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1. UVOD 

 

 

1.1.    Obilježja kroničnih mijeloproliferativnih neoplazmi 

 

Primarna mijelofibroza (PMF) je rijetka i izuzetno agresivna hematološka bolest s 

prosječnim javljanjem od 0,3-1,5 slučajeva na 100000 ljudi u godinu dana i prosječnim 

preživljenjem od 5-7 godina1. Pripada grupi kroničnih mijeloproliferativnih neoplazmi 

(MPN). Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) klasificirala je MPN u Philadelphia 

pozitivne i Philadelphia negativne bolesti (Ph- MPN). Grupi Philadelphia pozitivnih 

bolesti pripada kronična mijeloična leukemija (KML).  

Nowell i Hungerford otkrili su 1960. godine Philadelphia kromosom te je time KML 

postala prva leukemija s dokazanom specifičnom genskom aberacijom2. Daljnjom 

karakterizacijom Ph t(9;22)(q34;q11) translokacije3 1984. godine i otkrivanjem BCR-

ABL fuzijskog gena započinje nova era razumijevanja biologije ove bolesti. BCR-ABL 

je onkogen koji nastaje kao produkt fuzije BCR gena s 22. kromosoma i gena Abelson 

tirozin kinaze (ABL) s 9. kromosoma4. Ovaj fuzijski protein predstavlja konstitutivno 

aktivnu tirozin kinazu koja potiče čitav niz citoplazmatskih signala, a time i 

nekontroliranu proliferaciju5. Otkrivanje BCR-ABL fuzijskog gena dovelo je do otkrića 

imatiniba, male molekule koja inhibira aktivnost ovog onkoproteina6. 

 

Ph- MPN čine policitemija vera (PV), esencijalna trombocitemija (ET), PMF, kronična 

neutrofilna leukemija, kronična eozinofilna leukemija/hipereozinofilni sindrom, bolesti 

mastocita i druge neklasificirane neoplazme7,8. Prve tri navedene bolesti i KML opisao 

je William Damashek 1951. godine pod nazivom mijeloproliferativni poremećaji9. 

Danas se ove bolesti nazivaju i „BCR-ABL1 negativnim klasičnim“ 

mijeloproliferativnim neoplazmama7. PV, ET i PMF smatraju se bolestima 

monoklonalnog porijekla. Na nasljednu komponentu ukazuju Janus kinaza 2 (JAK2) i 

drugi faktori. Teorija pojavljivanja neovisnih abnormalnih klonova (čija je posljedica 

oligoklonalnost) postavljena je nedavno i još se treba dokazati11-17. U proteklih 5 godina 

opisane su mnoge mutacije u kroničnim ili blastnim fazama MPN: JAK2 (ekson 1418-21 i 

ekson 1222), mijeloproliferativni leukemijski virus (MPL) (ekson 10)23,24, član 2 TET 

onkogene obitelji (TET2) (nekoliko eksona)25, dodatni sex combs-like 1 (ASXL1) 

(ekson 12)26, Casitas B-lineage lymphoma proto-onkogen (CBL) (ekson 8 i ekson 9)27 
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izocitrat dehidrogenaza 1 (IDH1)(ekson 4)28,29, IDH2 (ekson 4)28,30 i obitelj IKARUS 

oblika cinkovog prsta (IKZF1) (delecija nekoliko eksona). 

PMF je karakterizirana anemijom, povećanjem slezene, leukoeritroblastozom, 

abnormalnim putem CD34+ matičnih stanica u perifernoj krvi (PK), vanmedularnom 

hematopoezom osobito u jetri i slezeni te propadanjem koštane srži (KS) što je 

posljedica progresivne fibroze, neoangiogeneze i povećanih krvnih tvorbi31-40. To je 

izuzetno agresivna bolest sa životnim vijekom od <5 godina nakon postavljanja 

dijagnoze. Smrtnost je uzrokovana infekcijama, trombohemoragijskim događajima i 

leukemijskim transformacijama. U 3,9-20% bolesnika dolazi do razvoja akutne 

mijeloične leukemije (AML)41,42. Ph- MPN potječu iz jedne klonalne stanice s 

genetskim poremećajem koji utječu na fiziološki odgovor pluripotentne matične stanice 

na faktore rasta čime se narušava ravnoteža između proliferacije i diferencijacije ovih 

stanica. Glavna karakteristika PMF su cirkulirajuće krvotvorne CD34+ matične stanice 

(KMS). One predstavljaju važan klinički dijagnostički biljeg te služe i kao prognostički 

biljeg.  

 

 

A.                                                                                   B. 

 

Slika 1. Mikrofotografije biopsija KS pacijenata s PMF u fazi osteomijelofibroze 

(vlasništvo autora). A. Fibroza KS (bojenje serbrom). B. Zadebljale gredice i pojačana 

aktivnost koštanih stanica (bojenje Giemsa). 
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1.2. Janus kinaza 2 (JAK2) 

 

Nedavna otkrića ističu prisutnost mutacije Janus kinaze 2, JAK2 V617F, JAK2 T875N i 

ekson 12 mutiranog alela u Ph- MPN bolesnika. JAK2 nalazi se na kromosomu 9p24 i 

uključuje 25 eksona te protein od 1132 aminokiseline. Jedna je od četiri tirozin kinazne 

obitelji Janus nonreceptora. JAK1, JAK2 i TYK2 jednoliko su izraženi u stanicama 

sisavaca, dok je JAK3 izražen samo na hematopoetskim stanicama. JAK-STAT 

aktivacijski put bitan je za mnoge stanične procese proliferacije, preživljenja i normalne 

funkcije hematopoetskih, srčanih i drugih stanica43,44. Specifično vezanje citokina i 

faktora rasta objašnjava razlike u terapiji ovisno o tome da li lijek cilja na JAK1, JAK2, 

JAK3 ili više JAKova odjednom44-49. JAK2 je prvi protein koji se aktivira nakon 

odgovora receptora na hematopoetske faktore rasta, uključujući trombopoetin (TPO), 

eritropoetin (EPO), stimulirajući faktor granulocitnih kolonija i SCF (engl. Skp, Cullin 

and F-box complex). Onkogene mutacije JAK1, JAK2 i JAK3 otkrivene su i u 

limfoidnim i u mijeloidnim neoplazmama50. Janus kinaza 2 s mutacijom V617F (JAK2 

V617F) otkrivena je 2004. godine18 te predstavlja zamjenu valina fenilalaninom u 

autoinhibitornoj domeni enzima u eksonu 14, što dovodi do nemogućnosti inaktivacije 

ovog enzima. Nedavna istraživanja pokazala su epigenetski učinak kroz jezgrenu 

translokaciju mutirane molekule i direktne fosforilacije histona H351 što sprečava 

supresiju tumora putem heterokromatina u Drosophile52. Kod nekih bolesnika utvrđene 

su višestruke JAK2 mutacije cis konformacije unutar istog eksona177. JAK2 V617F 

inducira PV fenotip kod transplantiranih miševa18. Inuducibilni JAK2 V617F knock-in 

mišji model imaju PV fenotip i u heterozigotnom i u homozigotnom obliku te kasnije 

pokazuju agresivan oblik mijelofibroze53. I ET i PMF slične bolesti pojavljuju se u ovih 

mišjih modela54,55. Udio mutantnog alela u PMF je gotovo jednak kao u PV te se njegov 

udio još više povećava fibroznom transformacijom što ukazuje na prisutnost dodatnog 

fenotipskog obilježja u post PV/ET-MF. Unatoč gore navedenim činjenicama, JAK2 

V617F mutacija nije glavni uzročnik ovih bolesti, nego definira MPN klon, što se uvijek 

ne smatra leukemijskom transformacijom14,56,57. Blastna faza JAK2 V617F pozitivnih 

MPN može zahtijevati fibroznu fazu u tranziciji bolesti u odnosu na JAK2 V617F 

negativne MPN. S druge strane JAK2 divlji tip AML ne nastaje iz JAK2 V617F 

pozitivnih MPN klonova što ukazuje na višestruke mutacije. 

JAK2 V617F pozitivne MPN češće su u starijih ljudi pri dijagnozi (ET i PMF), kod 

viših razina hemoglobina (ET i PMF), leukocitoze (ET i PMF) i sniženog broja 
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trombocita (ET)58. Viši udio mutacija JAK2 V617F vezan je uz pruritus (PV i PMF), 

viši udio hemoglobina (PV), leukocitozu (PV, ET, PMF) i povećanu slezenu (PV, ET, 

PMF)59-63. Prisutnost ove mutacije i njen povećani udio nemaju utjecaj na preživljenje 

ili leukemijsku transformaciju63,64-69. Dapače, niži udio ove mutacije vezan je s 

inferiornim preživljenjem u PMF bolesnika što ukazuje na klonalnu kompleksnost 

PMF60,64. Udio JAK2 V617F mutacije  se povećava s vremenom u PV i PMF60,62,70, ali 

ne i kod ET63. Ovaj fenomen koincidira s nastankom post-PV mijelofibroze, 

povećanjem slezene i potrebom za kemoterapijom59,69,71,72. Trenutna saznanja ne 

objašnjavaju vezu između JAK2 V617F mutacije i tromboze62-65,72-75. 

 

JAK2 ekson 12 mutacije specifične su za JAK2 V617F negativne PV i prvi put su 

opisane 2007. godine22. Dodatna istraživanja otkrila su N542-E543 deleciju kao 

najčešću među više od 10 JAK2 mutacija u eksonu 1222,76-78. Mutacije u eksonu 12 

uključuju delecije u okviru čitanja, točkaste mutacije i duplikacije, većinom u 7 visoko 

konzerviranih aminokiselina (F537-E543). Kao što je slučaj i s eksonom 14, mutacija u 

eksonu 12 izaziva eritrocitozu u miševa22. PV bolesnici s JAK2 ekson 12 pozitivnom 

mutacijom često su heterozigoti za ovu mutaciju i karakterizirani su eritroidnom 

mijelopoezom, subnormalnom razinom EPO i mlađom životnom dobi pri 

dijagnozi22,33,80. Klinički tijek ovih bolesnika sličan je JAK2 V617F pozitivnim PV 

bolesnicima76,80,81. 

 

Kod JAK2 T875N dolazi do zamjene treonina asparaginom na mjestu 875 u JAK2 JH1 

kinaznoj domeni82. I JAK2 V617F i JAK2 T875N rezultiraju trajnom signalizacijom 

koja djelomično objašnjava pretjeranu osjetljivost na citokine što je karakteristika 

hematopoetskih stanica MPN83,84. JAK2 ekson 12 mutirani alel konstitutivno aktivira 

JAK-STAT signalizaciju22. Kao dokaz koji potvrđuje JAK2 signalizaciju u MPN, 

navodi se TEL-JAK2 onkogen, pronađen ne samo kod T i B akutnih limfoblastičnih 

leukemija, nego i kod nekih bolesnika sa atipičnom KML86-89. TEL-JAK2 translokacija 

spaja oligomerizacijsku domenu Ets TEL transkripcijskog faktora s katalitičkom 

domenom JAK2. Ovaj fuzijski protein konstitutivno je aktivan te inducira signale koje 

se mogu usporediti s onim pronađenim kod BCR-ABL onkogena89. JAK2 V617F 

mutacija je prisutna kod 90% PV bolesnika, a kod PMF bolesnika u samo 55% 

slučajeva6,33-37. U ET ova mutacija prisutna je u 65% slučajeva, a može se pronaći i u 

bolesnika s mijelodisplastičnim sindromom (MDS). Rijetko se javlja u primarnim AML 
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kao i KML90-93. Nije pronađena u zdravih pojedinaca, reaktivnim mijeloproliferacijama 

ili limfoidnim neoplazmama94-97. 

 

 

1.3. Ostale genske mutacije Philadelphia negativnih mijeloproliferativnih neoplazmi 

 

MPL gen, lociran na 1p34 kromosomu, ključan je faktor rasta i preživljenja 

megakariocita. MPL gen izražen je u megakariocitima, matičnim stanicama i 

hematopoetskim progenitorskim stanica u ranijoj fazi hematopoeze. Međureakcija TPO, 

kojeg luči stroma KS, i receptora MPL na hematopoetskoj progenitorskoj stanici 

ukazuje i na važnu ulogu MPL gena u održavanju homeostazne niše matičnih stanica, a 

ne samo u razvoju trombocita. Stjecanje mutacijske funkcije MPL gena vezane su uz 

nasljednu trombocitozu (S505N) koja je vezana uz MPN fenotip te uključuje povećanje 

slezene, mijelofibrozu i povećani rizik od tromboze98. Mutacija MPLW515L prvi put je 

opisana 2006. godine u JAK2 V617F negativnih PMF bolesnika. Ova mutacija uzrokuje 

i PMF slične bolesti u miševa9. MPLW515K i druge mutacije na eksonu 10 poput 

MPLW515S i MPLS505N opisane su u ET i PMF. Sa učestalošću između 3 i 15% 

MPLW515L23,24,99-102 najčešća je MPL mutacija vezana uz MPN dok se MPLS505N 

javlja u nasljednoj trombocitemiji98.  

TET2 jedan je od 3 homologna ljudska proteina (TET1, TET2 i TET3) čija funkcija 

uključuje (na temelju saznanja o TET1103) konverziju 5-metil-citozina u 5-

hidroksimetil-citozin čime se vjerojatno regulira prepisivanje na epigenetskoj razini. 

TET2 mutacije prvi su put opisane 2008. godine25. Uključuju pomak okvira čitanja, 

uvođenje stop kodona i uvođenje drugog kodona te se protežu kroz ekson 12 i pronalaze 

se kod JAK2 V617F pozitivnih (17%) i negativnih (7%) MPN s prosječnom učestalošću 

od 16% u PV, 5% u ET, 17% u PMF, 14% u post PV MF, 14% u post ET MF i 17% u 

blastnoj fazi MPN104. Povećana pojava TET2 mutacije primjećena je u sistemskoj 

mastocitozi, neklasificiranim MPN, kroničnoj mijelomonocitnoj leukemiji (KMML), 

MDS, MDS/MPN, AML i idičnih X (q13) pozitivnih mijeloidnih oboljenja105-112. TET2 

mutacije primjećene su i uz druge mutacije uključujući receptor retinoične kiseline alfa 

(engl. retinoic acid receptor alpha, RARA), MPL, KIT, fms vezana tirozin kinaza (engl. 

fms-related tyrosine kinase 3, FLT3), RAS, MLL, CEBPA ili nukleofosmin 1 (engl. 

nucleophosmin 1, NPM1)105-108.  
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ASXL1 gen (uključuje 12 ili 13 eksona) pojačivač je trithorax gena i Polycomb genske 

obitelji. Ovaj gen ima dvojaku funkciju, može biti ili aktivator ili supresor prepisivanja i 

utječe na potiskivanje prepisivanja koje ide preko RARA113. ASXL1 je izražen u većini 

hematopoetskih stanica, a knock out mišji modeli pokazuju umjereno smanjenje 

mijelopoeze, ali ne i razvoj MDS ili nekog drugog hematološkog oboljenja114.  

CBL gen od 16 eksona nalazi se na kromosomu 11q23.3 telomerično od MLL gena i 

kodira citosolni protein koji ima dvojaku funkciju: negativno regulira kinaznu 

signalizaciju preko aktivnosti E3 ubikvitina i služi kao adaptor protein s pozitivnim 

učinkom na signalizaciju115. Divlji tip CBL gena sudjeluje u ubikvitinaciji MPL116, 

KIT117 i FLT3118 gena, no ukoliko je prisutna mutacija CBL gena ubikvitinacija KIT i 

FLT3 gena nije moguća117,118. Mutirani CBL uzrokuje onkogeni fenotip u raznim 

staničnim linijama te potiče neovisnost o faktorima rasta119. Relativno viski udio 13-

1527,119 CBL mutacija javlja se u KMML bolesnika te u 8% BCR-ABL1 negativnih 

atipičnih KML27. KMML, mladenačka monomijelocitna leukemija i atipična KML 

pripadaju u podkategorije MDS/MPN120. Udio mutacija može biti veći u post-

MDS/MPN AML ili u AML s 11q aberacijom121,122. Stjecanje CBL mutacije tijekom 

progresije bolesti iz ET u post-ET utvrđeno je u samo jednom slučaju27. Daljnja 

istraživanja potrebna su da bi se otkrio doprinos CBL mutacije razvoju PMF ili post 

ET/PV MF i transformaciju u leukemiju. 

IDH1 i IDH2 gen kodiraju izocitrat dehidrogenze 1 i 2 koje su homodimerični 

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADP+) ovisni enizimi koji kataliziraju 

oksidativnu dekraboksilaciju izocitrita u α-ketoglutarat generirajući reducirani 

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) iz NADP+. IDH1 i IDH2 mutacije su 

prvi put opisane u gliomima123, a zatim i u AML124-126, a pronalazimo ih i u drugim 

tumorima127-130. Većinom preživljenje AML bolesnika nije u vezi s prisutnošću IDH1 

mutacija124,125,131. IDH mutacije opisane su i u post-MPN AML35-37. U bolesnika s PMF 

s IDHR140Q, ova mutacija je pronađena i JAK2 V617F pozitivnim eritroidnim 

kolonijama i leukemijskom blastima. Autori nisu našli IDH mutacije niti u jednom od 

180 bolesnika s PV ili ET28. U dvije stotine bolesnika s kroničnom ili blastnom fazom 

MPN ispitana je prisutnost IDH1 i 2 mutacija30. Ukupno je pronađeno 5 IDH1 i 4 IDH2 

mutacija sa učestalošću od 21% za blastnu fazu MPN i 4% za PMF. Ove mutacije nisu 

pronađene kod PV i ET. IDH mutacije nađene su u 1 od 12 uzoraka koji su prešli iz 

kronične u blastnu fazu i mutacija je nađena u obje faze. U ovom istraživanju nađene su 

IDH1 mutacije R132C i R132S i IDH2 mutacije R140Q i R140W te ih pronalazimo uz 
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JAK2 mutaciju. Ovi rezultati ukazuju na veću učestalost mutacija u blastnoj fazi u 

odnosu na kroničnu fazu MPN, ali potrebno je provesti još istraživanja kako bi se 

utvrdilo da li je ova mutacija rani genski događaj ili je stečena tijekom leukemijske 

transformacije. 

IKAROS obitelj cinkovog prsta 1 (IKZF1) nalazi se na kromosmu 7p12 te kodira Ikaros 

faktore prepisivanja koji su važan regulatorni čimbenik limfoidne diferencijacije. 

Prepisivanje IKZF1 gena (7 prevedenih eksona) je karakterizirano  višestrukim 

alternativnim isjecanjem transkripata s C- (inter-Ikaros proteinska dimerizacija) i N-

terminalnim vezujućim domenama deoksiribonukleinske kiseline (engl. 

deoxyribonucleic acid, DNA). Gubitak funkcije ovog gena u životinjskim modelima 

rezultira nedostacima u B, T i NK stanicama (homozigotna delecija gena) ili 

limfoblastičnim leukemijama (heterozigot za dominantno negativan alel)132. IKZF1 

mutacije i povećan izražaj dominantno negativnih izoformi čest je u ALL, uključujući 

blastnu fazu CML ili BCR-ABL1 pozitivne ALL133, što ukazuje na patogeni doprinos 

leukemijskoj transformaciji. Nedavna istraživanja pokazala su da su IKZF1 delecije 

rijetke u kroničnim fazama MPN, ali su nađene u oko 19% blastnih faza MPN134. 

Učestalost IKZF1 mutacija u MPN je dio funkcionalne posljedice JAK-STAT 

aktivacijskog puta. 

 

PMF-PV-ET prvi put su opisane 1879., 1892. i 1934. godine, a njihova međusobna veza 

prepoznata je 1951., a molekularno potvrđena 2005. godine135. Za razliku od KML, 

patogeni mehanizam u ovim BCR-ABL1 negativnim MPN puno je složeniji, nego što se 

prije mislilo, a njihova JAK2 i MPL obilježja nisu analogna BCR-ABL1 translokaciju u 

pogledu terapeutske važnosti46-50,53,68,136-156,157-161. Druge mutacije poput TET2, ASLX1, 

CBL i IDH su u porastu, ali su zanemarive zbog toga što nisu prisutne u drugim 

mijelodnim oboljenjima. Pod pretpostavkom da je JAK-STAT središnji patogeni 

događaj kod BCR-ABL1 negativnih MPN18,22,23,76,157,101,163, brojni anti-JAK2 adenozin 

trifosfat (engl. adenosine triphosphate, ATP) lijekovi su razvijeni te se nalaze u 

kliničkim ispitivanjima47-49. Dva lijeka koja najviše obećavaju su TG101348 (JAK2 

inhibitor) i INCB018424 (JAK1/2 inhibitor)46. Drugi lijekovi koji su u kliničkim 

ispitivanjima za PMF, PV i ET uključuju druge kinazne inhibitore (CYT387, CEP-701, 

AZD1480, SB1518, erlotinib), inhibitore histon deacetilaza (ITF2357, MK-0683, 

panobionstat) i druge anti krvožilne endotelijalne faktore rasta monoklonalnog antitijela 

bevacizumab47,164. 
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1.4. Liječenje PMF 

 

Unatoč povezanosti JAK2 signalizacije s PMF mehanizam jedinstvene mutacije još 

uvijek ne može objasniti etiologiju PMF. PMF je posljedica višestrukih genskih 

promjena. Iako je PMF uglavnom nasumična, uočena je genska predispozicija za razvoj 

ove bolesti koja se temelji na tihim mutacijama koje idu u prilog JAK2 mutacije165-168. 

Razne kromosomske aberacije poput delecije 5q, 13q, 20q i trisomije 1q javljaju se pri 

prelasku iz PMF u leukemiju169-174, no zbog nasumičnih javljanja ovih aberacija one se 

ne mogu smatrati dijagnostičkim kariotipom. Dodatne genske promjene uočene u PMF 

karakterizirane su povećanim izražajem i/ili mutacije c-KIT gena, gena koji kodira SCF 

receptor nađenog u pluripotentnim hematopoetskim stanicama175-180. Kako c-KIT 

mutacije nisu jedinstveno vezane uz PMF, one mogu predstavljati sekundarnu promjenu 

u već ionako nestabilnim staničnim odjeljcima. 

 

Sličnost među biokemijskim putevima induciranih JAK2 mutacijom i onih induciranih 

BCR-ABL ukazuje kako bi JAK2 inhibitori slični imatinibu mogli biti dobra terapija za 

bolesnike s PMF181. Trenutno je najbolje terapija alogena transplantacija KS33-39. 

Nažalost, samo manjini PMF bolesnika dostupna je transplantacija. Uzrok tome su 

starost bolesnika ili nemogućnost pronalaska odgovarajućeg donora. Kao potencijalna 

terapija otkrivene su male molekule, inhibitori JAK2 kinaze (npr. INCB018424, XL019 

i TG101348)189 i druge molekule koje vrše nespecifičnu kinaznu inhibiciju (npr. MKS-

0457, CEP-701 i AT9283)189,190. Ovi inhibitori trenutno su u fazi II kliničkog 

ispitivanja. Većina preliminarnih rezultata pokazala je citopeniju ovisnu o količini datog 

inhibitora. Teškoće u pronalasku odgovarajuće terapije ukazuju na važnost 

razumijevanja etiologije ove bolesti. 
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1.5. Mikrookoliš krvotvornih matičnih stanica 

 

Hematopoetska niša krvotvornih matičnih stanica 

Povezanost hematopoeze i razvoja kostiju (osteogeneze) prvi put opisana je 1970. 

godine kada je Schofield uveo naziv 'niša' za mikrookoliš KMS. Schofield je 

pretpostavio da su KMS u kontaktu s kostima i da je upravo taj kontakt odgovoran za 

neograničenu proliferativnu aktivnost i inhibiciju sazrijevanja KMS191. Danas je 

poznato da se KMS nalaze u niši u tkivima gdje prolaze kroz proces samoobnove i 

difrencijacije. Strukturalno, niša je izgrađena od potpornih stanica koje tvore 

mikrookoliš kao i od signalnih molekula koje luče potporne stanice192-194. Glavna uloga 

niše je regulacija ravnoteže samoobnavljanja i diferencijacije 195,196. Jedan od 

mehanizama koji održava tu ravnotežu je kontrola asimetrično/simetričnog dijeljenja. 

Kada se stanice dijele simetrično nastaju dvije identične stanice kćeri koje obje ostaju u 

niši kao matične stanice ili kao stanice koje će diferencirati. Asimetrična podjela znači 

da se matična stanica podijeli u dvije stanice od kojih jedna ostaje u niši kao matična 

stanica, a druga napušta nišu te diferencijacijom te stanice nastaje progenitor. 

Simetrična i asimetrična podjela izmjenjuju se u istoj niši ovisno o fiziološkim uvjetima 

mikrookoliša niše192,195,196. Također postoje i dva mehanizma kojima se može postići 

asimetrična podjela, ovisno događa li se stanična podjela prije ili poslije tj. da li se radi 

o asimetriji tijekom djeljenja ili okolišnoj asimetriji197. Unutar KS, iz KMS koje se 

nalaze uz endotelne koštane površine nastaju progenitori koji migriraju u krvne žile u 

središtu KS gdje sazrijevaju i diferenciraju198-200. Tako da se mikrookoliš uglavnom 

dijeli na nišu stanica osteoblasta i krvožilnu nišu201. Niša stanica osteoblasta smatra se  

odgovornom za regulaciju i održavanje KMS, dok se u krvožilnoj niši odvija 

diferencijacija prekursora koji zatim odlaze u krvne žile201. 

 

Niša stanica osteoblasta 

KMS u KS ne izražavaju stanične biljege koje pronalazimo na hematopoetskim 

stanicama koje pripadaju lozi (Lin), ali zato u povećanom broju izražavaju matični 

stanični antigen (engl. stem cell antigen 1, SCA1) i KIT te se nazivaju LSK (Lin-

SCA1+KIT+) podskupina197. U ovoj podskupini samo neke KMS predstavljaju 

dugoročne KMS  koje doprinose hematopoezi u trajanju od par mjeseci ili životnog 

vijeka. One su CD34-fms-FLT3-CD150+ (FLT3 je tirozin kinaza 3), utišane stanice 
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sporog staničnog ciklusa. Drugu skupinu LKS stanica predstavljaju kratkoročne KMS 

koje imaju ograničenu sposobnost samoumnažanja. Kratkoročne KMS i CD34+FLT3- 

imaju brži stanični ciklus od dugoročnih KMS211. 

Istraživanja u kojima je bio povećan ili smanjen broj osteoblasta ukazala su da 

osteoblasti imaju značajnu ulogu u regulaciji KMS in vivo197. Miševi kojima nedostaje 

receptor za koštani morfogeni protein (BMPR1A), koji je normalno izražen na 

osteoblastima, imali su povećani broj osteoblasta i repopularizirajućih KMS u stromi 

KS, a broj diferenciranih stanica bio je normalan. Dugoročne KMS i osteoblasti u 

direktnom su dodiru preko homotipnih N-kadherin međureakcija što ukazuje da su 

vretenoliki osteoblasti koji izražavaju N-kadherin bitna komponenta niše KMS202. 

Povećani izražaj paratiroidnog hormona (PTH)/receptora za PTH protein (PPR) koji je 

pod kontrolom promotora tip 1 kolagena α1 (Col1α1) dovodi do povećanog broja 

osteoblasta s paralelnim povećanjem broja KMS u PPR transgeničnom mišjem 

modelu203. 

Ova istraživanja pokazuju da je povećanje broja osteoblasta u direktnoj vezi s brojem 

funkcionalnih dugoročnih KMS što ukazuje na važnosti uloge osteoblasta u niši202,203. 

Sortiranje osteoblasta preko izražaja herpes virusne timidin kinaze (stanična smrt kao 

odgovor na ganciklovir) u razvoju osteoblasta, a koja je pod kontrolom kolagen α1 

promotora također potvrđuje važnost osteoblasta u niši KMS (Col2.3DTK)204. Gubitak 

osteoblasta u Col2.3DTK miševima obrađenih ganciklovirom dovodi do smanjenog 

broja limfoidnih, eritoridnih i mijeloidnih progenitora u KS, kao i osteoklastnih 

progenitora. U ovih miševa smanjen je i apsolutni broj KMS kao što je i reducirana 

staničnost KS. Do pražnjenja osteoblasta došlo je odmah nakon uklanjanja ganciklovira 

i odgovarajuće hematopoeze u KS204. Gensko obilježavanje osteoblasta korištenjem 

osteokalcinskog promotora koji je aktiviran u kasnijim fazama osteoblastogeneze od 

Col1α1 promotora ukazuje na to da nišu čine nezreli osteoblasti jer obilježavanjem ovaj 

promotor nije imao utjecaj na hematopoezu205. N-kadherinski osteoblasti koji izražavaju 

PPR+BMPR1A+imaju izuzetno važnu ulogu u niši, ali se smatra da nišu izgrađuju još i 

druge stanice poput osteklasta, stromalnih fibroblasta i endotelnih stanica. Mnoge 

signalne i adhezijske molekule sudjeluju u međureakciji matična stanica-niša. Potrebno 

je naglasiti da ova komunikacije ide u oba smjera, odnosno da KMS imaju ulogu i u 

diferencijaciji mezenhimalnih stanica prema osteoblastnoj lozi206. 
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Krvožilna niša 

Na prisutnost drugog, specijaliziranog mikorokoliša ukazuje činjenica da je veliki udio 

CD150+KMS vezan uz endotel sinusoida KS. Međureakcija endotelnih stanica i KMS 

nije za očekivati jer obje potječu iz istog embrionskog prekursora hemangioblasta207. 

Stanične linije primarnih endotelnih stanica dobivene iz žumanjčane vrećice ili aortno 

gonadne mezonefroze potiču održavanje pa čak i klonalnu ekspanziju LSK KMS in 

vitro208,209. Suprotno ovome, krvožilno endotelne stanice izolirane iz raznih ne-

hematopoetskih organa u odraslih jedinki nemaju ovu mogućnost što ukazuje na 

činjenicu da sinusidalne endotelne stanice KS imaju različitu funkciju i fenotip od 

mikrokrvožilnih endotelnih stanica drugih organa210. 

Ova niša sadrži utišane KMS te služi kao spremište, ali i kao samoobnavljajuća lokacija 

KMS. CD150+KMS uključuje i dugoročne KMS i samoobnavljajuće KMS. U bilo 

kojem trenutku 3,8% ovih stanica prolazi kroz proces proliferacije te su u tom procesu u 

kontaktu sa sinusoidnim endotelnim stanicama211. Kontakt CD150+KMS i sinusoida 

omogućuje konstantno monitoriranje koncentracije faktora koji nastaju u krvi, a koji 

reflektiraju stanje hematopoeze. Hematološki stres bi na taj način mogao regrutirati 

KMS iz endotelne niše197. 

Kako smanjenje broja osteoblasta potiče vanmedularnu hematopoezu204, potvrđuje se 

teorija kako vaskluarna niša KS zasebno ne bi mogla omogućiti hematopoezu dugog 

vijeka. Ovo ukazuje na funkciju krvožilne niše kao sekundarnog spremišta koja sadrži 

dio KMS primarne endotelne niše. Zajedno, ove dvije niše jako blisko surađuju i 

zajedno kontroliraju utišavanje KMS te njihov samoobnavljajući proces kao i 

proizvodnju ranih progenitora za održavanje homeostaze ili progenitore potrebne nakon 

ozljede197. 

 

Posljednjih godina istraživanja su se temeljila na genskim promjenama malignih stanica 

te su opisani mnogi onkogeni i tumorsupresori, no tumori su raznoliki i njihov rast 

uvelike ovisi o komunikaciji različitih stanica koje se nalaze u tumorskoj masi. Maligne 

stanice regrutiraju krvožilne i stromalne komponente preko određenih citokina i faktora 

rasta kako bi proizvele plodno tlo za daljnji rast i razvoj tumora. Stoga mikrookoliš ne 

predstavlja samo okolinu u kojoj se razvija tumor, nego stromalne stanice mikrookoliša 

aktivno sudjeluju u napredovanju tumora. Promjene u mikrookolišu mogu narušiti 

homeostazu stanica i strome te potaknuti ne samo rast, nego i metastaziranje tumora. 
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Ovisno o stupnju mijelofibroze razlikuje se i histologija KS. Hiperplazija 

hematopoetskih stanica zapažena je u ranoj fazi bolesti, dok se u kasnijim fazama 

povećava udio retikulinskih vlakana i debljina trabekula. Osteoskleroza se opaža na 

kralježnici, zdjeličnoj kosti, proksimalnim segmentima dugih kostiju i otkriva se 

radiološkom metodom u 30-70% bolesnika212,213. Za razliku od MDS kod kojeg ne 

postoji klinička manifestacija koštanog remodeliranja214, kod PMF postoji in vivo model 

s koštanim promjenama koje su vjerojatno posljedica medularne izmjene. 

Mellibovsky i sur.215 ukazali su na povezanost između histološkog bojenja i volumena 

kostiju što podupire hipotezu da je osteoskleroza slijedi nakon hematopoetskih 

promjena. Svi bolesnici pokazali su viši sadržaj minerala na vratu bedrene kosti te 

ukupnu gustoću bedrene kosti. 

Smanjenu mineralnu apsorpciju, normalno vrijeme odlaganja, normalnu gustoću 

osteoida, povećanu mineralizirajuću površinu, povećanu osteoblastnu površinu, povećan 

broj osteoklasta i njihove površine, smanjenu dubinu erozije i normalnu debljinu 

stijenki pronalazimo kod ovih bolesnika. Povećani omjer volumena kostiju i ukupnog 

volumena u odraslih može se objasniti povećanom debljinom trabekula. Kako nema 

poremećaja u mineralizaciji povećana masa kostiju ukazuje na povećanu aktivaciju 

osteoblasta, iako se broj osteoblasta ne mijenja, ali je sinteza puno sporija. Činjenica da 

se kosti brže stvaraju, iako razlika nije statistički značajna, ukazuje da se opaženi porast 

trabekularnog volumena odvijao sporije. Povećanje broja osteoklasta i njihove površine 

ukazuje da je održana ravnoteža između stvaranja kostiju i resorpcije, ali smanjena 

dubina resorpcije ukazuje na to da bi aktivnost osteoklasta vezana uz normalnu debljinu 

stjenke mogla biti smanjena. Smanjena osteklastna aktivnost dovodi do povećanja 

koštane mase215. 

PMF pokazuje da je osteskleroza sekundarni događaj koji ukazuje na povezanost 

hematopoeze i koštanih stanica tj. mikrookoliša. KMS u PMF su monoklonalnog, dok 

su fibroblasti poliklonalnog podrijetla što je potvrđeno G6PD (glukoza-6-fosfat 

dehidrogenaza) izoenzimskim istraživanjima. Kultivirani fibroblasti imali su normalnu 

kromosomsku sliku i oba tipa, B i G6PD, što ukazuje da je fibroza KS sekundarna 

promjena216. Reaktivnost fibroblasta potvrđena je proliferacijskom kinetikom i 

citogenetskim istraživanjem ovih stanica. Groopman je prvi postavio hipotezu kako 

proliferacija KS može biti posljedica inadekvatnog otpuštanja jednog ili više faktora 

rasta klonalnih megakariocita ili trombocita217. 
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1.6. SPARC 

 

Osteonektin (engl. secreted protein acidic and rich in cystein, SPARC) se nalazi na 

duljem kraku ljudskog kromosma 5. Sastoji se od 286 aminokiselina, podijeljenjih u 3 

različite strukturne domene/modula (Slika 2)218. Prva domena sastavljena je od 52 

aminokiseline s velikim brojem glutaminskih kiselinskih ostataka i može vezati do 8 

kalcijskih iona s umjerenim afinitetom219. Istraživanja in vitro ukazala su da ova 

domena oponaša nekoliko funkcija (inhibicija proliferacije i kemotaksije stanica, 

smanjenje ekspresije fibronektina i tromospondina-1, pojačanje ekspresije inhibitora-1 

plazminogenskog aktivatora) cjelokupnog SPARC koje su i ovisne i neovisne o 

kalciju220.  

 
Slika 2. Struktura SPARC proteina preuzeta s interneta www.pdb.org 

 

 

Druga domena (aminokiseline (AK) 53-137) sadrži 10 cisteina, skraćenog naziva FS jer 

je homologna folistatinu i inhibitorima proteaza tipa Kazal221. Folistatin je inhibitor 

citokina aktivina i inhibina, koji su nalik transformirajućem faktoru rasta β  (engl. 

transforming growth factor β, TGF-β) no za SPARC nije potvrđena ni inhibicija 

aktivina niti proteaza222. Pokazano je da sintetički peptidi koji odgovaraju ovoj domeni 

imaju mnoštvo bioloških učinaka na stanice tkivnih kultura, kao što su inhibicija 

proliferacije stanica i prekid žarišnih adhezija223. Nasuprot tome, ova domena sadrži dva 

vezna mjesta za bakar224, a jedno od njih  - slijed KGHK (AK 119-122) stimulira 

proliferaciju stanica i angiogenezu225,226. Glikozilacija SPARC na asparaginu, koji je 99 

AK u FS domeni je primjer posttranslacijske modifikacije koja mijenja funkciju 
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proteina218. Uzrok strukturne razlike između SPARC porijeklom iz kosti i trombocita je 

u glikozilaciji227. Koštani SPARC veže se na kolagen tipa I jačim afinitetom, nego 

SPARC porijeklom iz trombocita228. Različiti afinitet SPARC za kolagen i vjerojatno 

druge komponente izvanstaničnog matriksa mogao bi dijelom biti uvjetovan 

varijacijama u N-glikozilaciji među različitim tkivima219.  

Treća domena (AK 138-286), skraćenog naziva EC (engl. extracellular calcium binding 

domain) ima sekundarnu strukturu α-heliksa koja sadrži 2 regije snažnog afiniteta za 

kalcij229, koja do analize ove molekule nije bila poznata230. Okruženje tkivnih tekućina i 

vezivnog tkiva koje je bogato kalcijem, moglo bi zasitit SPARC što bi dovelo do 

strukturnih promjena potrebnih za funkcionalnost (kao što se događa i pri vezanju 

kalcija za unutarstanične proteine)219. Ova domena također ima epitop umjerenog 

afiniteta za vezanje kolagena tipa I ili IV231. 

 

Vjerojatna uloga SPARC je regulacija međureakcije stanice s izvanstaničnim 

okruženjem za vrijeme razvoja i odgovora na oštećenje, a s obzirom na sposobnost 

SPARC da se veže na proteine izvanstaničnog matriksa, da mijenja učinak faktora rasta, 

da utječe na izražaj metaloproteinaza izvanstaničnog matriksa te da oblikuje stanice 

moglo bi mu udijeliti ulogu protuadhezivnog faktora232. 

SPARC vezuje jakim afinitetom ione kalcija, koji mu moduliraju strukturu uzrokujući 

promjenu konformacije233, a koja smanjuje osjetljivost EC domene na proteinaze i 

mijenja afinitet za kolagen234. Također vezuje i ione bakra i željeza224. Snažan afinitet 

prema kalciju izražen je u području aminokiselina 113-130 i slijeda KGHK (AK 119-

122)236. Pokazano je da peptidi koji sadrže ovaj slijed aminokiselina (dobiven 

proteolizom SPARC) mogu utjecati na angiogenezu in vitro236 i in vivo237. 

SPARC se veže na kolagen tipa I238, tipa II i III239; tipa IV240, tipa V, i tipa VIII239, 

regulira stvaranje kolagena tipa I, a njihova međusobna reakcija može utjecati na 

deadheziju stanica238. Kako se SPARC veže na kolagen tipa IV (koji je dominantna 

komponenta bazalne membrane), abnormalnosti SPARC mogu dovesti do promjena 

bazalne membrane. Pokazano je da se SPARC preko treće domene veže uz 

vitronektin241, glikoprotein koji se nalazi u različitim područjima izvanstaničnog 

matriksa, posebno u stijenkama žila, koži, a vezan je uz različite karcinome242. 
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Slika 3. Kristalna struktura vezanog SPARC i kolgena (žut) preuzeto i modificirano iz 

Sasaki i suradnici231 

 

 

Faktori rasta porijeklom iz trombocita (engl. platelet derived growth factor, PDGF) 

izlučuju krvožilne endotelne stanice i fibroblasti. Do sada je opisano 5 različitih 

dimeričnih isoformi: PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD. PDGF-

i reguliraju biološke funkcije stanica vezanjem za receptore α i β (PDGF-R- α, PDGF-

R- β) na površini stanice, a koji su tirozinske kinaze243. Svi tipovi PDGF i njihovih 

receptora sudjeluju u migraciji različitih tipova stanica. Usmjerena migracija stanica u 

središtu je nekoliko fizioloških i patoloških procesa, kao što su rast i razvoj, cijeljenje 

rana, ateroskleroza, imunološki odgovor, angiogeneza i metastaziranje. Proces migracije 

uključuje reorganizaciju aktinskog citoskeleta, polarizaciju i deadheziju stanica244. 

PDGF su ključni faktori opstanka (engl. survival) stanica zahvaljujući inhibiciji 

apoptoze i poticanju proliferacije s obzirom da su mehanizmi proliferacije i 

transformacije stanica usko povezani s apoptozom: sudbina proliferirajuće stanice je 

apoptoza ukoliko nisu primljeni specifični signali opstanka245. SPARC se vezuje 

isključivo na B-lanac (te stoga na dimere AB i BB, dok ne AA) faktora rasta porijeklom 

iz trombocita  što spriječava vezanje PDGF za receptore na fibroblastima246 i time 

utječe na biološku aktivnost PDGF. 
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Obitelj faktora rasta krvožilnog endotela (engl. vascular endothelial growth factor, 

VEGF) glikolizirani su proteini u formi homodimera s disulfidnom vezom, koji su 

mitogeni endotelnih stanica. Imaju različite učinke: posreduju u povećanju propusnosti 

krvnih žila, induciraju angiogenezu i vaskulogenezu te rast endotelnih stanica 

podržavajući migraciju stanica i inhibirajući apoptozu247. SPARC se veže za VEGF 

ometajući njegovo vezivanje za endotelne stanice i na taj način inhibira proliferaciju 

endotela248. 

 

Do danas je otkriveno 23 faktora rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factors, 

FGFs). Nazivi im se razlikuju samo po broju. Faktori rasta fibroblasta sudjeluju u 

različitim staničnim procesima uključujući apoptozu, opstanak stanica, kemotaksiju, 

adheziju, migraciju, angiogenezu, diferencijaciju i proliferaciju stanica249. Značajne 

fiziološke funkcije FGF-2 su poticanje angiogeneze (faktor je rasta za fibroblaste i 

endotelne stanice, potiče migraciju endotelnih stanica regulacijom adhezijskih molekula 

na površini stanice), pupanje i razvoj udova embrija. Kod maligne bolesti dolazi do 

pojačanog izražaja FGF-2 (do sad nisu zabilježene mutacije FGF koje bi ih aktivirale). 

Također, konstitucijski aktiviran receptor FGF-2 pronađen je kod osteosarkoma, dok 

FGF-2 pojačava izražaj bcl-2 (antiapoptotičkog proteina) kod limfoproliferativnih 

tumora i glioma250. SPARC utječe i na biološku aktivnost osnovnog faktora rasta 

fibroblasta (engl. basic fibroblast growth factor, bFGF) inhibirajući njegov receptor 

(engl. fibroblast growth factor receptor, FGFR-1), čime dovodi do inhibicije 

proliferacije endotelnih stanica i diferencijacije skeletnih mioblasta251. Međureakcijom 

ova 2 faktora SPARC utječe na angiogenezu. 

TGF-β je faktor rasta kojeg stvaraju gotovo sve stanice tijela, uključujući epitelne, 

endotelne, hematopoetske stanice, neurone i stanice vezivnog tkiva; a također posjeduju 

i njegove receptore. TGF-β potiče rast tkiva i morfogenezu tokom embrionalnog 

razvoja, dok aktivira procese stanične smrti i na taj način održava homeostazu u zrelim 

tkivima. Maligne stanice nadilaze ove učinke akumulirajući mutacije koje utišavaju ili 

isključuju učinke TGF-β252. TGF-β ključni je regultator cijeljenja rana i fibroziranja 

inducirajući sintezu proteina izvanstaničnog matriksa uključujući kolagen i 

fibronektin253, a inducira i izražaj SPARC254. TGF-β povisuje razinu glasničke RNA 

(engl. messenger RNA, mRNA) SPARC pomoću posttranskripcijskog mehanizma u 

jezgri  ljudskih fibroblasta255. Vrijedi i obrnuto, SPARC može pojačati izražaj TGF-β 

(mRNA i proteina) u mezangijskim stanicama miševa256. Nadalje, SPARC pojačava 
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stimulatorni učinak TGF-β na mezangijske stanice257 kao što pojačava i inhibitorne 

funkcije TGF-β na epitelne stanice258. Stoga se može reći da između SPARC i TGF-β 

postoji uzajamna recipročna regulatorna povratna sprega. 

 

Istraživanja in vitro pokazala su da SPARC slabi prijanjanje stanica za izvanstanični 

matriks u ovisnosti o koncentraciji259. Restrukturirajući žarišne adhezije SPARC dovodi 

do slabljenja stanja adhezije, dovodeći i do promjene oblika stanice. Produljeno 

izlaganje SPARC dovodi preko indukcije intermedijarnog stanja adhezije do stanja u 

kojem je stanica zaobljenog oblika. Dva niza AK SPARC proteina smještenih u 

različitim domenama mogu stimulirati reorganizaciju žarišnih adhezija i to neovisno 

jedna o drugoj260. Slabljenje ili prekid međureakcija s izvanstaničnim matriksom postiže 

se kontroliranom proteolizom koju obavljaju metaloproteinaze izvanstaničnog matriksa 

(engl. matrix metalloproteinases, MMPs). Obitelji metaloproteinaza izvanstaničnog 

matriksa čine intersticijske kolagenaze (MMP-1, 8, 13), gelatinaza A (MMP-2), 

gelatinaza B (MMP-9), stromelizini (MMP-3, 10, 11), matrilizin (MMP-7), 

metaloelastaza (MMP-12) te skupina metaloprotienaza matriksa nazvanih tipom 

membrana. Intersticijske kolgenaze cijepaju sve ostale komponente izvanstaničnog 

matriksa. Pokazano je da SPARC stimulira stvaranje metaloproteinaza matriksa u 

stanicama monocita261. Čini se da je ova uloga SPARC dvojaka ovisno o tome da li je 

došlo do njegove razgradnje – što čine mnoge proteaze u in vitro uvjetima: katepsini, 

stromelizini, neutralne metaloproteinaze, elastaze i serinske proteaze tripsin i 

plazmin185. Enzimatska razgradnja SPARC oslobađa peptide koji sadrže GHK slijed te 

podupiru angiogenezu in vivo, što je dodatno potvrđeno kasnijim istraživanjima koja su 

pokazala da razgradnja SPARC metaloproteinazom matriksa-3 također oslobađa peptide 

koji sadrže GHK slijed te podupiru angiogenezu262.  

O biološkoj ulozi SPARC u neoplazmama krvotvornog tkiva malo se zna. Praćen je u 

multiplom mijelomu, AML, ali ne i u PMF. 
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1.7. CXCR4 

 

Stromalni faktor 1/CXC kemokinski ligand 12 (engl. stromal derived factor 1, SDF-

1/CXCL12) odgovoran je za privlačenje KMS i progenitorskih stanica. Proizvode ga 

endotelne stanice, nezreli osteoblasti i stromalne stanice unutar KS kao i CD34+ 

stanice263. Receptor SDF-1 je kemokinski receptor 4 (engl. C-X-C chemokine receptor 

type 4, CXR4). CXCR4 pripada obitelji od sedam trans membranskih domena 

udruženih s heterotrimernim G1 proteinima. Istraživanja su pokazala da embrionalni 

nedostatak SDF-1 ili CXCR4 dovodi do smrti karakterizirane greškama u razvoju 

srčanog, gastrointestinalnog sustava kao i krvnih žila, središnjeg živčanog sustava 

(SŽS) te nedovoljne proizvodnje KMS i zrelih stanica mijeloidne ili limfoidne loze264-

267. Također sudjeluju u širenju metastaza268-271. Lokalno proizveden SDF-1272 

odgovoran je za čvrsto vezanje KMS uz endotel KS u mišjem modelu, dok je dodatni 

SDF-1 uzrokovao odlazak KMS i zrelih leukocita u krvotok i jetru273 stoga je 

zaključeno da je pozitivan gradijent SDF-1 mehanizam normalnog zadržavanja KMS u 

KS. Mobilizacija KMS  koja je posljedica primjene granulocitno stimulatornog faktora 

(engl. ganulocyte colony stimulating factor, G-CSF) ili kemoterapeutika274,275 povezana 

je s otpuštanjem proteolitskih enizima poput katpsina G, neutrofilne elasataze, i MMP-9 

koje uzrokuju razgradnju SDF-1 i cijepanje N terminalnog kraja CXCR4274. Negativna 

korelacija pronađena je između mobiliziranih KMS u PK i genskog izražaja CXCR4 u 

bolesnika koji su primali kemoterapiju sa G-CSF276 ili sami G-CSF277. CD34+ stanice u 

KS bolesnika obrađenih G-CSF pokazuju nižu membransku gustoću CXCR4. 

Mobilizacija CD34+ stanica ovisna je o gustoći CXCR4 na staničnoj membrani278. 

Mehanizam kojim G-CSF utječe na izražaj CXCR4 nije do kraja razjašnjen, ali je 

djelomično ovisan o proteolitičkim modifikacijama s funkcionalnim inaktivacijama 

receptora275. Pokazano je naime da G-CSF snižava razinu CXCR4 u mijeloidnim 

stanicama279 preko transkripcijskog represora neovisnog faktora rasta 1280. Vezanje 

SDF-1 brzom fosforilacijom i internalizacijom  regulira razinu CXCR4 na migrirajućim 

stanicama te je moguće da je kretanje KMS posljedica promjena u izražaju SDF-1 i/ili 

CXCR4281. 
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Slika 4. Struktura CXCR4 proteina preuzeta s interneta www.sbkb.org 

 

S obzirom da je jedna od glavnih karakteristika PMF konstitutivna mobilizacija CD34+ 

stanica u PK, 300 puta je veći broj CD34+ stanica u PK nego u zdravih jedinki, a 20-30 

puta veći nego kod bolesnika s PV i ET282. Mobilizacija stanica u PMF nije samo 

ograničena na KMS, nego i na CD133+ stanice i stanice s endotelnim receptorom 

krvožilnog faktora rasta fenotipa 2+ u ranijim fazama bolesti283. Iako ove stanice ne 

sudjeluju kao prave endotelne progenitorske stanice i njihova uloga u stvaranju krvnih 

žila i/ili homeostazi nije još razjašnjena mogle bi biti podložne istom mehanizmu kojim 

KMS napuštaju KS284. Taj mehanizam vjerojatno stvara proteolitički okolinu za SDF-1 

unutar KS285,286. Sniženi izražaj CXCR4 u CD34+ stanicama PMF također ima ulogu u 

ovom mehanizmu287,288. Stoga je istraživanje izražaja CXCR4 uključeno u ovaj rad 

kako bi se rasvjetlila konstitutivna migracija CD34+ stanica u krvotok.  

 

 

 

1.8. PAX5 C terminus 

 

PMF je karakterizirana i prisutnošću klonalnih B-limfocita289. Gen odgovoran za 

proliferaciju B limfocita je iz obitelji PAX transkripcijskih faktora čije je obilježje 

visoko prezerviran DNA vezujući motiv poznat pod nazivom paired box. PAX proteini 

su važni regulatori ranog razvoja te se njihove alteracije smatraju odgovornim za 
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neoplastične transformacije290. PAX5 C terminus izražen je u ranoj fazi diferencijacije B 

limfocita. Njegov izražaj otkriven je u razvoju SŽS i testisa te njegov protein može 

imati ulogu u neuralnom razvoju i spermatogenezi291. Lociran je na 9. kromosomu koji 

je podložan translokacijama u limfomima. Ovim translokacijama IgH pojačivač dolazi u 

blizinu PAX5 promotora.  

 

 

1.9. COX-2  

 

Angiogeneza je važan događaj u embriogenezi, upalnim procesima te širenju 

metastaza292. Kronična upala je čimbenik uzroka raka293, ali je još uvijek nedovoljno 

istražena. Na mjestu upale prisutan je enzim ciklooksigenaza-2 (COX-2) koji sudjeluje 

u sintezi pro-upalnih i angiogenskih prostaglandina (PG) poput PEG2 koji uključuju 

MMP i VEGF294,295. Mnogi lijekovi baziraju mehanizam svog djelovanja na inhibiciji 

COX-2296. Kod mnogih malignih oboljenja poput raka debelog crijeva i dojke razina 

COX-2 je povišena. Povišen COX-2 potiče sintezu PG297, VEGF i TGF-β čime se 

potiče angiogeneza. Razina COX-2 povišena je u raku debelog crijeva296, raku pluća, ali 

ne i u epitelnom tkivu koje okružuje tumore298. Povišena razina COX-2 znači lošiju 

prognozu kod bolesnica s rakom cerviksa299, kao i širenje bolesti kod bolesnika s rakom 

debelog crijeva300. Povišenu razinu COX-2 pronalazimo i kod raka prostate301, 

melanoma302 i retinoblastoma303. Razina COX-2 u PMF još nije istražena, no s obzirom 

na agresivnost ove bolesti za očekivati je povišeni izražaj.  

 

 

1.10.  K-RAS 

 

Onkogena obitelj Ras intenzivno se istražuje već godinama, no s obzirom na njen udio u 

patološkim promjenama raka kao i u kontroli stanične proliferacije, diferencijacije i 

preživljavanja, taj interes na jenjava304,305. H-ras, N-ras i K-ras prvi su opisani onkogeni. 

Oni zajedno s ostalih 150ak članova pripadaju Ras GTPaznoj obitelji. Uključeni su u 

kontrolu staničnog ciklusa, rast, migraciju, promjene citoskeleta i apoptozu. Mutacije 

ras gene uočene su u mnogim malignim oboljenjima306,307. Prisutne su u hematološkim 

oboljenjima sa učestalošću od 5% u KML te 27% u KMML308. Mutacije K-ras i N-ras 

pronađene su  u multiplom mijelomu309. Postoje mnoga oprečna istraživanja vezana uz 
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AML. Određeni literaturni navodi tvrde da je mutacija N-ras vezana uz lošiju 

prognozu310 dok druga istraživanja tvrde da ne utječe na ishod bolesti311,312. U PMF 

mutacije Ras obitelji još nisu istražene.  

 

 

1.11. FOS 

 

Genska obitelj FOS sastoji se od četiri člana: FOS, FOSB, FOSL1 i FOSL2. Ovi geni 

kodiraju leucin zipper proteine koji dimeriziraju s JUN proteinima tvoreći pritom 

transkripcijski faktor AP-1. Sudjeluju u staničnoj proliferaciji, diferencijaciji i 

transformaciji te je negdje uočena i njihova uloga u apoptozi313. FOS je jezgreni 

fosfoprotein koji tvori čvrsti, ali ne i kovalentno vezani kompleks s JUN/AP1 

transkripcijskim faktorom koji regulira TGF-β signalizaciju. Kako još nije istražen u 

MPN, a dio je mnogih signalnih puteva, uvršten je u ovo istraživanje. 

 

 

 

1.12. HIF1α 

 

Promjene u koncentraciji kisika česte su u normalnim tkivima, ali su posebno snižene u 

tumorima314. Glavni mehanizam odgovora na smanjenje koncentracije tkiva je hipoksija 

inducibilni transkripcijski faktor (engl. hypoxia inducible factor 1, HIF1) koji se sastoji 

od dvije podjedinice (α, β). HIF1β je konstitutivno aktivna jedinica dok je HIF1α 

podjedinica ovisna o promjeni kisika315. Raščlanjivanje uloge HIF1α faktora u PMF 

moglo bi doprinijeti razumijevanju biologije ove teške zloćudne bolesti jer ove 

podjedinice imaju glavnu ulogu u prilagodbi stanica na sniženu razinu kisika kao i na 

upalni stres, a koji su obilježja PMF. 
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2. HIPOTEZA I CILJEVI RADA 

 

2.1. Hipoteza 

 

Uloga SPARC, CXCR4, PAX5 C terminus, COX-2, K-RAS, FOS i HIF1α  molekula je 

u komunikaciji između stromalnih stanica i KMS te staničnom metabolizmu i 

proliferaciji, a dosadašnja istraživanja ne daju dostatne informacije o etiologiji bolesti.  

 

Dokazat ćemo da je u PMF poremećena regulacija izražaja ovih gena, molekula 

adhezije, metaboličkih molekula i onkogena što predstavlja ključni patogenetski 

mehanizam koji omogućuje patološkom klonu prevagu čija je jedna od posljedica i 

izrazito povišen odlazak nezrelih KMS u PK. Ovo zbivanje je i jedna od osnovnih 

patofizioloških i biologijskih značajki ove bolesti. 

 

 

 

 

2.2. Ciljevi istraživanja 

 

U morfološki i klinički definiranim bolesnicima s PMF :  

1. Odrediti izražaje gena SPARC, COX-2, K-RAS, FOS, CXCR4, PAX5 C terminus i 

HIF1α pri dijagnozi PMF u odnosu na zdrave ispitanike 

2. Odrediti postoji li promjena u izražaju gena SPARC, COX-2, K-RAS, FOS, CXCR4, 

PAX5 C terminus i HIF1α uz terapiju lenalidomid/prednizonom 

3. Odrediti postoji li veza između JAK2 mutacije i/ili citogenetskih abnormalnosti i 

izražaja SPARC, COX-2, K-RAS, FOS, CXCR4, PAX5 C terminus i HIF1α gena 

4. Odrediti postoji li promjena u izražaju SPARC, COX-2, K-RAS, FOS, CXCR4, PAX5 

C terminus i HIF1α gena u uspostavljenoj kulturi stromalnim stanicama mikrookoliša u 

odnosu na zdrave ispitanike 
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3.  ISPITANICI, MATERIJALI  I  METODE RADA  

 

3.1.  Ispitanici  

 

U ovo istraživanje uključeno je 32 bolesnika  s dijagnozom PMF od 2005. do 2008. 

godine te 6 zdravih donora. Kriterij za odabir bolesnika bila je dijagnoza PMF 

postavljena po kriterijima SZO iz 2008. godine koji uključuju u uvodnom dijelu opisane 

kliničke, morfološke i molekularne parametre prema prijedlogu A. Tefferi i suradnika7. 

Svi bolesnici prikupljeni su i liječeni u MD Anderson Cancer Center, Houston, Texas, 

USA. Ovi bolesnici liječeni su drugom generacijom imunomodulatornog inhibitora 

lenalidomida uz prednizon. Terapijski protokol bio je 10 mg lenalidomida dnevno 21 

dan uzastopno u ciklusu od 28 dana u kombinaciji sa 30 mg dnevno prednizona svaki 

drugi dan u drugom ciklusu te 15 mg dnevno svaki drugi dan u trećem ciklusu. Terapija 

lenalidomidom provođena je neograničeno u bolesnika s vidljivim kliničkim napretkom.  

 

Od svakog ispitanika dobiven je pismeni pristanak za pretrage te korištenje 

dijagnostičkih uzoraka za istraživanje, a istraživanje je odobrilo etičko povjerenstvo 

MD Anderson Cancer Center-a. Ono je također regulirano ugovorom izvođenja 

znanstvenoistraživačkog projekta „Genetika i funkcija hematopoeze i mikrookoliša Ph- 

mijeloproliferativnih bolesti“ Ministarstva znanosti, obrazovanja i sporta Republike 

Hrvatske.  

 

 

3.2.  Molekularne metode 

Molekularne analize učinjene su pomoću lančane reakcije polimeraze (engl. polymerase 

chain reaction, PCR) na uzorcima aspirata stanica KS ili PK rutinski uzetih bolesnicima 

prilikom postavljanja dijagnoze te svaka 3 mjeseca uz terapiju 

lenalidomid/prednizonom.  
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3.2.1. Metoda RNA izolacije i reverzne transkripcije 

Ukupnu staničnu ribonukleinsku kiselinu (engl. ribonucleic acid, RNA) izolirali smo iz 

mononukleara uz pomoć Trizola te smo koncentraciju i čistoću RNA odredili 

spektrofotometrijskom metodom316. Kvaliteta RNA određena je elektroforezom u 

trajanju od 1 sat uz 70 V na 1% agaroznom gelu u Tris/Borat/EDTA puferu (TBE).  

 
Slika 5. Određivanje kvalitete RNA na 1% agaroznom gelu (reprezentativna 

elektroforeza). 1 – RNA neodgovarajuće kvalitete. 2, 3 – RNA odgovarajuće kvalitete 

jer prikazuju podjedinice ribosomske RNA (28S i 18S). 

 

Bit ove izolacijske metode je liza stanica reagensima koji istovremeno inhibiraju RNA-

ze (enzimi koji cijepaju RNA). RNA se od DNA i proteina odjeljuje taloženjem i 

ekstrakcijom s fenolom i kloroformom. Prijepis RNA u komplementarnu DNA (engl. 

complementary DNA, cDNA) napravljen je prema uputi proizvođača za Superscript 

First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) i to za 2 μg RNA po uzorku. 

Prepisivanje (reverzna transkripcija) uključuje zagrijavanje smjese 2 µL heksamera (50 

ng/µL), 1 µL 10mM deoksiribonukleotid trifosfata (engl. deoxyribonucleotide 

triphosphate, dNTP) te 2 µg RNA kroz 7 minuta na 65ºC, zatim hlađenje od 2 minute na 

ledu. Potom  se dodaje 9 µL smjese koja sadrži 2 µL x 10 RT pufera (200 mM Tris-HCl 

(pH 8.4), 500 mM KCl), 4 µL 25 mM MgCl2, 2 µL DTT (0.1 M) te 1 µL inhibitora 

RNA-za (40 U/µL) te se sve stavi na 25ºC 2 minute. Slijedeći korak je dodavanje 

enzima SuperScript II RT (50 U/µL) te se cjelokupna smjesa stavi na 25ºC 10 minuta, 

potom na 42ºC 60 minuta te 70ºC 15 minuta nakon čega se stavlja na led te dodaje 1 µl 
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enzima E. Coli RNase H (2 U/µL) te inkubira na  37ºC 20 minuta. Dobivena cDNA 

razrjeđuje se u omjeru 15 µL cDNA+15 µL destilirane H2O. 

 

 

3.2.2. Mjerenje izražaj Sparc, COX-2, K-RAS, FOS, CXCR, PAX5 C terminus i 

HIF1α gena 

 

Za umnažanje cDNA pomoću lančane reakcije polimeraze s fluorescentno obilježenim 

oligonukleotidnim probama korišten je 7000 Real Time PCR System (Applied 

Biosystems, Foster City, CA). Kvantifikacija u odnosu na uzorak kalibrator, omogućena 

je mjerenjem fluorescencije  (koja je proporcionalna količini nastalog produkta) u 

svakom ciklusu reakcije. 

 

Kao kontrolni gen koristili smo β-aktin: korištene su početnice slijeda 5’-

GATGGCCACGGCTGCTT-3, 5’-ACCGCTCATTGCCAATGG-3’ te fluorescentno 

obilježena proba , 6FAM5’-ACCACCACGGCCGAGCGGCAMGMNFQ. 

 

Za PCR reakciju korišten je volumen od 25 μL smjese koja se sastoji od 5 µL 

razrijeđene cDNA i 20 µL smjese za PCR.     

 

 

Smjesa za PCR za β-aktin, COX-2, SPARC, HIF1α, FOS i K-RAS gen                                                                                                                          

Početnica   0,5 µL 

Početnica   0,5 µL 

Proba   0,5 µL 

Taqman Universal PCR 
Master Mix 

12,5 µL 

Dest. H2O   6 µL 

UKUPNO 20 µL 

 

 



26 
 

Tablica 1. Početnice i fluorescentno obilježene probe za umnožavanje ciljnih gena 

početnica nukletoidni slijed početnice/probe 

uzvodna početnica COX-2 5’-CCTTCCTCCTGTGCCTGA TG-3’ 

nizvodna početnica COX-2 5’-ACAATCTCATTTGAATCAGGAAGC T-3’ 

fluorescentno obilježena proba COX-2 6FAM5’-TGCCCGACTCCCTTGGGTGTCAMGBNFQ 

uzvodna početnica SPARC 5’-TCTTCCCTGTACACTGGCAGTTC-3’ 

nizvodna početnica SPARC 5’-AGCTCGGTGTGGGAGAGGTA-3’ 

fluorescentno obilježena proba SPARC 6FAM5’-

CAGCTGGACCAGCACCCATTGACAMGBNFQ 

uzvodna početnica HIF1α 5’-CTCATCCAAGAAGCCCTAACGTGT T-3’ 

nizvodna početnica HIF1α 5’-GCTTTCTCTGAGCATTCTGCAAAG C-3’ 

fluorescentno obilježena proba HIF1 α 6FAM5’-
CCTCAGGAACTGTAGTTCTTTGACTCAAAGCGAC

AMGBNFQ 

uzvodna početnica FOS 5’-CGAGCCCTTTGTATGACTTCCT-3’ 

nizvodna početnica FOS 5’-GTCCATGTCTGGCACGGAG-3’ 

fluorescentno obilježena proba FOS 6FAM5’-
CCCAGCATCATCCAGGCCCAGTCAMGBNFQ 

uzvodna početnica K-RAS 5’-TTCCTACAGGAAGCAAGTAG-3’ 

nizvodna početnica K-RAS 5’-CACAAAGAAAGCCCTCCCCA-3’ 

fluorescentno obilježena proba K-RAS 6FAM5’-
TTGATGGAGAAACCTGTCTCTTGGCAMGBNFQ 

 

 

 

Za gene CXCR4  i  PAX5 C terminus korištene su patentirane smjese 

početnica i  proba tvrtke  Applied Biosystems by Life Technologies, Foster City, 

CA po rednim šiframa CXCR4: Hs00607978_s1 i PAX5 C terminus: 

Hs00277134_m1. 
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Smjesa za PCR za CXCR4 gen        Smjesa za PCR za PAX5 terminus gen 

 

 

 

 

 

 

Uzorke smo nanijeli na sterilnu pločicu, za  kontrolni β-aktin  gen u duplikatu, a za 

ciljani gen u triplikatu. Program umnažanja sastojao se od 2 minute na 50ºC 

(aktivacija), 10 minuta na 95ºC (aktivacija AmpliTaq Gold DNA polimeraze), i 50 PCR 

ciklusa (15 sekundi na 95ºC-taljenje i 1 minuta na 60ºC-ekstenzija). 

 

 

 

 

3.2.3. Analiza V617F mutacije JAK2 gena 

 

Mutacijski status JAK2 V617F odredili smo alel-specifičnom PCR reakcijom prema 

Baxter i sur.21 koristeći zajedničku obrnutu početnicu slijeda 

GTAATACTAATGCCAGGATCACTAAGTTT, usmjerenu početnicu specifičnu za 

mutaciju AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTAGGTT i kontrolnu usmjerenu 

početnicu GAAGATTTGATATTTAATGAAAGCCTTG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hs00607978_s1    1,5 µL 

Taqman Universal PCR 
Master Mix 

12,5 µL 

Dest. H2O   6 µL 

UKUPNO 20 µL 

Hs00277134_m1   1,5 µL 

Taqman Universal PCR 
Master Mix 

12,5 µL 

Dest. H2O   6 µL 

UKUPNO 20 µL 
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Smjesa za PCR sastoji se od: 

2,5 µL 10 x PCR pufera 

1,5 µL 25 mM MgCl2 

1,0 µL zajedničke usmjerene početnice (10 µM) 

0,5 µL usmjerene početnice specifične za mutaciju (10 µM) 

0,5 µL kontrolne usmjerene početnice (10 µM) 

0,5 µL dNTPs (2.5 mM)  

18,5 µL H2O 

0,25 µL AMPLI TAQ gold DNA polimeraze 

1,0 µL cDNA 

Program umnažanja sastojao se od 11 minuta na 94ºC (aktivacija AmpliTaq Gold DNA 

polimeraze), 39 PCR ciklusa (30 sekundi na 94ºC, 30 sekundi na 56ºC, 30 sekundi na 

72ºC), 7 minuta na 72ºC (elongacija) te pohrane na 4ºC. Umnožene ulomke razdvojili 

smo elektroforezom (30 minuta na 120 V u 1 x TBE puferu) na 2%-tnom agaroznom 

gelu uz upotrebu etidij bromida kako bi se razdvojeni uzorci vidjeli pod ultraljubičastim 

svjetlom. Mutirani uzorak ima 2 vrpce (od 230 parova baza (pb) i 364 pb), a nemutirani 

samo kontrolnu vrpcu (364 pb), Slika 6. 

 

 

Slika 6. Primjer PCR analize JAK2 V617F mutacije (reprezentativna elektroforeza na 

agaroznom gelu). M-biljeg za određivanje veličine fragmenata- DNA biljeg 

molekularne težine XIV (ljestvica po 100 parova baza), stupac 1-uzorak s prisutnom 

mutacijom JAK2 V617F, stupci 2,3,4,5,6- uzorci s nemutiranom  JAK2 
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3.3. Uspostavljanje kulture stromalnih stanica 

 

Dvadeset  milijuna nesortiranih mononukleara iz aspirata KS 20 bolesnika pri dijagnozi 

i 6 zdravih komercijalnih aspirata postavljeno je u eksperimentalne posude od 100 

cm3sa αMEM medijem i 20%-tnim goveđim fetalnim serumom te inkubirano na 

temperaturi od 37˚C uz 5% CO2. Pola medija je tjedno uklanjano i zamijenjeno sa 

αMEM medijem koji sadrži 10% goveđeg fetalnog seruma kako bi se uspostavila 

kultura stromalnih stanica. Nakon nekoliko tjedana skupljen je medij koji sadrži 

nepriljepljene stanice. Priljepljene stanice obrađene su tripsinom te također skupljene. 

Sve skupljene stanice sortirane su prema CD34 biljegu uz pomoć CD34 MACS 

Microbead kita (Milteny Biotec, Auburn CA, USA). Iz sortiranih stanica izolirana je 

RNA prema već gore navedenoj metodi te je izmjeren izražaj gena.  

 

 

Slika 7. Mezenhimalna stormalna stanica obilježena SPARC protutijelom te snimljena 

pod invertnim mikroskopom. 
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Slika 8. Shematski prikaz stanične kulture stromalnih stanica. Plava boja predstavlja 

nepriljepljene stromalne stanice koje se nalaze u mediju (KMS), a zelena priljepljene 

stromalne stanice uz dno ekperimentalne posude (stromalne). I plave i zelene stanice 

međusobno se razlikuju prema CD34 biljegu. 

 

 

3.4. Analiza RT-PCR podataka 

 

Za analizu rezultata korišten je GraphPad Prism5 program. Izražaj gena standardiziran 

je u odnosu na unutarnju kontrolu β-aktin za svaki uzorak te su rezultati prikazani 

Whiskers Min - Max grafom. Mann-Whitneyev test korišten je kako bi usporedili 

vrijednosti zdravih kontrola i bolesnika, Friedmanov za usporedbu izražaja gena uz 

terapiju, a Kurskal-Wallisov test za usporedbu stromalnih skupina stanica iz 

uspostavljene kulture. Srednja vrijednost više mjerenja kontrolnih KS i PK korištena je 

prilikom statističke obrade. 
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Rezultati analize prikazani su kao 2 ̂ΔCt vrijednosti ili kao omjer srednje vrijednosti 

ciljanog gena i srednje vrijednosti β-aktina. Ct je broj ciklusa potrebnih da se količina 

umnoženog PCR produkta podigne iznad granične vrijednosti (treshold value). Stoga je 

ΔCt obrnuto proporcionalna količini mRNA. Viša 2 ̂ΔCt vrijednost predstavlja jači 

izražaj, a omjer srednjih vrijednosti je obrnuto proporcionalan izražaju. 

 

 

 

Slika 9. Prikaz rezultata umnažanja fragmenata cDNA gena iz programa podrške 7000 

Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA). 
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4. REZULTATI 

 

4.1. Analiza izražaja SPARC, COX-2, K-RAS, FOS, CXCR4, PAX5 C terminus i 

HIF1α gena pri dijagnozi PMF u odnosu na zdrave ispitanike 

 

 

 

Tablica 2. Izražaj ispitivanih gena bolesnika u odnosu na zdrave kontrole. Sr.vr.-srednja 

vrijednost, SD-standardna devijacija.  

Gen
Pri dg (sr.vr.±SD) kontrola (sr.vr.±SD) P vrijednost Pri dg (sr.vr.±SD) kontrola (sr.vr.±SD) P vrijednost

SPARC 0,102 ± 0,208 0,014 ± 0,005 0,045 0,0715 ± 0,099 0,0296 ± 0,014 0,966
COX-2 0,009 ± 0,012 0,002 ± 0,001 0,136 0,007 ± 0,009 0,001 ± 0,0002 0,119
K-RAS 0,006 ± 0,011 0,081 ± 0,054 <0.0001 0,029 ± 0,083 0,005 ± 0,001 0,1
FOS 0,413 ± 0,646 0,184 ± 0,135 0,745 0,178 ± 0,291 0,042 ± 0,015 0,21
CXCR4 0,111 ± 0,287 0,175 ± 0,049 0,003 0,122 ± 0,220 0,034 ± 0,024 0,247
Pax5 C terminus  0,002 ± 0,002 0,013 ± 0,008 0,005 0,002 ± 0,002 0,006 ± 0,002 0,019
HIF1α 0,012 ± 0,014 0,028 ± 0,015 0,02 0,019 ± 0,014 0,012 ± 0,001 0,615

            KS            PK

 

Izražaja gena pri dijagnozi PMF u odnosu na zdrave ispitanike pokazao je statistički 

značajnu razliku Mann-Whitneyevog testa u KS za gene SPARC, K-RAS, CXCR4, PAX5 

C terminus, i HIF1α, dok je u PK značajna razlika vidljiva jedino u izražaju PAX5 C 

terminus gena. 

 

4.2. Analiza izražaja SPARC, COX-2, K-RAS, FOS, CXCR4, PAX5 C terminus i 

HIF1α gena uz terapiju lenalidomid/prednizonom 

 

Promjena u izražaju ovih gena uz terapiju lenalidomid/prednizonom u periodu kroz 24 

mjeseca nije vidljiva niti u mononuklearima PK, niti u KS. 
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Slika 10. Kretanje vrijednosti izraženosti SPARC gena pri dijagnozi te tijekom liječenja 

lenalidomid/prednizonom. Statistički nema značajne razlike.  

 

 

 

4.3. Analiza JAK2 mutacije i citogenetskih abnormalnosti  

 

Nije pronađena veza između JAK2 mutacije i/ili citogenetskih abnormalnosti te 

genskog izražaja SPARC, COX-2, K-RAS, FOS, CXCR4, PAX5 C terminus i HIF1α. 

 

 

4.4. Analiza izražaja gena u uspostavljenoj kulturi stromalnih stanica 

 

Kultura stromalnih stanica uspješno je uspostavljena prema gore navedenim uvjetima te 

su stanice uspješno sortirane iz stanične kulture kulture prema CD34 biljegu.  

 

FOS i HIF1α  geni ne pokazuju razliku u izražaju među stromalnim stanicama koje se 

nalaze u mediju te onih koje su priljepljene uz eksperimentalnu posudu bez obzira 

potječu li iz zdravih ili bolesnih ispitanika. 
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Slika 11. Izražaj FOS, i HIF1α  gena u uspostavljenoj kulturi stromalnih stanica. 

Brojevi u zagradama predstavljaju broj uzoraka. Više vrijednosti predstavljaju niži 

izražaj. Prilj - stanice priljepljene uz podlogu, neprilj – stanice koje se nalaze u mediju. 

 

Razlika u izražaju COX-2 gena vidljiva je između CD34- bolesnih priljepljenih i 

CD34+ bolesnih nepriljepljenih stromalnih stanica, naime CD34+ bolesne nepriljepljene 

stanice imaju viši izražaj ovog gena u odnosu na CD34- bolesne priljepljene stromalne 

stanice uz dno eksperimentalne posude. Između CD34- priljepljenih stanica bolesnika i 

zdravih ispitanika ta razlika nije vidljiva. 
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Slika 12. Razlika u izražaju COX-2 gena u uspostavljenoj kulturi stromalnih stanica. 

Statistički značajnu razliku Kruskal-Wallisovog testa predstavlja oznaka *. Brojevi u 

zagradama predstavljaju broj uzoraka. Više vrijednosti predstavljaju niži izražaj. 
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Najviši izražaj SPARC gena imaju CD34- zdrave stromalne stanice uz eskperimentalnu 

posudu te se taj izražaj statistički značajno razlikuje od CD34- zdravih stromalnih 

stanica koje se nalaze u mediju. Druga značajna razlika izražaja SPARC gena odnosi se 

na CD34- zdrave, priljepljene stanice prema priljepljenim CD34+ stanicama bolesnika 

koje imaju niži izražaj gena. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 13. Razlika u izražaju SPARC gena u uspostavljenoj kulturi stromalnih stanica. 

Brojevi u zagradama predstavljaju broj uzoraka. Statistički značajnu razliku Kruskal-

Wallisovog testa predstavlja oznaka *. Brojevi u zagradama predstavljaju broj uzoraka. 

Više vrijednosti predstavljaju niži izražaj. 

 

 

 

Ukoliko se usprede izražaji gena CXCR4 i PAX5 C terminus, vidi se najveća promjena u 

izražaju među stromalnim stanicama u kulturi. CD34+ zdrave stanice u mediju imaju 

najviši izražaj CXCR4 gena te se značajno razlikuju od bolesnikovih CD34- 

priljepljenih stanica uz dno posude. Te bolesnikove CD34-stanice s izrazito niskim 

izražajem ovog gena također pokazuju značajnu razliku u odnosu na druge skupine 

stromalnih stanica koje potječu iz bolesnih ispitanika. PAX5 C terminus zdrave 

stormalne stanice u mediju bez obzira na CD34 biljeg pokazuju statistički značajan, 

povišeni izražaj u odnosu na stromalne stanice bolesnika. S obzirom na izrazite razlike 

među stromalnim stanicama, detaljniji prikaz je na niže prikazanim grafovima. 
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Slika 14. Razlika u izražaju CXCR4 i PAX5 C terminus gena u uspostavljenoj kulturi 

stromalnih stanica. Statistički značajnu razliku Kruskal-Wallisovog testa predstavlja 

oznaka*. Brojevi u zagradama predstavljaju broj uzoraka. Više vrijednosti predstavljaju 

niži izražaj. 
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5. RASPRAVA 

 

PMF je kompleksna bolest u kojoj patofiziološki mehanizam uključuje velik broj 

matičnih stanica, od kojih su neke klonalne. KMS potječu iz patološkog klona na što 

ukazuju i remisije u mlađih bolesnika koji su prošli transplantaciju hematopoetskih 

stanica162. Ove stanice vjerojatno nose genetičku promjenu što svrstava PMF u grupu 

bolesti KMS15. Svakim danom sve je više dokaza da stanice mikrookoliša imaju udio u 

regulaciji KMS bez obzira da li one nose genetičko obilježje bolesti ili ne, ali njihova 

uloga u specifičnim međusobnim interakcijama je neosporiva. 

 

Iz gore navedenih razloga temeljili smo ovo istraživanje na SPARC genu te smo ga 

kasnije proširili i na ostale gene. SPARC ima vrlo važnu ulogu  u interakciji stanica – 

mikrookoliš te je stoga vrlo zanimljivo pogledati njegov izražaj u PMF kojoj je glavno 

obilježje fibroza KS jer je SPARC kao stromalni faktor uključen u odgovor KS na 

mijeloproliferaciju184. Naši bolesnici u KS pokazuju povećani izražaj SPARC gena u 

odnosu na zdrave kontrole. Nedavna i dosad jedina studija SPARC u MF184 pokazala je 

da je u tipičnoj PMF povećani izražaj SPARC gena u stromalnim stanicama povezan sa 

stupnjem stromalnih promjena, s lošijom prognozom te s oslabljenom hematopoezom, 

koji ukazuju na ulogu stromalnog SPARC u razvoju fibroze KS te njenog  napredovanja. 

Ovi zaključci dobiveni su uporabom modela Sparc-/- miševa na kojima je dokazano da 

SPARC ima vrlo važnu ulogu u nastanku fibroze KS i mijeloproliferativnih uvjeta184, a 

to također potvrđuju i rezultati našeg rada. 

 

Naša istraživanja temelje se na proučavanju izražaja SPARC u in vitro modelu kulture 

stanica te analizi CD34- (stromalne) i CD34+ (krvotvorne, primarne hematopoetske) 

stanica u stanju adhezije (priljepljenosti za podlogu) te slobodnih u mediju. Pri tome 

smo uspoređivali stanje zdravih i bolesnih (PMF) stanica. 

 

Za SPARC gen razina izražaja bila je nedvojbeno viša u PMF u odnosu na zdrave 

stanice, a vidljivo je da stromalne i hematopoetske stanice zdravih ispitanika slabije 

izražavaju SPARC od istovrsnih, ali priljepljenih stanica. Ovo nije slučaj u PMF, gdje 

slobodne stanice tek neznatno slabije izražavaju SPARC, ali jače no u zdravim uvjetima. 

Statistički je značajna razlika iskazana za priljepljene stromalne zdrave i hematopoetske 

bolesne u odnosu na zdrave stromalne slobodne stanice. Ovi rezultati bi prema 
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funkcionalnom gledištu mogli značiti da povišeni izražaj SPARC (kao protuadhezivne 

molekule) u slobodnim stromalnim i hematopoetskim stanicama PMF doprinosi 

njihovoj lakšoj pokretljivosti i odvajanju od vanstanične potke strome te pojačanom 

izlasku u perifernu cirkulaciju. 

   

S obzirom na vezanje  SPARC i kolagena 238-240, izražaj SPARC je istražen u plućnoj187, 

jetrenoj188, bubrežnoj190 te u srčanoj fibrozi183. U ovim fibrozama uzrokovanim upalom, 

SPARC izražavaju stromalne stanice, ali i hematopoetske stanice imunološkog sustava, 

a funkcija SPARC ovisna je o vrsti stanica koje ga izražavaju. Stromalne i upalne 

stanice potiču taloženje kolagena219, kao i smirivanje upale. U PMF bi to značilo da 

povišeni izražaj SPARC gena potiče fibrozu što dovodi do smanjenja hematopoetske 

rezerve organa KS. 

 

Održavanje jednake razine SPARC proteina od esencijalne je važnosti i u kontroli 

angiogeneze te razvoja krvožilja u razvoju odraslog tkiva318. SPARC može imati ulogu 

čimbenika angiogeneze te njegova povišena razina može rezultirati u povišenoj 

proliferaciji endotelnih stanica i krvožilnih struktura preko vezanja na receptore VEGF, 

PDGF i bFGF248,246,251. U PMF je izražena neoangiogeneza i to preko VEGF i njegovog 

receptora. Prisutnost SPARC, kao što je to pokazano kod karcinoma mokraćnog 

mjehura139, glioblastoma140, invazivnog duktalnog raka dojke141, hepatocelularnog 

karcinoma142, nemikrocelularnog karcinoma pluća145, karcinoma jajnika146, 

adenokarcionoma gušterače147, karcionoma prostate148 te melanoma157, može utjecati na 

povećanje razine VEGF, VEGFR2, MMP-2 i MMP-9 i samim time promovirati 

angiogenzu261. Stoga možemo zaključiti da se ovaj proces odvija i u PMF. Ponovno, 

povišen izražaj SPARC potvrđuje naše sumnje o njegovoj ulozi u ovoj bolesti.  

SPARC izražavaju KMS, megakariociti, osteoblasti, adipociti i endotelne stanice. Ima 

ulogu onkogena, ali i tumor supresora u određenim bolestima te je opisano povećanje 

njegovog  izražaja u CD34+ mijeloidnim stanicama u 5q- MDS bolesnika uz terapiju 

lenalidomidom73. U vremenskom periodu od 24 mjeseca uz terapiju 

lenalidomid/prednizonom u naših bolesnika SPARC ne mijenja svoj izražaj. Taj 

povećani izražaj u MDS bolesnika unatoč očekivanjima nije opisan u humanoj 

mijeloblastičnoj MDS-L staničnoj liniji s translokacijom koja uključuje deleciju 5q 

kritične regije186. Nedavno je opisano da SPARC vjerojatno nije odgovoran za 
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hematopoezu kod miševa tijekom stresa uzrokovanog  akutnom hemolizom ili 

transplantacijom KS, što ukazuje na to da SPARC ne utječe direktno na hematopoetski 

potencijal KS ili na doprinos 5q- fenotipu317. Vrlo vjerojatno 5q- fenotip utječe na 

izražaj drugih gena što svrstava MDS i PMF u dvije različite skupine bolesti. 

 Na homeostazu KS svojim povišenim ili sniženim izražajem utječu i drugi proteini 

poput tromospodina-1 i osteopontina, čija je uloga u patogenezi neoplazmi s 

mijelofibrozom neosporiva.79,85,32,10 Možemo s toga zaključiti da je uloga SPARC gena 

u patogenezi PMF značajna. 

CXCR4 je jedini funkcionalni kemokinski receptor na KMS čija je uloga nepobitna u 

udomljavanju i zadržavanju KMS unutar niše KS320. Mobilizacija KMS G-CSF vezana 

je uz snižavanje razine CXCL12 proteina u KS i sniženi izražaj CXCR4 gena na 

KMS321. Sniženi izražaj CXCR4 gena kojeg slijedi G-CSF uzrokovana mobilizacija 

KMS objašnjen je nakupljanjem aktivnih neutrofilnih proteaza koje mogu cijepati GHS 

epitop i prvu transmembransku domenu CXCR4, rez koji inaktivira kemotaktična 

svojstva CXCR4285. Smanjenje CXCL12 proteina u KS posljedica je nakupljanja raznih 

proteaza koje direktno cijepaju i tako inaktiviraju CXCL12 i suprimiraju proizvodnju 

CXCL12 od strane osteoblasta u KS321,322. 

Naša studija u modelu zdravih stromalnih i hematopoetskih stanica in vitro, pokazala je 

da priljepljene stanice iskazuju malo niže razine CXCR4 gena u odnosu na slobodne 

frakcije u mediju u zdravih pojedinaca. Ova je situacija drugačija u PMF gdje slobodne 

stromalne i CD34+ stanice znatno jače izražavaju gen CXCR4, potvrđeno na razini 

statističke značajnosti. Dosadašnja malobrojna istraživanj odnosa CXCL12 i njegovog 

receptora CXCR4 u povećanom prometu CD34+ stanica između KS i PK bolesnika s 

PMF pokazala su u in vivo situaciji snižene razine izražaja CXCR4 vjerojatno 

epigenetičkim mehanizmom323. Nađene su također snižene  koncentracije intaktnog 

CXCL12, ali i značajne količine skraćenih oblika. Ove molekule nastale su povišenom 

katalitičkom aktivnošću serin proteaza kao što su dipetidil peptidaza V, neutrofilna 

elastaza, MMP-9. Cijepani oblici CXCL12 ne mogu ostvariti u potpunosti adhezijsku 

funkciju i biti molekula koja privlači CD34+ stanice, a možda i djeluju suprotno 

aktivnosti CXCL12. Stoga autori pružaju mogućnost da je proteolitička razgradnja 

CXCL12 karakteristika mijeloproliferacija, osobito u PMF odgovorna za povišenu 

cirkulaciju i mobilizaciju krvotvornih stanica u ovoj bolesti323. Naši rezultati in vitro ne 
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potvrđuju sniženu regulaciju CXCR4 mjerenjem genskog izražaja, no valja uzeti u obzir 

da se ovdje radi o samo dijelu biološkom modelu za bolest PMF.  

 

U svjetlu gornje rasprave skloni smo razmišljati da moguće upravo deregulacija 

izraženosti SPARC gena, a posljedično i njegovog proteina, svojom povišenom 

aktivnošću i protuadhezijskom funkcijom može doprinijeti karakterističnoj promjeni 

cirkulacije KMS između prostora KS i njihovog mikrookoliša i prostora PK u PMF. 

 

Prisutnost klonalnih B-limfocita u PMF opisana je u samo jednom istraživanju do 

sad289. S obzirom da su PAX proteini važni regulatori ranog razvoja te se njihove 

alteracije smatraju odgovornim za neoplastične transformacije290 bilo je zanimljivo 

pogledati njegov izražaj u KS i PK bolesnika s PMF kao i u uspostavljenoj kulturi 

stromalnih stanica nebi li došli do uvida u klonalnost B-limfocita, no naša saznanja o 

sniženom izražaju PAX5 C terminus gena u KS i PK ne mogu sa sigurnošću objasniti 

proliferaciju B-limfocita u PMF.  

 

COX-2 gen nije pokazao nikakvu promjenu u izražaju gena u PMF pri dijagnozi, niti 

kroz period od 24 mjeseca uz gore opisanu terapiju, iako je to možda bilo za očekivati s 

obzirom na njegovu važnu ulogu u angiogenezi jer sudjeluje u sintezi angiogenetskih 

prostaglandina koji induciraju VEGF u in vivo modelu297. Jedina vidljiva razlika u 

izražaju je između CD34+ i CD34– stanica u bolesnika. Naime CD34+ bolesne 

nepriljepljene stanice imaju viši izražaj ovog gena u odnosu na CD34- bolesne 

priljepljene stromalne stanice uz dno eksperimentalne posude. S obzirom da ta razlika 

nije vidljiva između CD34- priljepljenih stanica bolesnika i zdravih ispitanika razlika u 

izražaju mogla bi se objasniti kao zbir indvidualnih upalnih procesa.  

 

Osvrnemo li se na izražaj HIF1α gena mjeren u mononukleara naših bolesnika, vidjet 

ćemo da on u KS pokazuje višu razinu u odnosu na zdrave kontrole kako je bilo i za 

očekivati na temelju saznanja grupe iz Bordeauxa235. Snižene koncentracije O2 potiču 

prepisivanje HIF1α transkripcijskog faktora315, dok je HIF1β konstitutivno aktivna 
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jedinica te nije bilo potrebe za promatranjem izražaja HIF1β podjedinice. Iako su 

koncentracije O2 snižene in vivo ponekad su za održavanje homeostaze potrebni uvjeti u 

kojima O2 uopće nije prisutan235. Promjene u koncentraciji kisika česte su u normalnim 

tkivima, ali su posebno izražene u mnogo nižim vrijednostima što ukazuje na 

hipoksične uvjete mononukleara bolesnika s PMF319. HIF1α gen nije pokazao nikakvu 

promjenu u modelu kulture stromalnih stanica, što je vjerojatno posljedica 

uspostavljanja kulture stromalnih stanica pri atmosferskoj koncentraciji O2. Kako bi 

dobili točnija saznanja o promjenama koncentracija O2 u PMF potrebno bi bilo  

uspostaviti stromalnu kulturu stanica u posebnim komorama koje bi regulirale 

koncentraciju O2. S obzirom na najnoviji rad319 koji ukazuje na složenost i ulogu redoks 

procesa u niši KMS, a koji se tek počinju istraživati bilo bi vrlo zanimljivo nastaviti 

istraživanje u ovom smjeru. Složenost niše KS, difuzibilna priroda mnogih spojeva 

poput H2O2 i poteškoće u praćenju oksidativnih reakcija u KS, izazov su u razlučivanju 

dinamske regulacije niše KS osobito u patofiziološkim uvjetima KS kakvu pronalazimo 

u bolesnika s PMF, a naše istraživanje je tek početak  rasvjetljavanja tog procesa. 

 

K-RAS gen pokazuje izrazito sniženu razinu izražaja prije terapijskih intervencija u  

bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike. S obzirom da su geni ras obitelji uključeni u 

kontrolu staničnog ciklusa, rast, migraciju, promjene citoskeleta i apoptozu304,305 

promjena u izražaju ovog gena možda predstavlja dio nedovoljno istražene etiologije 

ove bolesti. S obzirom da su ras prvi opisani onkogeni i da su istraživanja ove genske 

obitelji i dalje intenzivna, a da su ras geni ključni u mnogim procesima mogli bismo 

zaključiti da imaju ulogu antiapoptotičkog faktora u ovoj rijetkoj i agresivnoj bolesti. 

Ovo je prvo takvo istraživanje u PMF, iako je ras gen vezan uz mnoga istraživanja u 

AML uz oprečne rezultate o njegovoj ulozi310-312.  

 

Posljednji gen ovom našem istraživanju bio je FOS gen koji sudjeluje u staničnoj 

proliferaciji, diferencijaciji, transformaciji te ponegdje i u apoptozi213, no u našem 

istraživanju on ne pokazuje promjene u izražaju što vjerojatno ukazuje na to da nije dio 

patološkog procesa nastanka PMF bolesti. 
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Temeljem  dobivenih rezultata istraživanja vezanih za izražaj gena SPARC, COX-2, K-

RAS, FOS, CXCR4, PAX5 C terminus i HIF1α, možemo zaključiti da SPARC ima 

značajnu ulogu u patološkim promjenama PMF;  deregulacija SPARC izražaja narušava 

ravnotežu u okolišu KMS te kao vjerojatno jedan od uočljivih mehanizama olakšava 

mobilizaciju KMS i njihovo napuštanje KS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ZAKLJUČCI 

1. U bolesnika s PMF povišen je izražaj SPARC gena u KS, dok je izražaj K-RAS, 

CXCR4, PAX5 C terminus i HIF1α snižen.  
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2. U PK bolesnika snižen je izražaj PAX5 C terminus gena. 

3. Liječenje lenalidomidom/prednizonom ne utječe na izražaj ovih gena. 

4. Prisutnost JAK2 V617F mutacije i/ili citogenetskih abnormalnosti ne pokazuje vezu s  

genskim izražajem SPARC, COX-2, K-RAS, FOS, CXCR4, PAX5 C terminus i HIF1α. 

5. Uspostavljena kultura stromalnih stanica pokazuje razliku u genskom izražaju 

SPARC, COX-2, CXCR4 i PAX5 C terminus. 

6. Zaključno, istraživanje izražaja SPARC, COX-2, K-RAS, FOS, CXCR4, PAX5 C 

terminus i HIF1α gena ukazuje da su ovi geni, a osobito SPARC uključeni u patološki 

mehanizam PMF tako što deregulacija njihovog izražaja narušava ravnoteža u okolišu 

KMS te one napuštaju KS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.  PRILOG – Popis oznaka i kratica 

ABL             - abelson kinaza 

AML            - akutna mijeloična leukemija 



44 
 

ASXL1         - engl. aditional sex combs-like 1 

ATP              - adenozin trifosfat, engl. adenosine triphosphate 

bFGF            - osnovni faktor rasta fibroblasta, engl. basic fibroblast growth factor  

BMPR1A      - receptor za koštani morfogeni protein, engl. bone marrow morphogenetic 

protein receptor, type 1A  

CBL             - Casitas B-lineage lymphoma proto-onkogen, engl. Casitas B-lineage 

lymphoma 

cDNA          - komplementarna DNA , engl. complementary DNA 

Col1α1         - promotor tip 1 kolagena α1 

COX-2         - ciklooksigenaza-2  

CXCR4        - kemokinski receptor 4, engl. chemokine receptor 4 

DNA          - deoksiribonukleinska kiselina, engl. deoxyribonucleic acid 

dNTP           - deoksiribonukleotid trifosfati, engl. deoxyribonucleotide triphosphate 

EPO             - eritropoetin 

ET          - esencijalna trombocitemija 

FGF              - faktor rasta fibroblasta, engl. fibroblast growth factor 

FGFR-1        - receptor faktora rasta fibroblasta-1, engl. fibroblast growth factor 

receptor-1 

FLT3            - engl. fms-related tyrosine kinase 3 

G6PD           - glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza, engl. glucose-6-phosphate-

dehydrogenase  

G-CSF          - granulocitno stimulatorni faktor , engl. granulocyte colony-stimulating 

factor HIF1            - hipoksija inducibilni faktor1, engl. hypoxia inducible factor 1 

IDH              - izocitrat dehidrogenaza, engl. isocitrate dehydrogenase 

IKZF1          - IKAROS obitelj cinkovog prsta 1, engl. IKAROS zinc finger 1 

JAK2 V617F     - Janus kinaza 2 s mutacijom V617F 

JAK2              - Janus kinaza 2 

KML              - kronična mijeloična leukemija 

KMML            - kronična mijelomonocitna leukemija 

KMS                - krvotvorne matične stanice 

KS                    - koštana srž 

LSK                  - Lin-SCA1+KIT+ 

MDS                 - mijelodisplastični sindrom 
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MMP                 - metaloproteinaze izvanstaničnog matriksa, engl. matrix 

metalloproteinases 

MPN               - mijeloproliferativna neoplazma 

MPL                  - mijeloproliferativni leukemijski virus 

mRNA               - glasnička ribonukleinska kiselina, engl. messenger ribonucleic acid  

NADP                - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 

NADPH             - reducirani nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 

NPM                  - nukleofosmin, engl. nucleophosmin 

pb                       - parovi baza 

PDGF                 - faktor rasta trombocita, engl. platelet derived growth factor 

PG                      - prostaglandini 

Ph-neg                - Philadelphia (kromosom) negativna  

PK                      - periferna krv 

PMF                 - primarna mijelofibroza 

PPR                     - receptor za paratiroidni hormon 

PTH                     - paratiroidni hormon 

PV                  - policitemija vera 

RARA                 - receptor retinoične kiseline alfa, engl. Retinoic Acid Receptor Alpha 

RNA                  - ribonukleinska kiselina, engl. ribonucleic acid 

RNA-ze                - enzimi koji cijepaju RNA 

SCA                      - matični stanični antigen, engl. stem cell antigen 

SCF                      - engl. Skp, Cullin and F-box complex 

SDF1/CXCL12    - stromalni faktor 1/CXC kemokinski ligand 12, engl. Stromal cell-

derived                   factor-1/CXC chemokine ligand 12 

SPARC                 -  engl. secreted protein acidic and rich in cystein 

SZO                   - svjetska zdravstvena organizacija 

SŽS                       - središnji živčani sustav 

TBE                      - Tris/Borat/EDTA 

TGF-β1           - transformirajući čimbenik rasta beta1, engl. transforming growth factor 

beta 1  

PCR             - lančana reakcija polimeraze , engl. polymerase chain reaction 

TET2               - član 2 TET onkogene obitelji 

TGF-β             - transformirajući čimbenik rasta β, engl. transforming growth factor β 

TPO                 - trombopoetin 
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VEGF              - krvožilni endotelni čimbenik rasta , engl. vascular endothelial growth 

factor 
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