanak arterijske tromboze 1,7 puta (41) §to potvrduje ¢injenicu da leukocitoza
pri dijagnozi doprinosi nastanku tromboze. Istrazivanje Schwarz i sur. u ET bolesnika, nije dijelilo
bolesnike prema arterijskoj i venskoj trombozi prije postavljanja dijagnoze te tijekom pracéenja,
medutim zabiljezili su u bolesnika s trombozom vise vrijednosti hematokrita i koncentracije
hemoglobina (195). Za istaknuti je i rad Carobbio i sur. u koji je bilo uklju¢eno 1063 ET bolesnika
pri ¢emu su pokazali da kombinacija leukocitoze > 11 x10%L i umjerene trombocitoze (trombociti
> 650 x10%L i < 1000 x10%L) zajedno s mutacijom V617F u genu JAK2 znacajno povisuju rizik
za nastanak tromboze (196). Barbui i sur. razvili su IPSET model za procjenu rizika nastanka
tromboze na 891 ET bolesnika, prilikom kojeg su otkrili povezanost leukocitoze i nastanka
arterijske tromboze, medutim leukocitozu nisu uvrstili u IPSET model bodovanja smatrajuci da je
nezgodno napraviti zaseban model za arterijsku te vensku trombozu te su odlucili u svoj
prognosticki model uvrstavati samo parametre koji su povezani s nastankom obje vrste tromboze
(38). Obzirom da oc¢igledno postoji razlika u parametrima krvne slike izmedu ET bolesnika s
arterijskom u odnosu na vensku trombozu smatramo da bi buduca istrazivanja trebala i¢i u smjeru
izrade zasebnih prediktivnih modela za svaku vrstu tromboze.

Prilikom usporedbe vrijednosti parametara krvne slike PV bolesnika s trombozom i bez
tromboze nismo nasli razliku izuzev koncentracije hemoglobina u bolesnika s venskom trombozom
u odnosu na bolesnike bez tromboze (156 vs. 172 g/L) uz grani¢nu statisticku znacajnost (P =

0,058). Ovaj rezultat vjerojatno je usporediv s rezultatima studije u PMF bolesnika
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koje su ukazale na to da niza koncentracija hemoglobina pri dijagnozi doprinosi nastanku venske
tromboze (46). Ispitivanjem grani¢nih vrijednosti u nasih PV bolesnika nadena je povezanost broja
leukocita > 18 x10%L s 7,86 puta veé¢im rizikom za nastanak arterijske tromboze, dok je
koncentracija hemoglobina <159 g/L bila povezana s 5,30 puta ve¢im rizikom za nastanak venske
tromboze. Nismo nasli povezanost broja trombocita s trombozom. Nasi rezultati su na tragu velike
studije Di Nisio i sur. na 1638 PV bolesnika u kojoj je nadena povezanost vrijednosti hematokrita
<0,45 L/L s nastankom tromboze prije postavljanja dijagnoze, dok povezanost s brojem trombocita
nije nadena (61). U istoj kohorti PV bolesnika Landolfi i sur. pronasli su povezanost leukocita
> 15 x10%L s 1,71 puta veéim rizikom za nastanak arterijske tromboze (197).

Mogucéa povezanost leukocitoze i nastanka tromboze u PMF bolesnika ispitivana je u
nekoliko istrazivanja. Barbui i sur. ustanovili da ne postoji povezanost broja leukocita > 15 x10%/L
s nastankom tromboze ali uz P vrijednost koja je blizu grani¢ne vrijednosti statistiCke znacajnosti
(P = 0,060), dok s brojem trombocita povezanost nije pronadena (48). To je na tragu rezultata
Buxhofer-Ausch i sur. koji su utvrdili da postoji povezanost leukocitoze pri dijagnozi i povecanog
rizika za nastanak tromboze tijekom prac¢enja u bolesnika u prefibrotickoj fazi PMF (66). Za razliku
od tih rezultata, u naSoj kohorti PMF bolesnika nije bilo razlike u parametrima krvne slike za PMF
bolesnike s trombozom u odnosu na PMF bolesnike bez tromboze, moguce zbog malog broja

ispitanika.

6.8. Karadiovaskularni rizi¢ni faktori

U novije vrijeme prepoznata je povezanost kardiovaskularnih rizi¢ni faktora s nastankom
tromboze te se oni sve se ¢esce istrazuju u Ph(-) MPN bolesnika.

U naSoj kohorti Ph(-) MPN bolesnika postojala je znacajna razlika u u€estalosti hipertenzije
(73,4 vs. 49,7 %) i hiperlipidemije (30,4 vs. 11,2 %) izmedu bolesnika s trombozom i bez tromboze
dok je u multivarijantnoj analizi samo hiperlipidemija ostala povezana s nastankom tromboze.
Ujedno je ¢ak 83,5 % bolesnika s trombozom imalo pozitivan jedan ili viSe kardiovaskularnih
rizi¢nih faktora u odnosu na njihovu prisutnost u 60,9 % bolesnika bez tromboze. Medutim, nakon
podjele na arterijsku i vensku trombozu, hipertenzija, hiperlipidemija i prisutnost barem jednog

KV rizi¢nog faktora ostaju zna€ajno razli¢iti samo izmedu bolesnika s
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arterijskom trombozom u odnosu bolesnike bez tromboze, dok je multivarijantnom analizom
potvrdena samo povezanost hiperlipidemije i nastanka tromboze.

Utjecaj KV rizi¢nih faktora na nastanak tromboze u ET bolesnika bio je uvrsten u IPSET
model iz 2012. u kojem je ustanovljeno da hipertenzija, Se¢erna bolest i pusenje povecavaju rizik
za nastanak tromboze 1,6 puta (38). Carobbio i sur. su u toj istoj kohorti od 891 ET bolesnika
pronasli poveznost KV rizi¢nih faktora samo sa arterijskom trombozom (povecavaju rizik 1,91
puta), dok povezanost s venskom trombozom nije pronadena (41). Medutim, u revidiranim IPSET
smjernicama iz 2015. testiranim na 1019 ET bolesnika KV rizi¢ni faktori nisu zna¢ajno doprinosili
trombozi te su iskljuceni iz ovog modela (39). Lekovi¢ i sur. u svom radu istrazivali su vaznost KV
rizi¢nih faktora (hipertenzija, SeCerna bolest, puSenje, hiperlipidemija) u 244 ET bolesnika i
predlozili CARDIO-ET prognosti¢ki model koji razvrstava bolesnike u niski, srednji i visoki rizik
za nastanak tromboze. Isti autori ustanovili su povezanost hipertenzije, hiperlipidemije i prisutnost
barem jednog KV rizi¢nog faktora s arterijskom trombozom, dok je od svih ispitanih KV rizi¢nih
faktora jedino hiperlipidemija bila povezana s povecanim rizikom za nastanak venske tromboze
(198). Vaznost doprinosa KV rizi¢nih faktora u nastanku tromboze potkrepljuje i najnovije
istrazivanje objavljeno 2020. godine na 403 ET i PV bolesnika pri ¢emu su bolesnici bez prisutnih
KV riziénih faktora imali manje tromboza u odnosu na bolesnike s jednim KV rizi¢nim faktorom,
dok su bolesnici s vise prisutnih KV rizi¢nih faktora dozivjeli najvise tromboza (199).

Kod nasih ET bolesnika pronasli smo povezanost hipertenzije, hiperlipidemije i prisutnosti
barem jednog KV rizi€nog faktora s nastankom tromboze pri ¢emu je u multivarijantnoj analizi
ostala znac¢ajna samo povezanost hiperlipidemije s nastankom tromboze. Isti KV rizi¢ni faktori bili
su povezani i s nastankom arterijske tromboze te se izradom multivarijantne analize ponovno
hiperlipidemija jedina pokazala statisticki znac¢ajno povezana s nastankom tromboze. Pusenje i
Secerna bolest u nasoj studiji nisu doprinosili nastanku tromboze. Ujedno, otkrili Smo da su svi nasi
ET bolesnici s venskom trombozom imali hipertenziju $to je prema dostupnim podacima prvo
istrazivanje koje ukazuje na ovu povezanost, medutim u multivarijantnoj analizi se ta znaCajnost
izgubila. Ispitivanjem KV rizi¢nih faktora u nasoj kohorti PV bolesnika pronasli smo povezanost
Seerne bolesti s pove¢anim rizikom za nastanak tromboze, §to je potvrdeno multivarijantnom
regresijskom analizom. Podjelom na vrste tromboze, Secerna bolest uz prisutnost barem jednog KV
rizinog faktora ostala je povezana s nastankom arterijske tromboze, a hipertenzija je pokazala

trend prema toj povezanosti (P = 0,067), no u multivarijantnoj analizi se gubi znacajnost za sve te
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parametre. U PV bolesnika s venskom trombozom niti jedan KV faktor nije bio zna¢ajno razli¢it.
Povezanost Secerne bolesti i arterijske tromboze pronadena je i u istrazivanju Cerquozzi i sur. u
587 PV bolesnika pri ¢emu je otkrivena jo$ i povezanost hipertenzije i hiperlipidemije s arterijskom
trombozom dok, isto kao i u nasem istrazivanju, nije nadena povezanost KV rizi¢nih faktora i
venske tromboze (67). U velikoj kohorti od 1638 PV bolesnika, pusenje se pokazalo kao jedini
statistiCki znacajan KV faktor koji povecava rizik za nastanak arterijske tromboze (197).

Prema dosadasnjim saznanjima, nema puno objavljenih istrazivanja o utjecaju KV rizi¢nih
faktora na nastanak tromboze u PMF bolesnika. U najvecoj objavljenoj studiji u koju je bilo
ukljuc¢eno 707 bolesnika povezanost s KV rizi¢nim faktorima (hipertenzija, Sec¢erna bolest,
pusenje) nije pronadena (48). Mi smo pronasli povezanost arterijske tromboze s hiperlipidemijom
te s prisutno$¢u barem jednog KV rizi¢nog faktora, no ta se povezanost nakon multivarijantne
regresijske analize izgubila. Zanimljivo je otkri¢e da su svi nasi bolesnici s arterijskom trombozom
imali prisutan najmanje jedan KV rizi¢an faktor. Iako je nasa kohorta PMF bolesnika bila relativno
mala, nasi rezultati upucuju na potrebu za potvrdom povezanosti hiperlipidemije i1 arterijske
tromboze na ve¢em broju bolesnika te da su KV rizi¢ni faktori izuzeno bitni prilikom procjene

tromboti¢kog rizika i u PMF bolesnika.

6.9. Mutacija V617F u genu JAK2 i optereéenje mutiranim alelom V617F

Obzirom da je mutacija V617F u genu JAK2 bila prvi molekularni biljeg u Ph(-) MPN
bolestima ona je kvalitativno i kvantitativno najistrazivanija mutacija u ovih bolesnika. Pokazano
je da je prosjecna vrijednost optereéenja mutiranim alelom V617F najvisa u PV bolesnika, potom
u PMF bolesnika a najniza u ET bolesnika, ali i da postoje male razlike i prema dobi i spolu (17,
189, 200). Temeljem mnogih istrazivanja potvrdeno je da njena prisutnost doprinosi nastanku
tromboze u PV, ET i PMF bolesnika. Meta-analiza u ET bolesnika nasla je povezanost ove mutacije
s 1,83 puta veéim rizikom za nastanak tromboze (54) te je uklju¢ena u IPSET prognosticki model
za nastanak tromboze (38).

Mi smo utvrdili njenu povezanost s 1,99 puta ve¢im rizikom za nastanak tromboze u skupini
svih Ph(-) MPN bolesnika kao i 2,63 puta veci rizik u skupini ET bolesnika. U skupini ET bolesnika
s trombozom i nakon multivarijantne analize mutacija je povecavala rizik za nastanak tromboze

2,98 puta. Podjelom na vrste tromboze, takoder je nadena njena povezanost za skupinu
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Ph(-) MPN bolesnika i ET bolesnika s nastankom arterijske tromboze, medutim nakon izrade
multivarijantne analize znacajnost se izgubila.

Istrazivanja su pokazala da optere¢enje mutiranim alelom V617F daje pregledniju
informaciju od kvalitativnog rezultata, medutim u nasih PV, ET i PMF bolesnika nije bilo razlike
u optere¢enju mutiranim alelom izmedu bolesnika s trombozom i bez tromboze. U PV bolesnika s
trombozom uocili smo postojanje trenda prema visim rezultatima u odnosu na bolesnike bez
tromboze (43,3 vs. 37,6 % uz P = 0,089) te PV bolesnika s arterijskom trombozom u odnosu na
PV bolesnike bez tromboze (55,1 vs. 37,6 % uz P = 0,082). Takoder, ustanovili smo prisutnost
trenda viSeg optere¢enja mutiranim alelom V617F u PMF bolesnika s venskom trombozom u
odnosu na PMF bolesnike bez tromboze (80,5 vs. 36,5 % uz P = 0,070).

IzraCunom grani¢nih vrijednosti optere¢enja mutiranim alelom V617F ustanovili smo
vrijednosti koje su bile povezane s nastankom arterijske tromboze. Tako je vrijednost > 14,6 % u
Ph(-) MPN povecavala rizik 2,33 puta, dok je ista vrijednost u ET bolesnika povecavala rizik 2,92
puta, a u PMF bolesnika vrijednost < 34,8 % taj rizik je povecavala 5,06 puta. Za PV bolesnike
vrijednost > 25,7 % bila je na granici da postane statisticki znacajno povezana s nastankom
arterijske tromboze (P=0,055).

Vannuchi i sur. u grupi PV bolesnika pokazali su povezanost optere¢enja mutiranim alelom
V617F > 75 % s 3,56 vecim rizikom za nastanak tromboze, dok je rizik tijekom pracenja bolesti
uz vrijednosti >75 % bio ¢ak 7,1 puta veci (56). S time se ne slazu rezultati Passamonti i sur. koji
u kohorti od 338 PV bolesnika nisu nasli povezanost optere¢enja mutiranim alelom V617F s
nastankom tromboze (22). Ispituju¢i PV i ET bolesnike koji su imali status homozigotnog
optere¢enja mutiranim alelom V617F (vrijednosti > 50 %), Vannuchi i sur. otkrili su povezanost s
nastankom tromboze samo u ET bolesnika (3,97 puta ve¢éi rizik) ali ne i u PV bolesnika (15). U
pola nizu vrijednost opterec¢enja mutiranim alelom V617F ( > 25 %) Antonioli i sur. pokazali su
kao znacajnu za 3,0 puta vecdi rizik za nastanak arterijske tromboze u ET bolesnika (17). Za PMF
bolesnike, izuzev naseg istrazivanja, nismo pronasli niti jedno drugo istrazivanje koje je ispitivalo
povezanost optere¢enja mutiranim alelom s nastankom tromboze (71).

Analiza grani¢nih vrijednosti opterecenja mutiranim alelom V617F u nasih bolesnika s

venskom trombozom pokazala je povezanost s visim vrijednostima u odnosu na bolesnike s
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arterijskom trombozom. Tako je vrijednost > 90,4 % u PV bolesnika povecavala rizik 1,94 puta,
dok je vrijednost > 56,7 % u PMF bolesnika povecavala rizik za nastanak venske tromboze 6,00
puta.

Iz prikazanih rezultata za optereCenje mutiranim alelom zaklju¢ujemo da ono vrlo
vjerojatno doprinosi nastanku tromboze te ukazujemo na potrebu za prospektivnim istrazivanjem
na vecoj skupini ispitanika koja bi ispitala njihovu mogucu povezanost. Ujedno pretpostavljamo
da obzirom na razlike u dobi, spolu, terapiji i ostalim komorbiditetima u ispitivanih bolesnika biti
¢e tesko ustanoviti koja razina opterec¢enja mutiranim alelom V617F je ona koja zna¢ajno doprinosi

nastanku arterijske i venske tromboze.

6.10. Polimorfizmi u skupini Ph(-) MPN bolesnika

Geneticka istrazivanja u Ph(-) MPN bolesnika uglavnom su obuhvacala mutacije
karakteristi¢ne za nastanak i progresiju bolesti dok je povezanost s trombozom ispitivana za tek
nekolicinu naj¢es¢ih mutacija.

Ve¢ duzi niz godina prepoznata je povezanost FV Leiden i FII20210A s nastankom venske
tromboze (152-154). S obzirom na to saznanje, znanstvenike je zanimala i njihova povezanost s
nastankom tromboze u Ph(-) MPN bolesnika (59, 60, 63, 68, 77). Za razliku od ova dva poznata
polimorfizma, doprinos polimorfizama ljudskih trombocitnih antigena i polimorfizama gena P-
selektin i P-selektin glikoprotein 1 ligand nastanku tromboze jo§ uvijek se istrazuje i u opcoj
populaciji (95, 99, 102, 103, 106, 108, 118, 128, 139). S obzirom na to, da su jedni povezani s
ekspresijom svojih biljega na trombocitima i endotelnim stanicama, a drugi s ekspresijom na
leukocitima u svrhu hemostatskog i upalnog odgovora, zanimalo nas je postoje li razlike u ovim
polimorfizmima izmedu zdravih ispitanika i skupine Ph(-) MPN bolesnika te njihova moguca
povezanost s nastankom tromboze u Ph(-) MPN bolesnika. Prema dosadasnjim saznanjima ovo je
prvo istrazivanje polimorfizama HPA-3, HPA-5, P-SEL i P-SGL1 u skupini Ph(-) MPN bolesnika.

Analizom svih ispitanih polimorfizama nismo pronasli razliku u ucestalosti genotipova i

alela izmedu Ph(-) MPN bolesnika i skupine zdravih ispitanika. Takoder, nije bilo razlike u
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ucestalosti alela ispitanih polimorfizama izmedu Ph(-) MPN bolesnika s trombozom i bez tromboze
kao ni izmedu bolesnika s trombozom i njihove odgovarajuce skupine zdravih ispitanika.

Provjerom Hardy-Weinbergove ravnoteze za ispitane polimorfizme, ustanovili smo da
postoji odstupanje dobivenih u odnosu na o¢ekivane vrijednosti u skupini bolesnika s trombozom
za HPA-5 i P-SGL1 M62l. Takav rezultat nam ukazuje na nehomogenost za ove polimorfizme u
skupini bolesnika s trombozom i stoga rezultate u kojima su ova dva polimorfizma statisticki
znacajna u ovoj skupini treba uzeti s oprezom.

Nadalje, ustanovili smo da ispitani polimorfizmi nisu bili povezani s nastankom tromboze
usporedujuci Ph(-) MPN bolesnike s trombozom i bez tromboze kao i usporedbom Ph(-) MPN
bolesnika s trombozom i skupine zdravih ispitanika.

Nakon podjele Ph(-) MPN bolesnika prema vrsti tromboze, pronasli smo razliku u
ucestalosti genotipa HPA-2 u skupini bolesnika s venskom trombozom u odnosu na bolesnike bez
tromboze, pri ¢emu su genotipovi HPA-2ab i HPA-2bb i alel HPA-2b bili ¢es¢i u bolesnika bez
tromboze. Nasi rezultati opre¢ni su rezultatima vecine objavljenih istrazivanja u op¢oj populaciji
u kojima su genotipovi HPA-2ab i HPA-2bb bili povezani s povecanim rizikom za nastanak
arterijske tromboze dok povezanost s nastankom venske tromboze nije nadena (118-120, 201).

S obzirom na to da su ucestalosti HPA-2 genotipova naSih bolesnika kao i zdravih
kontrolnih ispitanika bile iste te da su usporedive s rezultatima istrazivanja Pavic i sur. o ucestalosti
polimorfizama HPA u hrvatskoj populaciji (94), a ova razlika u ucestalosti nastala je tek nakon
podjele bolesnika prema vrsti tromboze, smatramo kako je potrebno povezanost ovih genotipova
ispitati i potvrditi u vecoj kohorti Ph(-) MPN bolesnika s venskom trombozom.

U skupini Ph(-) MPN s arterijskom trombozom multivarijantnom regresijskom analizom
pronasli smo blagu zastitnu ulogu genotipa HPA-5ab za nastanak tromboze (OR = 0,36 i 95% ClI
= 0,13-0,97; P = 0,043), iako nije postojala razlika u ucestalosti polimorfizama HPA-5 u odnosu
na Ph(-) MPN bolesnike bez tromboze. Ovi rezultati, razlikuju se od onih dobivenih u studiji koja
je analizirala opéu populaciju u kojima nije nadena povezanost alela HPA-5b s nastankom infarkta
miokarda (112) te studiji u kojoj nije nadena povezanost polimorfizama HPA-5 s nastankom
ishemijskog mozdanog udara (99).

Osim toga, u Ph(-) MPN bolesnika pronasli smo da postoji trend prema povezanosti (P =
0,059) alela 290N polimorfizma P-SEL S290N s nastankom arterijske tromboze. Sli¢an
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rezultat dobili su i Tregouet i sur. (128) pri ¢emu su povezali kombinaciju alela 290N i alela N562
polimorfizma P-SEL N562D s nastankom mozdanog udara.

Nakon $to smo napravili analizu ucestalosti genotipa i alela bolesnika prema dijagnozama
za ET bolesnike nismo pronasli povezanost polimorfizma HPA-2 s nastankom tromboze ¢ime smo
potvrdili rezultate istrazivanja Afshar-Kharghana (63). Unato¢ tome S$to nije bilo razlike u
ucestalosti polimorfizama HPA-5 u ET bolesnika s trombozom u odnosu na bolesnike bez
tromboze, multivarijantnom analizom utvrdili smo povezanost genotipa HPA-5ab sa zastitnom
ulogom u nastanku tromboze u ET bolesnika (OR = 0,20 i 95% CI = 0,06-0,70; P = 0,012). ET
bolesnici nositelji genotipa HPA-5ab takoder su imali manji rizik za nastanak arterijske tromboze
(OR =0,23 1 95% CI = 0,06-0,89; P = 0,034). lako smo za ET bolesnike s trombozom pronasli
razliku u ucestalosti genotipa P-SGL1 M621 u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika pri
¢emu je genotip M621-MI i M62I-11 kao i alel 621 bio ucestaliji u ET bolesnika s trombozom, nismo
nasli povezanost ovog genotipa s nastankom tromboze. Ucestalost alela 621 polimorfizma P-
SGL1 M621 izmedu ET bolesnika s arterijskom trombozom i bolesnika bez tromboze bila je vrlo
blizu statisticke znacajnosti (P = 0,051) pri ¢emu je alel 621 bio ucestaliji u ET bolesnika s
trombozom, medutim nismo pronasli povezanost s nastankom tromboze. Na takav utjecaj alela 621
upucuje i istrazivanje u kojem je samo naden trend ka povezanosti s mozdanim udarom (140) te
drugo vece istrazivanje u kojem je povezanost s nastankom ishemijskog mozdanog udara potvrdena
(141). Na tom tragu je i studija koja je ustanovila zastitni u¢inak genotipa P-SEL M62I-MM za
nastanak ateroskleroze karotidnih arterija (138). Za razliku od nabrojanih istrazivanja, Bugert i sur.
prikazali su rezultate istrazivanja u kojima je alel 621 bio povezan sa zaStitnom ulogom u nastanku
kardiovaskularne bolesti (126).

Za razliku od rezultata istrazivanja koji su u PV bolesnika nasli povezanost genotipova
HPA-1ab i HPA-1bb s nastankom arterijske tromboze (63), studija Dambrauskiené i sur. nije nasla
povezanost polimorfizma HPA-1 u skupini PV bolesnika (79), $to je potvrdeno i u naSem
istrazivanju. Analizom PV bolesnika s trombozom utvrdili smo da postoji razlika u ucestalosti
genotipova i alela HPA-2 u odnosu na PV bolesnike bez tromboze (P = 0,003 i P = 0,003) pri cemu
su genotip HPA-2ab i alel HPA-2b bili ucestaliji u bolesnika bez tromboze, te je nadena njihova
povezanost s jakim zastitnim u¢inkom na nastanak tromboze (OR = 0,09, 95% CI = 0,01-0,73; P =
0,025). Isto je pronadeno i u skupini PV bolesnika s arterijskom trombozom u odnosu na bolesnike

bez tromboze, pri ¢emu je potvrdena povezanost genotipa HPA-2ab i alela HPA-2b kao
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zaStitnih faktora za nastanak arterijske tromboze (OR = 0,11, 95% CI = 0,01-0,95; P = 0,045). Nasi
rezultati bili su oprecni rezultatima studije Afshar-Khargan i sur. koji nisu nasli razliku u ucestalosti
polimorfizma HPA-2 izmedu bolesnika s trombozom i bez tromboze (63). Kao moguci razlog za
nepodudaranje rezultata isticemo mali broj PV bolesnika (N=43) ukljucenih u tu studiju.

Ujedno, svi nasi PV bolesnici s venskom trombozom bili su nositelji jedino genotipa HPA-2aa $to
je bilo znacajno razli¢ito u odnosu na bolesnike bez tromboze (P = 0,046), medutim povezanost s
nastankom venske tromboze nije nadena, vjerojatno zbog premalog uzorka. Stoga bi bilo uputno
provjeriti moguce postojanje povezanosti polimorfizama HPA-2 s nastankom tromboze na ve¢em
broju PV bolesnika.

U skupini PMF bolesnika ustanovili smo znacajnu razliku u ucestalosti genotipova i alela
polimorfizma P-SEL S290N, te je multivarijantnom analizom potvrdena povezanost genotipova P-
SEL S290N-SN i S290N-NN te alela 290N s 7,41 puta ve¢im rizikom za nastanak tromboze (95%
Cl1=2,01-27,26; P = 0,003). lako niti jedan PMF bolesnik s venskom trombozom nije imao genotip
N562D-NN polimorfizma P-SEL N562D, §to je bilo znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu
skupinu zdravih ispitanika, nismo pronasli povezanost ovog genotipa i zasStitnog u¢inka na nastanak
tromboze. Rizik za nastanak arterijske tromboze u PMF bolesnika bio je 5,90 puta veéi u nositelja
genotipova S290N-SN i S290N-NN te alela 290N polimorfizma P-SEL S290N (95% CI = 1,37-
25,43; P =0,017) te su isti genotipovi kao i alel 290N bili povezani s 10,12 puta ve¢im rizikom za
nastanak venske tromboze (95% CI = 1,70-60,30; P = 0,011). Medutim, u multivarijantnoj analizi

gubi se povezanost s nastankom arterijske i venske tromboze.

6.11. Ucestalosti kombinacije genotipova FV Leiden, FIl G20210A, HPA-5, P-
SEL i P-SGL1

Analizirajuc¢i utjecaj kombinacije genotipova ispitanih polimorfizama, ustanovili smo
zastitnu ulogu kombinacije genotipa M621-MM/HPA-5ab te HPA-5ab/FIl G20210A-GG za
nastanak kako tromboze tako i arterijske tromboze u Ph(-) MPN bolesnika. Prikazani genotipovi
zasebno su pokazali u nekoliko studija da nemaju utjecaj na nastanak tromboze u opcoj populaciji
(99, 112, 139, 156, 157). Mogucée je da njihova kombinacija u Ph(-) MPN bolesnika ima

sinergisticki utjecaj te umanjuje rizik za nastanak tromboze.
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Nastanak venske tromboze u Ph(-) MPN bolesnika bio je smanjen u nositelja kombinacija
genotipa P-SEL T715P-TT/N562D-DD i P-SEL T715P-TT/N562D-ND. Ovi rezultati razli¢iti su
u odnosu na rezulate dobivene u op¢oj populaciji jedne studije pri ¢emu su nositelji alela 715P
imali manji rizik za nastanak venske tromboze (131) te rezultata koji nisu nasli povezanost
polimorfizma N562D s nastankom venske tromboze (130).

Otkrili smo ukupno cetiri kombinacije genotipova koje su doprinosile nastanku venske
tromboze u Ph(-) MPN bolesnika: M62I-MM/S290N-NN, T715P-TT/S290N-NN, S290N-NN/FV
G1691A-GG i S290N-NN/FIl G20210A-GG. S obzirom na to da su neke od njih bile pronadene i
u kombinacijama genotipa koje su imale zaStitnu ulogu za nastanak tromboze poput genotipa
M62I-MM, i T715P-TT te FIl G20210A-GG, a u svim kombinacijama koje doprinose nastanku
venske tromboze bio je prisutan genotip S290N-NN zakljucujemo da je doprinos tog genotipa
nastanku venske tromboze u Ph(-) MPN bolesnika bio izuzetno velik.

U skupini PMF dodatno je naglasena uloga polimorfizma P-SEL S290N jer su genotipovi
S290N-SN i S290N-NN u kombinaciji s nasljednim faktorima trombofilije divljeg tipa (genotip
FV G1691A-GG i FIl G20210A-GG) bili povezani s povecanim rizikom za nastanak tromboze
opcenito kao i s nastankom arterijske i venske tromboze. Pri tome je zanimljivo primjetiti da je
nastanku arterijske tromboze doprinosio samo genotip S290N-SN u kombinaciji s nasljednim
faktorima trombofilije, dok je nastanak venske tromboze bio povezan s kombinacijom genotipa
S290N-NN i S290N-SN s FIl G20210A-GG i FV G1691A-GG. U odnosu na rezultate istrazivanja
u op¢oj populaciji u kojima nasljedni faktori trombofilije pokazuju svoj utjecaj samo ako su prisutni
u heterozigotnom ili homozigotnom obliku (152, 153), u PMF bolesnika ve¢ i dominantni divlji tip
ovih polimorfizama u kombinaciji s polimorfizmom S290N znacajno je povecavao rizik za
nastanak tromboze.

Prema nama dostupnim podacima, ovo je prvo istrazivanje koje je analiziralo utjecaj
nasljedne trombofilije na nastanak tromboze u PMF bolesnika, a ovi rezultati otvaraju vrata novim

spoznajama o moguc¢im faktorima koji tome doprinose.
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6.12. Udestalost haplotipova polimorfizama u bolesnika i zdravih ispitanika

Analizirali smo napravljene haplotipove HPA i P-SEL-FV u skupini Ph(-) MPN bolesnika
I zdravih ispitanika te nakon podjele bolesnika prema dijagnozama. Najucestaliji HPA haplotip u
svim ispitivanim skupinama bio je HPA-1a2a3a. U skupini Ph(-) MPN bolesnika s trombozom
bilo je najvise nositelja haplotipa SNVTG dok je u bolesnika bez tromboze i u skupini zdravih
ispitanika to bio haplotip SDVTG.

Obzirom da su ucestalosti pojedinih haplotipova vrlo male, ovi rezultati nisu previse
pouzdani, ali mogu ukazivati na postojanje trendova koji bi mozda ispitivanjem u vecoj kohorti
potvrdili svoju znacajnost.

Haplotip HPA-1b2b3b pronasli smo samo u Ph(-) MPN bolesnika s trombozom pri ¢emu
su njegovi nositelji imali povecani rizik za nastanak tromboze, dok isti haplotip nije imao niti jedan
zdravi ispitanik. Osim toga, utvrdili smo povezanost nositelja haplotipa P-SEL-FV SDVPG s
povecanim rizikom za nastanak tromboze u Ph(-) MPN bolesnika u usporedbi sa zdravim
ispitanicima, te je takoder ovaj haplotip bio prisutan samo kod bolesnika s trombozom.

Povecan rizik za nastanak tromboze u odnosu na zdrave ispitanike imali su i Ph(-) MPN
bolesnici koji su bili nositelji haplotipa SDLPG.

Ovi rezultati razlikuju se od rezultata dobivenih u op¢oj populaciji pri ¢emu je haplotip
NNVP dobiven od polimorfizama P-SEL S290N, N562D, VV599L i T715P bio povezan s 2,09 puta
vec¢im rizikom za nastanak kardiovaskularne bolesti (139) dok je u drugoj studiji isti haplotip imao

mali zastitni utjecaj za nastanak venske tromboze (130).

6.13. Prediktivni modeli za nastanak tromboze

1z veéine rezultata dobivenih u naSem istrazivanju napravili smo 4 prediktivna modela koji
bolesnike svrstavaju u skupinu niskog, srednjeg i visokog rizika za nastanak tromboze. U njih smo
ukljucili ¢im viSe parametara koji su lako dostupni hematolozima (godine pri dijagnozi, prisutnost
i broj KV rizi¢nih faktora, prethodna tromboza, prisutnost mutacije V617F u genu JAK2 i broj

leukocita pri dijagnozi).

170



Pri tome se 1. prediktivni model koristi za svrstavanje Ph(-) MPN bolesnika u rizi¢ne skupine za
nastanak tromboze, a ukljucuje dob pri dijagnozi, prisutnost i broj KV rizi¢nih faktora i prethodnu
trombozu. Isti model koristili smo i za predvidanje nastanka tromboze u PV bolesnika. Za
predvidanje nastanka venske tromboze u Ph(-) MPN bolesnika najboljim se pokazao 3. model koji
ukljucuje optere¢enje mutiranim alelom V617F > 26,1 % i hipertenziju.

Za nastanak tromboze u ET bolesnika kao i nastanak arterijske tromboze u ET bolesnika
najboljim se pokazao 2. model koji je ukljuc¢ivao dob pri dijagnozi, prisutnost i broj KV rizi¢nih
faktora, prethodnu trombozu i prisutnost mutacije V617F u genu JAK2. Isti model se pokazao
najboljim i za predvidanje arterijske tromboze u PV bolesnika.

Niti jedan od ispitivanih modela nije se pokazao statisticki znac¢ajnim za ET i PV bolesnike
s venskom trombozom, vjerojatno zbog manje pojavnosti venske tromboze.

Za PMF bolesnike koristili smo 4. model koji je ujedno jedini model koji ukljucuje
prisutnost alela 290N polimorfizma P-SEL S290N te prisutnost mutacije V617F u genu JAK2.

Kako bi dodatno potvrdili doprinos ispitivanih parametara za nastanak tromboze napravili
smo Coxov regresijski model u koji su ukljuéeni svi ispitivani parametri koji su se u ovom
istrazivanju pokazali statisti¢ki znacajnim. U Coxov regresijski model ukljuc¢eno je vrijeme od
postavljanja dijagnoze do nastanka tromboze ili vrijeme do zavrSetka studije.

Kroz ovaj model uvidjeli smo da u Ph(-) MPN bolesnika najznacajniji doprinos trombozi
imaju dob > 60 godina, prethodna tromboza, prisutnost > 1 KV rizi¢nog faktora, dok se prisutnost
samo 1 KV rizi¢nog faktora nije pokazala znacajnom. Isti parametri bili su znacajni i za nastanak
arterijske tromboze u Ph(-) MPN bolesnika.

Za razliku od ovih cestih parametara koji doprinose trombozi, Coxovom regresijskom
analizom znacajan doprinos venskoj trombozi u Ph(-) MPN bolesnika doprinijeli su opterecenje
mutiranim alelom V617F > 26,1 % te hipertenzija.

U ET bolesnika znacajna povezanost s nastankom tromboze kao i arterijske tromboze
dobivena je za dob > 60 godina, prethodnu trombozu, prisutnost > 1 KV rizi¢nog faktora i
prisutnost mutacije V617F.

Znacajan doprinos nastanku tromboze u PV bolesnika imali su prethodna tromboza i

prisutnost > 1 KV rizi¢nog faktora dok se dob > 60 godina u ovoj skupini nije pokazala zna¢ajnom
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Medutim, u PV bolesnika s arterijskom trombozom dob > 60 godina znacajno je doprinosila
nastanku tromboze, bas kao i prethodna tromboza i dijabetes.

Prediktivni model za nastanak tromboze u PMF bolesnika koji je uklju¢ivao prisutnost
mutacije V617F i alela 290N polimorfizma P-SEL S290N dodatno je potvrdila Coxova regresijska
analiza prikazuju¢i da oba parametra znacajno doprinose nastanku tromboze.

Najpoznatiji prediktivni model za nastanak tromboze u ET bolesnika bio je IPSET model
iz 2012. godine u kojem su se bolesnici razvrstavali u 3 rizi¢ne skupine u ovisnosti o dobi > 60
godina, prethodnoj trombozi, prisutnosti KV rizi¢nih faktora i prisutnosti mutacije V617F (38). U
ovom modelu svi parametri bili su jednako bodovani §to se ne slaze s naSim rezultatima u kojima
smo otkrili da prisutnost > 1 KV rizi¢nog faktora puno vise (8,80 puta) doprinosi trombozi u odnosu
na prisutnost samo jednog KV rizi¢nog faktora (rizik povecan 3,74 puta). Naposlijetku je IPSET
model revidiran 2015. i iz njega su izbaceni KV rizi¢ni faktori jer je novije istraZivanje pokazalo
da ne doprinose nastanku tromboze (39). Za naglasiti je i da Coxovom regresijskom analizom
nismo utvrdili zna¢ajan doprinos prisutnosti 1 KV rizi¢nog faktora nastanku tromboze u cijeloj
skupini Ph(-) MPN kao ni u ET i PV bolesnika.

Velika multicentri¢na studija o PV bolesnicima objavljena 2005. godine kao 2 glavna
faktora za prepoznavanje visoko riziénih bolesnika za nastanak tromboze uzimala je dob > 65
godina i prisutnost prethodne tromboze (42), dok nasi rezultati ukazuju i na znacajan doprinos
trombozi prisutnost > 1 KV faktora. Obzirom da postoji veliki interes za ovu temu, 2019. su
objavljeni i podaci o dijagnosticiranju te pracenju i stratifikaciji rizika koji ET bolesnike dijele u 4
rizi¢ne skupine za nastanak tromboze koji uklju¢uju samo dob pri dijagnozi, prethodnu trombozu
I prisutnost mutacije V617F. Isti autori PV bolesnike dijele u 2 rizi¢ne skupine za nastanak
tromboze, visoku i nisku pri ¢emu u riziéne parametre ukljucuju samo dob pri dijagnozi i prethodnu
trombozu (40). Rezultati nase studije ukazuju da dob > 60 godina ima veci utjecaj na nastanak

arterijske tromboze.

ZakljuCujemo da se na$i prediktivni modeli razlikuju od dosad objavljenih modela jer
naglaSavaju vaznost ne samo prisutnosti KV rizi¢nih faktora, koja u nekim modelima nije
ukljucena, ve¢ i broja KV rizi¢nih faktora koje pojedini bolesnik ima. Ujedno pokazali smo da isti
parametri ne doprinose nastanku i arterijske 1 venske tromboze. Istrazili smo doprinos dosad

neispitanih polimorfizama u ovih bolesnika te pokazali da je njihov utjecaj drugaciji u odnosu na
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onaj u opc¢oj populaciji. Otkrili smo dosad neistrazivane parametre koji su bili povezani s
nastankom tromboze poput polimorfizama P-SEL S290N, N562D te HPA-2 i HPA-5.

Ovo je prvo hrvatsko istrazivanje koje se bavilo protrombotickim rizi¢nim faktorima u
Ph(-) MPN bolesnika te prema dosada$njim saznanjima jedino istraZivanje u svijetu koje je
obuhvatilo sve najpoznatije ispitivane parametre te jasno razdvajalo faktore koji utjeu na nastanak
arterijske odnosno venske tromboze. Stoga smatramo da je ovo istrazivanje doprinijelo novim
spoznajama o etiologiji nastanka tromboze u Ph(-) MPN bolesnika, koje bi trebalo potvrditi u

prospektivnoj studiji s ve¢im brojem bolesnika.
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7. ZAKLJUCCI

1. Ucestalost i vrsta tromboze
Tromboza je nastala u 30,6 % Ph(-) MPN bolesnika. Prema dijagnozama, tromboza je
nastala u 35,2 % PMF bolesnika, 34,3 % PV bolesnika i 26,9 % ET bolesnika. U dvije
tre¢ine ET 1 PV bolesnika nastala je arterijska tromboza, dok je u PMF bolesnika ucestalost
arterijskih i venskih tromboza bila podjednaka. Najvise tromboza nastalo je unutar godinu
dana od postavljanja dijagnoze Ph(-) MPN.

2. Spol
U skupini svih Ph(-) MPN bolesnika i u ET skupini bilo je viSe zena. Tromboza je nastala
u podjednakom broju muskih i Zenskih bolesnika.

3. Dob
Ph(-) MPN bolesnici s trombozom bili su stariji od bolesnika bez tromboze, dok su
bolesnici s arterijskom trombozom bili stariji od bolesnika s venskom trombozom. ET
bolesnici s trombozom kao i oni s arterijskom trombozom bili su stariji od ET bolesnika
bez tromboze. Nije bilo razlike u dobi izmedu muskih i Zenskih bolesnika prilikom
postavljanja dijagnoze. Prilikom nastanka prve tromboze muski Ph(-) MPN bolesnici bili
su prosje¢no 8 godina mladi u odnosu zenske bolesnike.

4. Prethodna tromboza
Prethodna tromboza povecavala je rizik za nastanak nove tromboze u skupini Ph(-) MPN
bolesnika i u ET bolesnika.

5. Prezivljenje bolesnika
Prezivjelo je vise Ph(-) MPN, ET i PMF bolesnika bez tromboze u odnosu na iste skupine
bolesnika s trombozom, dok je u PV bolesnika preZivjelo viSe bolesnika s trombozom u
odnosu na one bez.

6. Terapija bolesnika
PV i ET bolesnici s trombozom u odnosu na bolesnike bez tromboze ¢e$¢e su uzimali
citoreduktivnu i/ili antikoagulacijsku terapiju. U PMF bolesnika nije bilo razlike u terapiji

izmedu bolesnika s trombozom u odnosu na bolesnike bez tromboze.
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7. Parametri krvne slike pri dijagnozi
Ph(-) MPN bolesnici s trombozom kao i s arterijskom trombozom imali su visi broj
leukocita u odnosu na bolesnike bez tromboze. Ph(-) MPN bolesnici s venskom trombozom
imali su nizi broj trombocita 1 nizu koncentraciju hemoglobina u odnosu na bolesnike bez
tromboze. Veéi broj leukocita pri dijagnozi u ET bolesnika bio je povezan s nastankom
tromboze kao i s nastankom arterijske tromboze.

8. Kardiovaskularni rizi¢ni faktori
Ph(-) MPN bolesnici s trombozom imali su vecu ucestalost hipertenzije i hiperlipidemije,
te je potvrdena povezanost hiperlipidemije i nastanka tromboze.
Bolesnici s arterijskom trombozom imali su vecu ucestalost hipertenzije, hiperlipidemije i
prisutnost barem 1 KV rizi¢nog faktora u odnosu na bolesnike bez tromboze, te je potvrdena
povezanost hiperlipidemije i nastanka arterijske tromboze. ET bolesnici s trombozom kao
i ET bolesnici s arterijskom trombozom imali su vecu ucestalost hipertenzije,
hiperlipidemije i prisutnosti barem 1 KV rizi¢nog faktora. Svi ET bolesnici s venskom
trombozom imali su hipertenziju. Potvrdili smo povezanost hiperlipidemije i nastanka
tromboze i arterijske tromboze u ET bolesnika.
U PV bolesnika se¢erna bolest bila je ¢eS¢a u bolesnika s trombozom te je potvrdena njihova
povezanost. PV bolesnici s arterijskom trombozom c¢es¢e su imali Secernu bolest i
prisutnost barem 1 KV rizi¢nog faktora.
PMF bolesnici s arterijskom trombozom imali su vecu ucestalost hiperlipidemije 1
prisutnosti barem 1 KV rizi¢nog faktora.

9. Mutacija V617F u genu JAK2 i opterec¢enje mutiranim alelom V617F
U Ph(-) MPN bolesnika s trombozom i s arterijskom trombozom ¢e$ce je bila prisutna
mutacija V617F u genu JAK2. U ET bolesnika potvrdena je povezanost mutacije V617F s
nastankom tromboze. Nije nadena razlika u opterec¢enju mutiranim alelom V617F izmedu
bolesnika s trombozom i bez tromboze ni u jednoj od ispitivanih skupina bolesnika.

10. Polimorfizmi ispitanih gena
Genotip HPA-2ab i HPA-2bb kao i alel HPA-2b bio je ucestaliji u Ph(-) MPN bolesnika
bez tromboze u odnosu na bolesnike s venskom trombozom. Potvrdena je povezanost

zaStitnog utjecaja genotipa HPA-5ab za nastanak arterijske tromboze u Ph(-) MPN. U ET
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bolesnika genotip HPA-5ab imao je blagi zaStitni utjecaj za nastanak tromboze kao i
arterijske tromboze. Genotipovi P-SGL1 M621-MI i M62I-11 kao i alel 621 bili su ucestaliji
u ET bolesnika s trombozom u odnosu na skupinu zdravih ispitanika.
U PV bolesnika genotip HPA-2ab i alel HPA-2b bili su povezani s jakim zaStitnim
utjecajem za nastanak tromboze kao i za nastanak arterijske tromboze. Svi PV bolesnici s
venskom trombozom bili su nositelji genotipa HPA-2aa.
U PMF bolesnika potvrdena je povezanost genotipova P-SEL S290N-SN i S290N-NN te
alela 290N s povecanim rizikom za nastanak tromboze. U PMF bolesnika nije bilo nositelja
genotipa P-SEL N562D-NN S$to je bilo razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih
ispitanika.

11. Ucestalosti kombinacije pojedinih genotipova
Kombinacija genotipova M62I-MM/HPA-5ab i HPA-5ab/FIl G20210A-GG imala je
zastitni uéinak na nastanak tromboze kao i arterijske tromboze u Ph(-) MPN bolesnika.
Rizik za nastanak venske tromboze u Ph(-) MPN bio je manji u nositelja kombinacije
genotipova P-SEL T715P-TT/N562D-DD i P-SEL T715P-TT/N562D-ND. Kombinacije
genotipova koje su povecavale rizik za nastanak venske tromboze bili su M62I-
MM/S290N-NN, T715P-TT/S290N-NN, S290N-NN/FV G1691A-GG i S290N-NN/FII
G20210A-GG.
U PMF bolesnika genotipovi S290N-SN/FV G1691A-GG, S290N-NN/FIl G20210A-GG i
S290N-SN/FII G20210A-GG povecavali su rizik za nastanak tromboze. Rizik za nastanak
arterijske tromboze bio je povecan u PMF nositelja genotipova S290N-SN/FV G1691A-
GG i S290N-SN/FII G20210A-GG, dok su nositelji genotipova S290N-NN/FV G1691A -
GG, S290N-NN/ FIl G20210A-GG i S290N-SN/FII G20210A-GG imali povecan rizik za
nastanak venske tromboze.

12. Ucestalost haplotipova polimorfizama u bolesnika i zdravih ispitanika
Haplotipovi HPA-1b2b3b i SDVPG bili su znacajno ucestaliji u Ph(-) MPN bolesnika s
trombozom u odnosu na zdrave ispitanike. Haplotip SDLPG bio je prisutan samo u
bolesnika s trombozom dok ga nije bilo u bolesnika bez tromboze kao ni u zdravih
ispitanika. U ET bolesnika s trombozom bilo je manje nositelja haplotipa SDVTG odnosu

na njegovu prisutnost u zdravih ispitanika.
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13. Prediktivni modeli za nastanak tromboze
Modeli koje smo izradili svrstavali su bolesnike u skupinu niskog, srednjeg i visokog rizika
za nastanak tromboze. Model za nastanak tromboze u Ph(-) MPN bolesnika ukljucivao je
dob pri dijagnozi, prisutnost i broj KV rizi¢nih faktora i prethodnu trombozu. Model za
nastanak venske tromboze u Ph(-) MPN bolesnika uklju¢ivao je optere¢enje mutiranim
alelom V617F > 26,1 % i hipertenziju. Model za nastanak tromboze kao i arterijske
tromboze u ET bolesnika ukljucivao je dob pri dijagnozi, prisutnost i broj KV rizi¢nih
faktora, prethodnu trombozu i prisutnost mutacije V617F u genu JAK2.
U PV bolesnika model za nastanak tromboze sadrzavao je dob pri dijagnozi, prisutnost i
broj KV rizi¢nih faktora i prethodnu trombozu, dok je model za nastanak arterijske
tromboze ukljucivao i prisutnost mutacije V617F u genu JAK2.
U Model za nastanak tromboze u PMF bolesnika bili su ukljuéeni prisutnost mutacije
V617F u genu JAK2 i alel 290N polimorfizma P-SEL S290N.
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194



Popis radova:

Radovi indeksirani u CC ¢asopisima:

1.

Milos M, Herak Coen D, Kuric L, Horvat I, Zadro R. Evaluation and performance
characteristics of the coagulation system: ACL TOP analyzer —-HemosIL reagents. IntJ Lab
Hematol. 2009; 31: 26-35

Coen Herak D, Lenicel Krleza J, Radic Antolic M, Horvat I, Djuranovic V, Zrinski Topic
R, Zadro R. Association of Polymorphisms in Coagulation Factor Genes and Enzymes of
Homocyteine Metabolism With Arterial Ischemic Stroke in Children. Clin Appl Thromb
Hemost 2017; 23: 1042-51.

Krecak I, Gveric-Krecak V , Roncevic P, Basic-Kinda S, Gulin J, Lapic I, Fumic K, llic I,
Horvat I, Zadro R, Holik H, Coha B, Peran N, Aurer I, Durakovic N. Serum chitotriosidase:
a circulating biomarker in polycythemia vera. Hematology. 2018; 23: 793-802.

Horvat I, Boban A, Zadro R, Radic Antolic M Serventi-Seiwerth R, Roncevic P, Radman
I, Sertic D, Vodanovic M, Pulanic D, Basic-Kinda S, Durakovic N, Zupancic-Salek S,
Vrhovac R, Aurer |, Nemet D, Labar B. The influence of blood count, cardiovascular risks,
inherited thrombophilia and JAK2 V617F burden allele on the type of thrombosis in
patients with Ph(-) myeloproliferative Neoplasms. Clin Lymphoma Myeloma Leuk. 2019;
19: 53-63.

Ceri A, Pavic M, Horvat I, Radic Antolic M, Zadro R. Development and validation of a
rapid method for genotyping three P-selectin gene polymorphisms based on high resolution
melting analysis. J Clin Lab Anal. 2019; 33: e22698.

Radovi u ostalim ¢asopisima:

1.

3.

Horvat I, Radic Antolic M, Zadro R, Sertic D, Labar B. Clinical significance of T315I
ABL kinase domain mutation detection in patients resistant to imatinib mesylate therapy.
Biochem Med 2010; 20: 75-81.

Tkaléi¢ Svabek Z, Josipovié M, Horvat 1, Zadro R, Davidovi¢ Mrsi¢ S. The incidence of
atypical patterns of BCR-ABL1 rearrangement and molecular-cytogenetic response to
tyrosine kinase inhibitor therapy in newly diagnosed cases with chronic myeloid leukemia
(CML). Blood Res. 2018; 53: 152-159.

Horvat I, Boban A, Radi¢ Antolic M, Roncevi¢ P, Zadro R.

195



Dvije kvantitativne metode za mjerenje optere¢enja mutiranim alelom V617F u genu za
JAK2: Usporedba rezultata. Zbornik Sveucilista Libertas. 2019; 4: 61-72

Popis stru¢nih tekstova:

1. Horvat I, Radi¢ Antolic M, Zadro R. Preporuke za izrazavanje rezultata pretrage
kvantitativnog PCR bcr-abll u svrhu pra¢enja minimalne ostatne bolesti i procjene
dubokog molekularnog odgovora kod KML bolesnika. Bilten KROHEMA. 2015; 7: 6-8.

2. Horvat I, Radi¢ Antolic M, Zadro R. Klini¢ka znacajnost kvantifikacije mutacije V617F
u bolesnika s Ph(-) MPN. Bilten KROHEMA. 2016; 8: 3-6.

196



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu Doktorski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet

PROTROMBOTICKI RIZICNI FAKTORI U
BOLESNIKA S PH NEGATIVNIM
MIJELOPROLIFERATIVNIM ZLOCUDNIM TUMORIMA

lvana Horvat
SAZETAK

Ph(-) mijeloproliferativni zlo¢udni tumori (MPN) dijele se na esencijalnu trombocitozu (ET),
policitemiju veru (PV) i primarnu mijelofibrozu (PMF). Tromboza se pojavljuje u 20 — 40 % bolesnika
§to je ¢ini najceS¢om komplikacijom ovih bolesti. Cilj istraZivanja bio je utvrditi geneticke i hematoloske
rizi¢ne faktore koji doprinose nastanku tromboze. U tu svrhu, uz detaljnu anamnezu analizirali smo
uzorke 258 Ph(-) MPN bolesnika (134 ET, 70 PV i 54 PMF) i 258 zdravih kontrola (bez tromboze)
uparenih po dobi i spolu. Odgovaraju¢éom metodom polimerazne lancane reakcije (PCR) ispitane su
ucestalosti polimorfizama FV Leiden, FII G20210A, ljudskih trombocitnih antigena (HPA-1, -2, -3, -5),
P-selektina (P-SEL S290N, N562D, V599L, T715P) i P-selektin-glikoprotein-1-liganda (PSGL-1 M621).
Uz to je bolesnicima pri dijagnozi napravljena krvna slika i PCR metodom s alel specifi¢énim poc¢etnicama
utvrden je status mutacije V617F u genu JAK2 te je u bolesnika pozitivnih na mutaciju PCR metodom u
stvarnom vremenu kvantificirano opterecenje mutiranim alelom. Od 79 bolesnika s trombozom, 59 je
imalo arterijsku (29 ET, 19 PV i 11 PMF), a 26 bolesnika vensku trombozu (10 ET, 8 PV i 8 PMF). U
ET bolesnika leukocitoza, hiperlipidemija i mutacija V617F povecéavali su rizik za nastanak tromboze,
dok su nositelji alela HPA-5b imali nizi rizik. U PV bolesnika rizik za trombozu bio je visi u onih sa
Sec¢ernom bolesti dok su nositelji alela HPA-2b imali puno nizi rizik. U PMF bolesnika rizik za trombozu
bio je visi u nositelja alela 290N. Ovo istrazivanje doprinijelo je novim saznanjima o etiologiji nastanka
tromboze u Ph(-) MPN bolesnika.
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NEOPLASMS

lvana Horvat
SUMMARY

Ph(-) myeloproliferative neoplasms (MPN) are divided into three different entities including Essential
thrombocythemia (ET), Polycythemia vera (PV) and Primary myelofibrosis (PMF). Thrombosis as the
most common complication occurs in about 20-40% of patients. Aim of this study was to investigate
genetic and hematologic prothrombotic risk factors in Ph(-) MPN patients.

For this purpose we analyzed anamnestic status and blood samples of 258 Ph(-) MPN adult patients (134
ET, 70 PV and 54 PMF) and 258 healthy controls (without thrombosis) matched by age and sex. Different
types od polymerase chain reactions (PCR) were performed for detection of FV Leiden, FI1 G20210A,
human platelet antigens (HPA-1, -2, -3, -5), P-selectin (P-SEL S290N, N562D, V599L, T715P) and P-
selectin glycoprotein 1 ligand (PSGL-1 M62l) polymorphisms. Blood counts were performed at
diagnosis as well as detection of V617F mutation in JAK2 gene by allele specific PCR, and for V617F
positive patients mutation burden allele was determined by real time quantitative PCR. Seventy-nine
patients experienced 109 thrombotic events in total, 59 patients (29 ET, 19 PV and 11 PMF) had arterial
thrombosis and 26 patients (10 ET, 8 PV and 8 PMF) venous thrombosis. In the group of ET patients
leukocytosis, hyperlipidemia and V617F mutation increased risk for thrombosis, while for carriers of
HPA-5b allele this risk was decreased. In PV patients those with diabetes had higher risk for thrombosis
while in carriers of HPA-2b risk was much lower. PMF patiens with allele 290N had higher risk for
thrombosis. This study brought some new findings of the thrombosis etiology in Ph(-) MPN patients.
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