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Anammza excnpecuje eNOS u anrmorenux d¢axkropa HIF-lo u VEGF y
MujesaonpoandepaTHBHIM HeolJIa3MaMa: Be3a ca NPHUCYCTBOM MyTaunMja y
rennma 3a JAK2 u CALR

Pesume

Mujenonponudeparuae Heorutazme (MITH) npeacraspajy kioHanHe 60iecTi
MaTHYHHUX henuja xemaromoe3e Koje Kapakrepuine rnopemehaj mponudepanuje jeaHe
WIM BHUIIE MUjeTOMAHMX henujckux muHuja. MIIH o0yxBarajy 3 eHTuTera:
nonuutemujy Bepy (IIB), ecenumjanny Ttpomborutemujy (ET) u mpumapny
mujenopudposy (IIM®D). Hajzacrymseenuju mopemehaj xox MIIH je JAK2V617F
MyTaluja Koja je mpucyTHa kox 97% mnanujenara ca aujarHosoMm IIB u 50-60%
nanyjeHata ca amjarnozama ET u I[IM®. JAK2V617F wmyramuja wHAyKYje
KOHCTHTYTUBHY aKTHBAIM]y HUCXOAHUX curHanHux nyrtea (JAK2/STATS3, PISK/AKT,
MAPK) koju cy ykibydeHu y wwujenonponudepanujy. [Ipyra Haj3acTymsbeHuja
coMarckKa MyTaruja, koja je npucyraa ko Behune JAK2V617F neratusaux ET u [IM®
naiyjeHara, moBe3aHa je ca reHom koju koaupa kanpetukyann (CALR) npucyrHa kox
31,9% ET u 31,7% IIM® nauujenara. Konx pa3nuyuTux XeMaTOJIOMIKUX MaJIUTHUTETA,
ykbydyjyhu u MIIH, kao oxpa3 mnojayaHe aHIMOreHe3e, OMHUCAHO je IPUCYCTBO
HoBHIeHe ekcrpecuje (aktopa pacta BackyiapHor engotena (VEGF). YV HoBujum
UCTpaXMBamkUMa MokasaHa je Be3a m3mely exkcripecuje VEGF rena u HuBoa xumnokcuja-
unaynuomiHor dgakrtopa-1 (HIF-1) azor monokcuaa (NO). Hekomnuko cryauja 1o cama
je mokazano ma NO moxe nHaykoBatu npoaykiuujy VEGF myrem PI3K/Akt/PKB/HIF-
la myTa, anu u aa aenyje kao uuxuourop HIF-1a excrpecuje.

[{usb ucTpakuBama OBE JIUCEpTaIM]je OWIO je€ UCTIMTUBAE CTETICHA EKCIIPECH]e
U Kopenanuja KJbyuyHMX aHruorenux ¢akropa - HIF-la, VEGF u enporenne NO
cunraze (eNOS) y koctoj cpxku, CD34" henmjama wu rpanynonutuma MITH
nanujeHata npema JAK2 u CALR crarycy u Tepanuju. Ilopea Tora, KOpUCTHIN CMO
npouHpramaropuu IL-6 na unaykyjemo excnpecujy HIF-1a, VEGF u eNOS y xymanoj
HEL 92.1.7 hemmjckoj nmuauju ca JAK2 myranmjom, kao u y AudEpeHTOBAHUM
Makpodarama. Takohe wucnuruBaHo je yuemhe pa3IUYUTHX CUTHAJHUX I[yTeBa
(JAK2/STATS3, PI3K/Akt, MAPK) nyrem kojux IL-6 ocTtBapyje cBoje edekre, Ha
moneny HEL henujcke nunuje kao u koj rpanynounta MITH nmanujenara.

Pesynratu oBe cTynuje cy MOKa3ajau Ja aHTHOTeHU (PAKTOPH MMajy U3paKEHH]Y
ekcrnpecHjy y rpanyionuruma Hero y CD34" u henujama KocTHe CpiH, IITO yKasyje Ha
3Ha4aj WH(IAMAaTOPHUX IPaHyJIOLUTa y pa3Bojy aHruorenese. Ilokasana je u 3HauajHa
HeraTHBHa kopenanuja usmely nporenncke excupecuje HIF-1a u VEGF, xao n HIF-1a
u eNOS, nmox mamel)y VEGF u eNOS mocroju 3HauajHa TO3UTHBHA KOpeanuja Ko
rpanynonuta MITH nanujenara. CtanmapaHo Jieuehe TPUMEHOM XUAPOKCHYPEje KO
MIIH manujeHata wMa aHTHAHTHOTEHHM TIIOTEHIIMjall Y CMHCIY CMamema CBa TPH
anruorena akropa — HIF-1a, VEGF u eNOS y rpanynonutuma.



IL-6 moBehaBa excmpecujy cBa Tpu anruorena (akropa y JAK2V617F
mytupanuM HEL henmjama xao u mudepennupanum makpodarama. Ilopen Tora,
JAK1/2 waxubutop pyKCONUTHHHO TIIOKa3yje jadyy H CTaOWIHH]Yy CTUMYJAIH]jY
anruoreanx  ¢akropa Hero JAK2  cnemupwunm  umaxubutop  1,2,3,4,5,6-
xekcabpomonmkioxekcan u kox HEL henuja u ko nudepenunpanux makpodara. 1L-6
nokazyje JAK2V617F 3aBucHoct y aktuBanuju MAPK curnamnor myra kog MITH, nox
pykcosuTuaNO cHaxxHO akTUBHUpa MAPK myt kox ET u [IM® nanujenara, He3aBUCHO
on JAK2 myramuje. IL-6 u o6a JAK1/2 unxuburopa penykyjy 6poj HEL henuja y
[2/M ¢a3u henujckor nukimyca u Takohe moBome A0 mojadane amonrosde Kox MITH
nanujenara, IL-6 3aycraBipa rpanynonure y C dha3u hemujckor mukinyca, mojadyanajyhu
JHK permkanujy u cripedaBajyhu amontosy npeko JAK1/2 crumymnanuje. henujcku
UKITyC y TpanynonuruMa kox [1B manujenara je y koutpacty y ogaocy Ha ET u [IM®
nauujente, 6e3 yruuaja JAK2 myramnuje, usyses anonrose koj ET manujenara. O6a
JAK1/2 uaxubutopa mnojadapajy anonro3y y rpanyiountuma koa [1B nmanujenara.

®dakTopu aHTrMOreHe3e CTUMynHcanu uHdaamanujom cy nosehanu konq MITH u
cMamyjy ce npumeHoM xemuorepanuje. Mudramanuja crtumynume JJTHK permkamnujy
u JAK1/2 3aBucny nponudepannjy, KapaKTepucTUIHO 1ojayany koa MITH.

K/bYUYHE PEYM: mujenonponudeparuBHe Heoruazme, anruorenesa, HIF-1a, VEGF,
eNOS, IL-6, STAT3, Akt, MAPK
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Analysis of the expression of eNOS and angiogenic factors HIF-1a. and VEGF in
myeloproliferative neoplasms: a connection with the presence of mutations in the
genes for JAK2 and CALR

ABSTRACT

Myeloproliferative neoplasms (MPNs) are clonal diseases of stem cell
hematopoiesis characterized by a disorder of proliferation of one or more myeloid cell
lines. MPNs include 3 entities: polycythemia (PV), essential thrombocythemia (ET),
and primary myelofibrosis (PMF). The most common disorder in MPN is the
JAK2V617F mutation present in 97% of patients diagnosed with PV and 50-60% of
patients with ET and PMF diagnoses. The JAK2V617F mutation induces the constituent
activation of the innate signal pathways (JAK2 / STAT3, PI3K / AKT, MAPK)
involved in myeloproliferation. The second most common somatic mutation, which is
present in most JAK2V617F negative ET and PMF patients, is associated with the
calreteculin (CALR) encoding genome present in 31.9% ET and 31.7% of PMF
patients. In the case of various hematological malignancies, including MPN, as a
reflection of increased angiogenesis, the presence of elevated expression of vascular
endothelial growth factor (VEGF) has been described. Recent studies have shown the
relationship between the expression of the VEGF gene and the levels of hypoxia-
inducible factor-1 (HIF-1) and nitrogen monoxide (NO). Several studies have so far
shown that NO can induce the production of VEGF via PI3K / Akt / PKB / HIF-1a
times, but also acts as an inhibitor of HIF-1a expression.

The aim of the study was to investigate the degree of expression and
correlation of key angiogenic factors - HIF-1o, VEGF and endothelial NO synthase
(eNOS) in the bone marrow, CD34" cells and granulocytes of MPN patients according
to JAK2 and CALR status and therapy. In addition, we used proinflammatory IL-6 to
induce the expression of HIF-1a, VEGF and eNOS in the human HEL 92.1.7 cell line
with a JAK2 mutation, as well as in differentiated macrophages. Also studied was the
participation of various signaling pathways (JAK2 / STAT3, PI3K / Akt, MAPK)
through which IL-6 achieved its effects on the HEL cell line model as well as in
granulocyte of MPN patients.

The results of this study have shown that angiogenic factors have a more
pronounced expression in granulocytes than in CD34" and bone marrow cells, which
indicates the importance of inflammatory granulocytes in the development of
angiogenesis. A significant negative correlation between HIF-1a and VEGF protein
expression, as well as HIF-1a and eNOS, was shown, while there was a significant
positive correlation between VEGF and eNOS in granulocytes of MPN patients.
Standard treatment with hydroxyurea in MPN patients has antiangiogenic potential in
terms of reducing all three angiogenic factors - HIF-1o, VEGF and eNOS in
granulocytes.



IL-6 increases the expression of all three angiogenic factors in JAK2V617F
mutated HEL cells as well as differentiated macrophages. In addition, the JAK1/2
inhibitor ruxolitinib exhibits a stronger and more stable stimulation of angiogenic
factors than the JAK2 specific inhibitor 1,2,3,4,5,6-hexabromocyclohexane, both in
HEL cells and in differentiated macrophages. IL-6 shows the JAK2V617F dependence
on the activation of the MAPK signaling pathway in MPN, while ruxolitinib actively
activates the MAPK pathway in ET and PMF patients, independently of the JAK2
mutation. IL-6 and both JAK1/2 inhibitors reduce the number of HEL cells in the G2/M
phase of the cell cycle and also lead to increased apoptosis. In MPN patients, IL-6 stops
granulocytes in the S phase of the cell cycle, enhancing DNA replication and preventing
apoptosis through JAK1/2 stimulation. The cell cycle in granulocytes in PV patients
contrasts with ET and PMF patients, without the influence of the JAK2 mutation, except
for apoptosis in ET patients. Both JAK1/2 inhibitors enhance apoptosis in granulocytes
in PV patients.

Inflammation-stimulated angiogenesis factors have been increased in MPN
and decreased by the use of chemotherapy. Inflammation stimulates DNA replication
and JAK1/2 dependent proliferation, characteristically enhanced by MPN.

KEY WORDS: myeloproliferative neoplasm, angiogenesis, HIF-1a, VEGF, eNOS, IL-
6, STAT3, Akt, MAPK
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1.YBOJI




1.1 XemaTomoesa

Xemaronoesa IMpeicTaBba CIOKEH IMpolec Koju o0yxBara npojudepanujy MaTHUYHHX
henmuja kpBu ¥ BUXOBY nudepeHnujanujy y 3peie henujcke ¢popme. OBaj Mporec MOYUumHE y
eMOPHOHAITHOM TIEPUOJIY M Tpaje 0 CMPTH jEMHKE, a MOXE CE MOJICIIUTH Ha TPEHATATHY U
MOCTHATaIHy XeMmaTomoe3dy. lIpeHaranna xemaromoe3a TMOYHIE Yy JKyMaHYaHO] KecH
(me3o0macHa ¢aza) Beh y tpehoj Henmesbm pasBoja. Y oBoj (a3u m30CTaje MPOyKIIHja
JICYKOIIMTa ¥ TPOMOOIUTA. Y MIECTO] HEJeJbH T'eCTaIlMj€ XeMaTOoIoe3a MOYNLE J1a Ce OJIBHja Y
jerpu (xemaruyHa (asza), a HEIITO KaCHHje U y cIe3uHu (ineHanHa (asa). Y xenaTudHoj ¢asu
dbopMupajy ce KIacCH4YHH O€3jelapHu CPUTPOIMTH, KA0 W Majad Opoj JICyKOIUTa W
MerakaproruTa. O]l mMecTor Mecena WHTPAayTEPHHOT pa3Boja INIABHU XEMAaTOINOE3HH OpraH
MOCTaje KOCTHA CpK, MajJia MPOJyKIMja KpBHUX henuja y jeTpu W CIIE3HMHH Tpaje CBE [0
pohemwa tuiona. [TocTHaTtanHa Xemaroroesa ce oJlBUja y KOCTHO] CPXKH IJbOCHATHUX KOCTH]Y
(MemynapHa (aza), aJii ce y TOKY TMOjeIUHUX XEMATOJIOMIKUX OOJIECTH MOXKE OJIBHjaTH U HA
MECTHMa y KOjUMa Ce WHa4e OJIBHja Koj (heTyca Wi YaK y Jey KOCTHE CPXKH TJI€ je TOKOM

pa3Boja IpecTalia jia ce 0/1BHja.
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Cauka 1. Xemaronoesa (ITpeysero ca www.biologija.rs)



Cge henmje xpBH HacTajy of 3ajeqHuuyke MatuuHe (urypurnorentHe) hemuje. OBe henuje
Ce PETKO Jele ald WMajy BHCOK IOTEHIMjal caMOooOHaBJbama. M3 marmunux henuja
xemaromnoese mpoaudepannjomM u nudepeHIrpameM HacTajy hemuje Koje ¢y MyJITHIIOTEHTHE
3a OJIBUjambe MHUjenonoese (eputpormoese, IPaHyJIO0IUTO-MOHOILIUTOIIOE3E,
MerakapuoIuTonoese) u MmyatunoreHTHe henuje mumdomnoese (3a b u T mumdorute). 13 oBe
nee Jo3e motude 10 (GyHKIMOHATHO pa3IMUMTUX TUMOBa henwja (HeyTpoduim,
MoOHOLUTH/Makpodaru 06a3zoduiid, €O3MHODUIN, EPUTPOIMTH, TPOMOOIUTH, MACTOIIMTH,

neuapurcke hemuje, b u T mumdouutr) (Doulatov u cap., 2012) (Cnuxa 1).
1.1.1. Matuune henuje xemaTonoese

[Tomohy camooOHaB/bamha, TOTUIOTEHTHE, MYJITHIIOTEHTHE W/WIN IUTyPUIIOTEHTHE
MaTHyHe hemnmje xemaToroese OJip)KaBajy KOHCTAHTHOCT COIICTBEHE MOMYyJaluje Y KOCTHO]
CpXH y yCIOBHUMa (DHU3HMOJIOIIKE PABHOTEKE Xemaromoese, a A0 oapeheHe rpanuue u y
ycloBUMA Kajia je oBa paBHOTeka HapymieHa. [Iponmudepannjom u audepeHnyjanujom u3
MPUMHUTUBHUX IUTYPUIIOTEHTHUX MaTUYHMX henuja xemaromoese HacTajy Hajupe henmje koje
Cy ¥ Jajbe IUIYpUIIOTEHTHE, aJi Cca YHEKOJWKO pPEIyKOBaHUM TOTEHIIMjaJIOM
camMooOHaBJbama. M3 hennja ompenesbeHUX 3a JBE WIM CaMoO jJeJHY J03Y, Koje MehyTuwm,
uMajy BeOMa CKpPOMaH WJIM HHUKaKaB KalalUTeT caMOOOHaBJbama, AU(EpeHIIN]jAINjoM
HacTajy MOpP(OJIOIIKH MPENno3HAT/BUBU MPOTEHUTOPU KOjU JaJboM JU(EepeHIHjalujoM U
caszpeBameM J1ajy 3pene henuje.

Hanac ce maTuuHe henuje xemaronoese rpy0o Aenie Ha AYroTpajHo penomnynuuryhe (eHr.
Long Term Repopulating Cells - LTRCS) u kparkotpajuo penonynuinyhe (enr. Short Term
Repopulating Cells - STRCs). lyrorpajno penonymumryhe matuune henmje cy crocoOHe aa
najy cBe henmjcke TUIOBE TOKOM II€JIOKYITHOT JKMBOTA MOj€IMHIIA, @ aKO Ce TPAHCIUIAHTUPA]Y
¥ TTIOTOMCTBO MCTIOJbaBa ciimuHe MoryhHoctu. Kpatkorpajuo penonynuinryhe matuune henuje
Op30 oOHaBbajy henuje mujenouane u/wim aumdounane noze (Zavidij u cap., 2010). Mana
rpyrna MaTHYHUX henuja xemarornoese Mpou3BOIM MIPOTEHUTOPE U 3pesie KpBHE hemnuje TokoM
IIETIOKYITHOT KUBOTA JeTHOT opranu3Ma. /la Om ojaprkane Tako AYroTpajHy XeMaToroe3y, 3a
MaThyHe henMje XeMarormoe3e je HEOMXOJIHO Ja OJpKaBajy paBHOTeXy u3Mely cremeHa
caMoo0HOBe M AudepeHnupama. ToOKOM mIpolreca caMoOOHOBE W3 jeAHE MaTuyHe henwmje
XEeMaToroe3e HacTajy jelHa WM JIBe MaTW4He henmje xemaroroese, hepke hemwje, mro

00e30ehyje ma cauyBajy cBOj HEONMXOAHO cTabuiiaH Opoj, KaJa HeKe oj henuja TMOYHy 1a ce



mudepennupajy. Matuune henuje xemaronoese mocenyjy u3y3eTHO BUCOK MPOTHQEPaTHBHO
MTOTEHITH]aJl.

CD34 anTuren npenacraBiba TpaHCMEMOPAHCKH (POCOTrTUKONPOTENH KOjHU j€ IPBOOUTHO
UICHTH(PUKOBAH Ha XEMAaTOMOCTCKMM MAaTUYHUM henrjama u mporeHuTopckuM henmjama. vV
KJIMHAYKO] Tipakcu ekcripecuja CD34 anturena ce mporemyje ga 0u ce 00e30eamno opxe
npecahuBambe y TpaHCIUIAHTATHMa KOCTHE CPXKH a Takohe ce MOXKe KOPUCTHTH M Kao
CCJICKTUBHM Mapkep NPHIUKOM copThpama henuja, na Ou ce oboraruia MOMynammja
He3penux xemaromnoerckux henuja (Sidney u cap., 2014). Mako ce mpernocraBiba Ja je TO
camMo Mmapkep matuuHux hemmja, gerekuuja CD34 y KocTHOj cpHM WM y30pLKMa KpPBU
MPEJCTaBJba 3alpaBO MCEIIABUHY XEMAaTOIOSTCKMX MAaTHYHUX/TIPOTCHUTOPCKUX henwja, mpu
yeMy BehWHa TpuNaza MONyJTalWju TNPOTSHUTOPCKUX henmja. XymMaHe XeMaTOIOETCKe
maruune henuje ce nambe oasajajy oq CD34" nporenuropckux henuja HUCKOM €KCIIPECH]OM
CD90 anturena u HemoctaTkoMm ekcrnpecuje CD38 anTurena, xymaHor JeyKOIUTHOT
antureHa-DP u manema mapkepa 3penux xemaromoerckux hemwja (Sidney u cap., 2014).
CD34" xemaronoercke Maruune henmje cy y cramy nga ce audepeHuupajy y cse henuje
XEMaTOIMOEeTCKEe JMHHUjEe W WMajy BHCOK mpoiudepatnBHU KamanurteT. McrnutuBama cy
nokaszana jga CD34" xemaromoercke Mmaruyne henuje u mporeHuTopcke henuje wmajy
crocoOHOCT naa ce In Vivo mgudepeHuupajy y apyre henujcke nuHHje, ykIbydyjyhu
pecniupatopHe enuTenHe henmje, xemarouute W Kapauomwuormre (Sidney u cap., 2014).
[TocToje Takohe pazIMUMTH KIMHWUYKA M EKCIIEPUMEHTAIHW IPOTOKOIH 3a H30Jalujy
matnaanx CD34" henuwja koje ce KopucTe 3a TpaHCIUIAHTAIM]y, TEHCKY TEpamujy, Kao H

uusbHe henuje 3a Oyayhy 3ameHy opraHa.

1.2 Xpouuune mujesionposudepaTuBHe HeolJIazMe

MujenonpomudeparuBae Heomnazme (MITH) mpencraBibajy rpyny KIOHCKHX OojiecTu
MaTUYHUX henrja xemaromoese, Koje Kapakrepuine nmopemehaj mponudepanuje jeaHe Win
BHIIIC MUJEJIOMIHUX JI03a y KOCTHO] Cp KU M ToBehame Opoja 3penux hemuja (epurporura,
JeyKouuTa, TpomobonuTa) y nepudepHoj kpsu (James u cap., 2008).

William  Dameshek je  1951. rommnHe mpBM myT  yHnoTpeOHO  TEpMUH
,MujenonpoiandepaTuBHe OonecTH Kaxa je y UCTy TpyHy CBPCTao: €CEHIUjalIHy
tpombonuremujy (ET), momummremujy Bepy (IIB), mpumapny mwujenodudposy (IIMD) u
XpoHn4yHy Mmujenouany jgeykemujy (XMJI) (Dameshek, 1951). On je Ha 0a3u CIUYHOCTH Y



KIIMHAYKOM HCIIOJbaBalby IOCTABHO XHUIIOTE3y Jia Cy OBE OOJISCTH CaMO pPa3lIn4uTa
MaHudectanuja mnoBehane mnponudepaTHBHE aKTUBHOCTH henuja KOCTHE CpXKH Kao
nocjenua, BpJo MONHOr anM joIl yBHjeK HEOTKPUBEHOI CTHMYJIAHCA, KOjU AaKTHBHpA
XEeMaToroe3y y KOCTHOj CPXH, alld M BaH e y jeTpu u cie3uHu. CBeTcka 3apaBCTBEHA
opranuzanuja (C30) je 2008. roguHe U3BPIIMIA PEBU3H]Y KIacU(UKAIH]Ee XEMaTOJOIKUX
MaJUrHUX OO0JIECTH, TJI€ j€ CTapd Ha3uB ,XpOHWYHE MHUjeonpoindepatuBHe O0IECTH
3aMEHECH HOBMM HA3UBOM ,,XpOHHYHE MujeionpoiudeparuBue Heorwtazme (XMH)“ (Tefferi
u cap., 2007). HaBenena kimacudukanuja je 3aCHOBaHA Ha HAjUCTAKHYTH]O] JUHHjH henuja
KpBU KOja ToMjeke Mpoiudepannju, yapyXkKeHO] ca KIMHUYKUM M J1a00paTOpHjCKUM
HasazuMa. Kako ce XMJI uzaBojuia cBojuM creniuuIHUM MOJIEKYJIapHUM Mapkepom — Bcr-
Abl dy3ujom (,,Punanenduja xpomozoM™), ocraiie Tpu Oonectu ce HazuBajy Oumanenduja
XpOMO30M—HETaTHBHE OOJIECTH MM MU]EIONpOonpepaTHBHE HEOIIa3Me Y Y)KEM CMHCIY.
Prchal u Axelrad cy npBu mokasanu na henuje kocTHe cpyku narujeHara ca [1B ctBapajy
in Vitro kosioHWje epuTporoe3e 0e3 10JaTKa CIOJbEEr EPUTPOIOCTHHA, 33 Pa3IUKy O]
3apaBux ocoba (Prchal u cap., 1974). Hcro je moka3aHO M 3a IMPOTCHUTOPE EPUTPOIIOE3e
narujenara ca [1B y kyntypama 6e3 cepyma (Correa u cap., 1994). OBaj mporiec, Koju ce
Ha3MBa €HJIOT€HO EPUTOLIUTHO (hOpMUpPame KOJIOHHU]A, IyTo je OO0 HajBaXKHUJU KPUTEPHYM Y
JMjarHOCTUIM OBHUX Oojectu. MehyTuMm, XUNEPCEH3UTUBHOCT TYMOpCKHX henuja Huje
crierpUIHa caMo 3a EPUTPOIIOCTHH, Beh yKibydyje U Ipyre MUTOKUHE: nHTepieykuH 3, SCF
(enr. Stem Cell Factor), GM-CSF (enr. Granulocyte Macrophage Colony-Stmulating
Factor), IGF-1 (ewnr. Insulin-like Growth Factor 1) u tpom6onioerun (Dai u cap., 1992).
MIIH cy GonecTu kKapakTepUCTHYHE 3a CTapHje )KMUBOTHO J00a (mpeko 65 roauHa), mMajaa
ce MOTy jaBUTH OWJIO Kaja TOKOM >kuBoTa. OBe OosecTd Mmocenyjy 3ajelHUYKe KIMHUYKE
MaHH]ecTaIje Kao ITO j€ PU3HK 3a pas3BHjambe TpoMO003a, €BOIylIHja Y CEeKyHIApHY

mujenopuodposy (ET u I1B) u Tpancdopmariuja y akyTHy MUjesIonIHY jeykemujy (AMII).
1.2.1. loauuuTeMuja Bepa

[Monuuremuja Bepa (I1B) je obobeme MaTuyHUX henmja Xxemarornoese Te je u3pakeHa
epuTpougHa Tpoiudepalja, HHM3aK CTEMEH amomnTo3e, JaojaTHa mpoiudepannja
TpoMOoOlLIMTa, Kao W HampeaoBame U3 mponudepatuBHe ¢asze y a3y neykemujcke
tpancopmanuje. CTeneH CMpTHOCTH ce noBehaa ca roguHama (mpeko 60 roauna). ['maBHu
pasiio3n CMamEHOT TMPEeKHBIJbaBama Kol naiujenara ca [I1B cy tpom6o3a u Tpanchopmaruja

y mujenopudposy umimm AMIJIL. Tpanchopmaruja y mujenopudposy ce jaBba y oko 30%



ciy4ajeBa (Rumi u cap., 2006), a y AMJI y 4-8% cayuajesa (Landgren u cap., 2008). I1B je
XpoHHYHA OO0JeCT KpBH OOe€le)KeHa H3pa3suTHUM IoBehameM TpuU THIA KPBHUX henwja
HACTAJIMX Yy KOCTHO] Cp)KH: EPUTpPOILHMTA, JIEyKOUUTa W TpomOouuTa. BasbaHocT HEKHX
kopumthennx mapkepa y nujarnoctuiin MITH, kao Ha mpumep nonunuremuja pyopa Bepa 1
(PRV1) u jemapuor ¢axrtopa epurpouue jo3e (eur. nuclear factor erythroid-derived 2, NF-
E2), jomr yBek je xkonrpaBep3na (Goerttler u cap., 2005). PRV1 je penenrrop koju ce Hagasu
Ha MOBPIIMHU helrja XxeMaToIoe3e U jako je TOBUIIICH KOJ TpaHyJIouTa namujenara ca [1B,
anu He u kox apyrux MITH (Temerinac u cap., 2000). YtBphena je u nmosehana ekcripecuja
TpaHckpunuuoHor ¢akropa NF-E2 koju noBomu mo pas3Boja EINO-He3aBUCHUX KOJOHH]a
EpUTpONOe3e Kao W JO TIpeycMepaBama MOHOIMTHUX heiMja Ka epUTpPOINoe3H U
merakapuoruronoesu (Goerttler u cap., 2005). Behuna cumnroma I1B je y 6iuckoj Be3u ca
noBehaHOM 3anpeMUHOM U BUCKO3HOIINY KpBHU ManujeHTa. Y jedewmy oBe OosecTn Hajuyenihe
ce KOPHCTU TepamMjcKko uchymrame KpBu (¢piebotomuja). Kao momyHa opauHupajy ce
AHTUKOATyJAI[MOHU JIGKOBU JIOK KOJ O30WJbHUjUX CilydajeBa J0ja3d y o003up U

XEMHOTEPAITH]CKO JICUCHHE.
1.2.2. EceHumjajiHa TPOMOOIMTEMHja

Ecenuujanna tpombouutemuja je nocnenmwa knacuyia MITH koja je 3BaHu4HO omnucaHa
1934. rogune of ctpane ayctpujckux naroiora Emila Epsteina u Alfreda Goedela (Epstein u
cap., 1934). Kapakrepuiie ce mochameM Opoja TpoMOOIMTa Yy KPBH, XHUIECPILIA3UjOM
MErakapHuoILUTHE JI03€ Y KOCTHO] Cp>KM U CKJIOHOWIhy Ka KpBapewmnma U TpomOo3u. OBa
OosecT je peTka U jaBiba ce Hajuemnthe mocie 50. roanHe KUBOTA, Majla CE MOXE JaBUTH U Yy
nepuoay on 2. 1o 90. ronune. Kapakrepuie je yop3aHo crBapame Tpomboruta (1 10 10
MyTa BHILE HErO0 HOPMAJHO) y3 HbMXOB OYYBAaH BEK, IIa HUXOB Opoj y mepudepHoj KpBU
npenasu 1 1000/mm?, 10K je cTBapame Apyrux helwjcKux NTHHMjA y TpaHUIAMa HOpMAJE.
Henocrarak cnennduyHux uroreHeTckux mMapkepa 3a ET KoMIinKyje KJIOHAJIHY aHaJIU3y U
pasymMmeBame narorenese 6oinectu. [lojauana excripecuja rena 3a PRV1 je takohe morsphena
n y ET, mro je ox 3Hauaja 3a pasnukoBame [IB u ET on cexkynmapue tpomGoumrtose u
eputpormro3e (Teofili u cap., 2002). 36or ysehanor Opoja TpomOoIMTa H07a3H 0
CKJIOHOCTH Ka TPOMO0EMOOJINjCKUM KOMILTHKAIMjaMa KaKO Y BEHCKHM TaKO M Y apTepHjCKUM
cynosuma. Jleykemujcka Tpanchopmaimja ce jaBiba koa 4-8% cnyuajeBa (Abdel-Wahab u
cap., 2010), nox ce Tpanchopmanuja y mujenodudposy jaBsa y oko 3-15% cayduajeBa
(Cervantes u cap., 2002).



1.2.3. IIpumapua mujenogudposa

[Tpumapna mwujenodubpo3a mpencTaBba XPOHUYHO O0OJBEHE KOCTHE CpKH KoOje ce
KapaKkTepHILEe MTPOrPECHBHOM (UOPO30M KOCTHE CPIKH Ca EKCTpaMeIyIapHOM XeMaTOIoe30M
y cie3unu U jerpu. [Ipencrasiba HajTexy hopmy ox MITH Gonectu ca Hajkpahum BpeMeHOM
MpeKUBJbaBamba. Moke OWTH T3B. HWAMONATCKA WJIM TpUMapHa Mujenopudpo3a u
CeKyHJapHa, Tj. HacTana Tpanchopmamujom u3 [1B, ET wim Hekux apyrux 6onectu. [IMD
MpeACTaBba CIICIUPUIHO 000JbeHE ca (UOPO30M KOCTHE CP)KH KOje BPEMEHOM JOBOJHU 0
HEJOBOJLHOT CTBapama henuvja KpBU U 3aCToja y pamy KocTHe cpxu. Pubpodnactu, MehyTum,
HUCY J1e0 MayMrHor mporeca Beh ¢uOpo3a mpejacraBiba peaknujy hemuja ctpoMe KOCTHE
cpku Ha wmamurau npomec (Castro-Malaspina, 1984). Ilpahena je wmujenonIHOM
MeTaruia3ujoM — yBehame jeTpe W cie3uHe, yclieJ MOHOBHE akTuBaluje (eramHux mecra
xemaronoese. [lopen cruieHomeranuje oOMYHO ce jaBJba M JIEYKOEPUTPOOJIACTHA aHEMH]ja
KOja TocTaje cBe m3paxeHuja BpeMeHoM. Hajuemrhe ce nujarHoctukyje y kacHoj (asm, kama
je Beh mpucyTHa aHeMHja B cMambeme Opoja kpBHUX henuja. JlykrHa )KHUBOTA KO/ TAIlHjeHATa
ca [IM® je 31% Hmxka HEro KoJ MoIyJaluje CpoJHe MO TFOJUIITY U IOJy, ca MPOCCUHUM
NpeXKUBJbaBakEM O] 5 roanHa, Maga Miahu nmanujeHtn mMory xwuBetd ayxe (Tefferi u cap.,
2007). Y3pomu cmptu Hajuerthe cy nudekimje, TpoMO03e Ha pa3HUM aHATOMCKUM MECTHMA,
CpuaHe KOMIUIMKanuje ycnen ontepehema crnesmHe, T1uiyhHa  XumnepTeH3uja W

TpaHchopMaiuja y akyTHy mujenounny ieykemujy (Tefferi, 2008).
1.2.4 Mopdoaoruja koctHe cp:xku kox MITH nauujenara

Csa tpu enturera MIIH — TIB, ET u IIM® npencraBipajy kioHalHe nopemehaje
MatuyHe henuje KOCTHE CpiKHM Koje KapakTepuiie mpoiudepalija jeHe WM BHIIE JIMHHU]a
epUTPOHIHE, MU]jETIONIHE WM MerakapuouuTHe henujcke nmuauje. [loctoju cBe BHIIE H0Ka3a
Ja MHMKPOOKOJIMHA KOCTHE CpXH MOXeE JIONPUHETH HWHAYKOBalkY U  OJpKaBamby
XEMaTOJIOMKUX Manurauteta. Pa3Boj ¢pudpose y koctHoj cpxxu MITH mamnujenara Baxkas je
HEraTUBHU MMPOTHOCTUYKHU (aKTOp KOju oJpelyje KIMHUUKHN TOK U IIaHCE 33 IPEKUBIbABAE.

XuctoMmopdosoriuja KOCTHE CpXH, TMOped KIMHUYKUX MaHudecranuja Hu
na0opaTOpMjCKUX Hallaza, je€ BeoMa BaXHa Yy JAMjarHo3n M kinacuduxamuju MITH.
Kapaxrepuctuuno 3a ET nauujente cy BequKd, XUIEpIoOyIUpaHU U 3pETH METakapHOIUTH
Koju cy nabaBo rpynucann. KoctHa cpk marujeHara ca [1B nujarHo3oM ce mpero3Haje mo
JICOMOP(HUM METakapuoIMTHMa KOJU Bapupajy y BEIWYWHU, aIh Cy 0e3 JnedeKTa TOKOM

ca3peBama. HacynpoTr ToMme, MerakapuouuTH y KOCTHOj cpxku [IM® mamujenara mokasyjy
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aOHOpMAaJTHO ca3peBambe U MMajy XUIIEPXPOMATHHCKE U HEMPABUIIHE ITIOMa3HEe HYKJIEyce KOjU
cy 30mjenu. 3ajennmuko 3a [IB m [IM® mnammjeHTe jecTe wu3pakeHa TPOIMHH)CKA
myjenonponudepanuja, koja je oxacyrHa kox ET manumjenara. Xucromopdornoruja
METaKapHoIUTa je CTOra BeoMa KOPUCHO CPEACTBO Y KIacu(UKALUjU Kao U 3a PA3IUKOBAbE
MIIH on ocranux MujenonaHux ManmurHureTa. [lopex Tora, peTHKyIMHCKAa M KOJAareHCKa
¢ubpo3a, a 4ecto M OCTEOCKIepo3a, je mpucyTtHa y ¢ubpornynoj [IM®D. Mamu crenen
perukynuHcke GuOpose moHekaa ce Moxke Hahu u y koctHOj cpxku ET u 1B manumjenara
(Thiele., 2009). ITo3uato je na mamujeatn ca ET aujarHo3om umajy HajMambe KOMILIHKALH]E,
MmehytuMm, oko 10% mnanujenara pas3Buje MujenopuOpo3y TOKOM HampeaoBama O0O0JECTH,
no3Haty kao noct-ET mujenodubdposy, koja je moBe3aHa ca JOMIKjUM MporHo3zama. Mame oJl
2% manujenara he manpenosatu 1o AMJIL. Kox I1B, oko 30% mnamnujenara passuja moct-11B
Mujenoudposy Mok ce TpaHchopmaiyja y geykemuje jaBiba y 1% ciydajeBa. [lanujentu ca
npepudbporuyHom [IMD nmajy mame KOMILTUKalMja, Me)yTuM TOKOM OOJECTH y KOCTHO]
CpXM ¥ cie3uHH ce moBehaBa KOMMYMHA DPETHKYJIMHA IITO PE3YNTyje M KOJIAreHCKOM
¢ubpo30M ca OCTEOCKIEPO30M M CMameHOM Xemarormoe3oM. KIiMHWYKAa ciMKa 3a OBE
ManyjeHTe ce ojpelyje Ha OCHOBY CTeNeHa aHeMHuje W cIuleHomeranuje. Jleykemmjcka
Tpancdopmarimja ce jaBsba ko1 10% IIM® nanujenara (Murray., 2005; Tefferi.,2011).

3a oxapehuBame npoaudepaTUBHOT KamamuTeTa KOJl XEMAaTOJOUIKMX MAaJIMTHUTETa
NpUMEeRYje Ce UIMYHOXUCTOXeMHjcKa MeToza y3 kopuiiheme Kib7 kao mpuMapHOTr aHTUTEIA.
Anrtuteno Ki67 ce Be3yje 3a jelapHU aHTHISH KOjH je MPUCYTaH caMo y mpoiudepuiryhnm
henujama. Kako je Ki67 mporerH mpucyraH TOKOM CBUX akTHBHHX (pa3a hemujckor mukiyca,
Kao ¥ y Muto3u, npouenat Ki67 nmozutuBHux henuja ciyku Kao BalujHA Mepa BEIUYHHE

nponudepuiyhe dppakiuje y momynanuju Maauraux heiuja (Scholzen i Gerdes, 2000).

1.3 AHruorenesa

AnTHoreHe3a je (pU3MONOIKH MPOIeC W MPUPOTHU OATOBOP Tela Ha UCXEMH]Y, KOjH ce
KapakTepuIlle pacTOM HOBUX KpBHHX cymoBa u3 Beh mocrojehux. Pa3Boj kpBHEX cynoBa de
NOVO TOKOM eMOpHOHATHOI pa3BOja Ha3MBa C€  BaCKyJoreHe3a. AHTHOTeHes3a
(HeoBacKysapHu3alyja) MpeacTaBiba Jajbl pacT KpBHUX cyJoBa o Beh mocrojehux u nemasa
C€ Kako y eMOpHOHAIHOM, TaKO W y aayJITHOM IMEpPUOAY pa3Boja y (U3HOJOMKUM M
MATOJIOIIKUM YyClIOBUMa. BakHO je HAaloMeHyTH Ja je aHrMOoreHe3a NMPOMMHEHTHHU IPOIEC

Ko OpojHUX 000JheHa Kao MTO Cy aujabeTecHa peTHHONAaTHja, peyMaTOUTHH apTpPUTHC,



ncopujaza, OyOpexxHa oOosbera W xureprensuja (Gupta i Zhang, 2005). Tymopcka
aHTHoOreHe3a uMa nocebaH 3Hauaj jep pacT TyMOpPCKHX henrja u pa3Boj MeTacTasa 3aBHCE OJ1
dbopMupama HOBUX KPBHUX CyJIoBa KOju he HMX cHa0aeBaTH KHUCEOHHKOM, XPaHOM H
¢dakTopuma pacra. YIpaBo U3 TOT pa3jiora, HocieImbiX AeeHHja ce yIaKy BeJIHUKH HAIOPH Y
Wby pa3BUjarba TEPANCYTCKUX TNPUCTyNa Koju he mpomoBucaTH peBacKysIapU3aIujy
HMCXEMUYHUX TKUBA WM MHXUOMPATH aHTHOTCHE3y KO TyMOpa U Pa3iHuUTHX 3ariaJbeHCKUX
OonecTH.

[Ipouec anrmorenese ce oaBuja y Bumie (asza: mpoaykmuja (akTopa aHTHOTEHE3E,
BE3MBamke OBHX (DaKTopa 3a pelenTope Ha CHIOTEIHUM heiujaMa, aKTHBAIlMja SHIOTEIHUX
henuja, mpoTeonuTHYKa pasrpaima OazaaHe MeMOpaHe M EKCTpalelyJIapHOT MaTpHKCa,
nponudepannja 1 MUTpaldja eHA0TSIIHUX henuja, MyNJbemkhe U PAcT CONMTHUX CHIOTCITHHX
Tpaka, popmupame KanuiapHe eTjbe U BackynapHa cradbmimsanuja (Nishida u cap., 2006).

OcuMm Beh mo3HATOr yTHIlaja aHTHOT€HE3€ Yy HACTaHKY M MPOTPECHjU COJHIHUX TyMopa,
HOBHja HCTPaXMBamka OIHUCYjy M HEHY 3Ha4yajHy YJIOTYy y MAaTOreHE3H XEMaTOJIOIIKUX
manmuraurera (Medinger u cap., 2010). Kox pa3nuyuTix XeMaTOJOUIKMX MalIMTHUTETA,
yKJbyuyjyhu akyTHe W XpOHUYHE JIeyKemuje, MujenonponudepaTruBae Heorutazme (MITH),
MyaTuin mujenoMm (MM) u numdome, Kao o1pa3 IojadyaHe aHTMOTEHe3e, OINUCAHO je
MPUCYCTBO TMOBHWIIIEHE eKcIpecHje (akTopa pacrta BacKyilapHor enpotena (eHr. vascular
endothelial growth factor, VEGF) (Medinger i Passweg, 2014) u 6a3Hor ¢akTopa pacta
¢udpobmacta (eng. basic fibroblast growth factor, bFGF), xao wu mnoBehana
MHUKpPOBAcKyJlapHa T'YCTHMHa Yy KOCTHO] cpxkH. OmnucaHe cy Takol)e M TOBHUILEHE CepyMCKe

BPEIHOCTH HajBOKHHjUX MpoaHruorenux dakropa, VEGF-a u bFGF-a.
1.3.1. ®akTopH peryJialuje aHTHOTeHe3e

AHTHOTEHEe3a je peryircana oJpkaBameM paBHOTEke u3Mel)y crumynumyhux daxkropa u
MHXUOHMTOpA KOjU ce Be3yjy 3a cnenuduuHe hemmjcke peuentope Ha HUBHUM henujama u
pe3yaTar je Hu3a CclokeHuX henujckux u cybhemujckux Mexanumszama. Crnenuduune
CTaJMjyMe€ aHTHOT€HEe3€ pEeryjuily: aJXe3UOHH MPOTEeUHU (MHTETPUHH, CEIEeKTHHH,
KaJIXepuHu) Koju omoryhaBajy npuuBpiihuBame henuja 3a KOMIOHEHTE €KCTpalelyIapHOT
matpukca (ELIM), nporeunn EIIM (xonarenu, ¢puOpOHEKTHH, JJAMHUHHMH, MPOTEOTIHKAHH,
tpombocnonauH-1, tenacuuu-1] 1 SPARC - secreted protein acidic and rich in cysteine)
KOJH Cy OJTOBOPHM 3a MHTepaknuje usmehy henuja u marpukca, easumu EIIM (Mmarpukche

METaJIONPOTEHHA3e) KOjU JOBOAE J0 mpoTeonuse KommoHeHTH EIIM (mpBeHCTBEHO



KonareHa), (akropu koaryinaunuje KpBH, nutokunu (IL-1B, untepdepon o u B, daxtop
Hekpo3e tymopa - TNF) u dakropa pacra (VEGF, bFGF, TGF-B, EGF - ¢dakrtop pacra
enuaepMa, aHTUOINOETHH-1) KOjU MPETe)KHO IMPEeICTaBibajy MpPOAHTHOTeHe (aKTope
(Medinger i Passweg, 2014).

Jeman o Haj3HAYAjHUJUX M HAjjayux CTUMYJaTopa AaHTHOTeHE3e j€ BacKyJapHHU
enporennu ¢aktop pacta (VEGF) 3a koju enmorenne hemuje moceayjy crenupuvHe
peuentope (Hoeben wu cap., 2004). VEGF ce 30Be jomr u BackylapHu (HaKTop
MepMeaduIIHOCTH, jep jeé TMOKa3aHo Ja moBehaBa MHUKpPOBACKyJIapHY MepMeadUIHOCT U
¢denectpanujy engorena. OH mpencTaB/ba Haj3HAYAJHU]U heNTUjCKU MUTOTEH KOTra MPOAYKY)Y
eHoTeNHe henuje y ycloBUMa XUIOKCHje, a CTUMYJIMIIEe U MUTPAlKjy €HJOTeIHUX henuja.
[Topen ynore y nanykoBamwy anruoresnese, VEGF omoryhasa oncranak ennorennux henmja y
HOBO(OPMHUpPAHHM KPBHHUM CYAOBHMa, YKJbydyjyhu u oHe ¢Qopmupane y Tymopuma.
®amunuja VEGF ykipyuyje 6 unanosa: VEGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E u
wianeHTHu dakrop pacra (enr. placental growth factor, PGF) (Medinger i Passweg, 2014).

VEGF je numepHH MUKONPOTEHH Be3aH AUCYIPUIHAM Be3amMa, MOJIEKYJICKe Mace of 34-
45 kDa. [Ia naHIa Koja ra YMHEe OpraHU30BaHa Cy y aHTUIIApaIeNHOM y30pKy. KpucranHe je
cTpykrype. CBakM MOJIEKYJl MMa JIBa MECTa KOjUMa ce Bexe 3a peuentop. Uetupu paznuyura
VEGF Ttpanckpunra xoju koaupajy nommmnentuae ox 206, 189, 165 u 121 amuHoKuCcennHe,
Mory OuTu mpuCyTHM y XymMaHuMm henujama. CBe uzodopMe NOTHYY OJi alTEPHATHUBHOT
CIJIajCcOBama jJeJHOT I'eHa Yuju je Koaupajyhu pernoH nojesbeH usmely 8 erzona. Hekomnmko
pazmuuutux VEGF wu3odopmu, ymnpkoc ¢(u3MUKuM pasiavkama, I[Oocenyjy HJIeHTHUYHE
ouonomke akTHBHOCTH. MehytuMm, mirnena ga ce VEGFi21 u y Benmukoj mepu VEGFies
CeKpeTyjy y conyounHoj dopmu, IOK apyre aBe m3odopMme ocTajy Be3aHe 3a hemujy,
BepoBaTHO 300r muxoBor Beher aduuuTeTa 3a henujcke MOBPIIMHCKE MPOTEOTIMKAHE
(Shibuya, 2011).

Cwmartpa ce na je Behmna Owmomomkux aktuBHOcTH VEGF mocpenoBana meroBom
MHTEPAKIM]jOM ca JBa TpaHCMeMOpaHCKa THPO3WH KHWHA3HA PelenTopa BUCOKOT apUHMUTETA!
FItl (VEGF receptor-1) u KDR (VEGF receptor-2). OBu penentopu (yHKIHOHHIITY Kao
CUTHAJIHU MOJIEKYJHM TOKOM BacKyJlapHOr pa3Boja. OTkpuBeH je u Tpehu, HekMHa3HU
petienitop, Ha3zBaH HeyponwinH (NRP-1), anm ce Mamo 3Ha O HEroBOM KalaluTeTy Ja
HHUIMpa CUTHaNMM3anujy enportennux hemuja (Shibuya, 2011). AMUHOKHCEIMHCKA CEKBEHIIA
FLT1 u KDR nocenyje 44% uaeHTHUHOCTH CTPYKTYpE, IpU deMy 00a MpoTenHa UMajy BpJIo

cimyHe ¢usuonomnke ¢ynkmuje. Oba ce cacroje o1 XuAPOoPOOHOT MpOTEeHHA KOora 4uHe 7
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UMyHODIIOOYNIMHY ciumuHuX mnetbr y ELIM, jeman TpaHcMeMOpaHCKH JIOMEH W THPO3HH
KMHA3Ha CcekBeHIa yHyrtap henuje. bpoj peuentopa mo hemmju, mehyrum, Bapupa Koj
paznuunTHX TKHBA iN Vivo. KDR je MCKIbYuMBO NPUCYTaH Y €HIOTEIHUM henrjama u u3rieaa
Jla IMa KJbYUHY yiory y nudepeHiujannju enaoTenaux hemuja u Backysnorenesu (Schlieve u
cap., 2016). ITokazano je na mumeBu koju HeMajy VEGF penentope ymupy y eMOpHOHATHO]
dasu paspoja (Shalaby u cap., 1995).

Curnanna kackana VEGF y xyntuBucanum enpotenHuM henujama camo je JeIMMHUYHO
cxaheHa, ajlM je MO3HATO Jla YKJbydyje HHM3 MPOTEHMHCKHX (ocdopuianmja movYeBIH ca
dbochopunanujom pementopa kojy mnpatu ¢ocdopuianrja THPOIUHCKUX  pe3uaya
dochonunasze 1-y (enr. Phospholipase C-y, PLC-») u dochatuaununosuron 3-kuxase (eng.
Phosphatidylinositol-3-kinase, PI3K). ITonyT apyrux aroHucTa eHA0TEIHUX hemrja, Kao MITo

cy Tpombun u xucrtamud, VEGF axtuBupa nportemn kuHasy 1, mosehaa mmBo Ca®’ u

CTUMYJIUIIIE aKyMyJiaiujy uHo3urtoi-1,4,5-rpudocdara (Brock u cap., 1991) (Cnuka 2).
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Cauka 2. lllemarcku npukaz VEGF nyra. VEGF ummpayenynapnu cuenanu obyxeamajy
xomnoneneme JAK/STAT nyma, PI3-xunaze u MAP kunasze. Axmusayuja JAK/STAT nyma je y
Kopenayuju ca ycxoonom pesyrayujom VEGF. Taxohe, PI3K/AKT cuenannu nym uepa asicHy yioey y
aneuozene3u U we2o8a excnpecuja je y xoperayuju ca ycxoonom pezyrayujom VEGE. Ipunazoheno
uz Gavalas, 2013; International Journal of Molecular Sciences.
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VEGF u meroBu penentopu ykbY4eHH CYy Y aHTHOTEHE3y KoOja C€ jaBjba Y MHOTHUM
COJIUJTHUM TYMOpHMA, YKJbY4yjyhu pak nojke, ne0enor mpesa, OCImKe, Kelyla | mpocTaTe
(Duffy u cap., 2013). Ilomro ¢opMupame COIMIHHX TYMOpa 3aBHCH OJl aHTHOTCHE3E,
Pa3BHjECHO je HEKOJIMKO cTpaTeruja 3a nnjbambe VEGF myTa kao jena aHTUTYMOPCKE Tepariije
(Duffy u cap., 2013). Ilpuctynu 3a 6mokupame VEGF aktuBHOCTH 00yXBatajy HHXHOHUIIH]Y
cekpeunje VEGF ennorenux tymopa, HeroBo HEYTpalUCambEe Y MUKPOLUUPKYIAUjU KAa0 U
cnpeyaBame BesuBamba VEGF u curnamue tpancaykiuje. bpojHe crpareruje 3a uHXuOUpame
TYMOPCKE aHTHOTeHe3e IyTeM cenekTUBHOr nujbatba VEGF curnamsor myra, TpeHyTHO ce

TeCTUPajy y paHoj da3u KIMHUYKKHX ucrutuBama (Duffy u cap., 2013).
1.3.2. Xunokcuja u aHruoreHesa

Perynamuja anrnoreHese XHIIOKCHjOM IPEICTaB/ba BAKHY KOMIIOHEHTY XOMEOCTaTCKHX
KOHTPOJTHUX MEeXaHW3aMa KOjH TOBe3yjy KapAuo-TuryhHO-BacKyJapHU AOTOK KHCEOHHUKA 10
MeTaboJInUKe MOTPpaXKbe y JokaHoM TKuBY (Giaccia u cap., 2004).

HIF cucrem (enr. hypoxia-inducible factor) je x/by4Hu perymatop HIMPOKOT oOrcera
hennjcKuX M CHCTEMCKHX OJIFOBOpa Ha XHUIIOKCHU]Y KOJHU JieNyje y CBUM henujama cucapa.
IIpomMeHe y TeHCKO] eKCIpecHju, AUPEKTHO WIM UHAUpeKTHO peryiaucane HIF-om,
obyxsBatajy npeko 100 rena. HIF-nocpenoBanu myTeBu yTudy Ha MeTaOOJIMUKY aJanTanujy,
€pUTPOINOe3y, aHTMOTe€He3y M BacKyJapHU TOHYC, Nenujcku pacT U AudepeHuujanyjy,
ONCTaHAK M aloNTo3y, M Ha Ta] HAYMH NPEICTaBbajy KpUTUUYHE (QakTope y pasBojy,
¢dusmnonoruju u 6onectuma (Maxwell u cap., 2001).

Tpanckpunimonu ¢akrop HIF-1 je xereponumep Koju ce cacToju Oj JiBa OCHOBHA
xenukc-nersba-xenuke [TAC nmporenna (enr. Per-Arnt-Sim, PAS): HIF-1a (oxo 120 xDa) u
HIF-1B (91-94 xDa) cy6jenunune. HIF-loo u HIF-1B cy0jenununa umajy HEKOJIHKO
n30pOpMHHUX OOJIMKAa KOjH Cy KOJHWPAaHU pa3IMuUTHM reHckum Jokycuma (Krock u cap.,
2011). Kuceonuk-neocersbuBa HIF-1B cy0jenuHuna je excnpuMupaHa KOHCTHUTYTHBHO Y
penaTMBHO KOHCTAHTHO] KOHLEHTpAalMju HE3aBUCHO] o] okcureHauuje TtkuBa. HIF-1a
cy0jenvHuIa je Takohe eKcrnpuMupaHa KOHCTUTYTMBHO, ajld ce Beoma Op30o jJerpaiyje
(MOTYXUBOT jOj je MamkU 011 5 MUHYTa) y henujama kKoje cy cHa0eBeHe KUCEOHUKOM WIIH Ce
aKyMmyJiHMpa Kaja cy henmuje M3JI0KeHe CcTpecy HHCKE KOHILEHTpauuje KuceoHuka (Jiang u
cap., 1996). Tpanckpunuuona aktuBHocT HIF-1 xereponumepa, Ha Taj HauMH, 3aBUCH OJ
noctrynHoctd HIF-1a cy6jenunuie. [locroje 3 nzodopmua obnuka HIF-a, mpu wemy cy HIF-

la u HIF-2a MehycoO6HO Bpio cauvHa u 0062 MMajy CIOCOOHOCT J1a C€ BE3Yjy 3a XUIIOKCHja-
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oarosopHe enemenre (eur. hypoxia responsive elements, HRE) y uu/bHUM XHIIOKCHja-
OJITOBOPHUM T'€HMMa W aKTUBUPAjy HUXOBY TpaHCKpUIIHjy. EkcrepuMeHTH yKasyjy na
aktuBanmja HIF-1 ykipyuyje pemokc 3aBucHy cradbunmzanujy HIF-lo nporenna. VY
xunokcnuHuM ycinoBuma HIF-lo ce TpaHcmomupa y HyKJIeyCc M XeTepoammepusyje ca [
cyojennuuniom popmupajyhu HIF-1 komrmiekc. Tpetupame ekcTpakara XUIMOKCHYHUX hennja
ankaiaHoMm ¢ocdartazom kuma ese ca JIHK, mro cyrepume na 6u dochopuianmuja Moria
ouTtu oaroBopHa 3a Besusame (Hashimoto i Shibasaki, 2015).

VY ycrmoBuMa HOpMOKCH]je, nona3u 1o pasrpaame HIF-1a cy6jenunune. UneatudukoBana
cy nBa ozxBojeHa noMeHa yHyrap HIF-lo cyOjeaunuiie, Koju Cy OArOBOPHH 332 MEXaHHU3aM
kojuM henujcku kuceonuk perynuiie HIF-1 aktuBHocT. KriceoHUK-3aBUCHU JIerpaalliOHU
nomel (enr. oxygen-dependent degradation domain, ODD) na xymanom HIF-1a cagpxu 2
nposnuHcka ocrtatka (Pro402 u Pro564) u nocpenyje y untepakiuju ca von Hippel-Lindau
(VHL) E3 nuraznum komriuiekcoM. IIponwHCKM ocTaly ce XHAPOKCHITY]y CHelubUuIHUM
npomi-xunpokcunazama (PHD1, PHD2, PHD3) u na Taj Hauun HIF-lo mocraje uusb
MIPOTE030MCKE JeTpajaliije M Jerpaayje ce NMyTeBHMa KOjU YKJbY4yjy YOWKBUTHHAIIH]Y
(Semenza, 2001) (Cnuka 3). JIpyro XHUIOKCHja-CEH3UTUBHO MECTO j€ MPUCYTHO Y KapOOKCH-
TEpMHHATHOM TpaHCaKTHBaIoHOM aomeny (enr. C-terminal activating domain, CAD) HIF-
lo. Kibyunu perynarop aktuBHoctd HIF-1a jecte meroB daxrtop maxubunuje - FIH-1 (enr.
factor inhibiting HIF-1, FIH-1) xoju y ycioBuMa HOPMOKCHje KaTalu3yje XHIPOKCHIIALH]Y
acraparuHckux octaraka y CAD, mto crnpeuaBa aconujarujy CAD ca TpaHCKpPHITIIMOHUM
Ko-aktuBaropuma. IIpomun-xuapokcunaze u FIH-1 ciyxe kao ceH30pu 3a KHCEOHHMK Y
nyTeBUMa oAroBopHUM 3a xunokcujy (Hashimoto i Shibasaki, 2015). HIF xunpokcunase cy
Fe(ll)-3aBucHe QHOKCHUTEHA3e KOje MMajy BEIMKY CIIOCOOHOCT BEe3WMBamha KHMCCOHUKA UYHME
omoryhyjy na ce HIF He unaktuBupa y XxunokcuyHum ycinosuma. I'Boxhe je ciiabum Besama
BE3aHO 32 TUXUAPOKCHIIA3€ U MOXKE OMTH 3aMEHEHO ca JIPYyT'MM MeTaliMa, Kao IUTO CY
KOOaIT W MaHraH, W TaJa TryOM KaTaluUTUYKy aKkTHBHOCT. Ha oBaj HaumH ce y
eKCIIEpUMEHTAJIHUM YCIOBMMa MoO)ke noctuhu mojadana ekcrnpecuja HIF, mrto uauMumpa
Moryhu myT 3a Teparneyrcky MaHumyianujy anruorenese (Masoud i Li, 2015). Mexanusmu
,CEH30pa“ KHCeOHHMKa (eHr. OXygen Sensing) jom HuCy J0 Kpaja obOjammeHu. [Ipema
J0ca/lalllilbiM MoJallMMa, YHHH Ce J]a XeM MPOTEHH, CIIMYaH HUTOXPOMY O, CITYy>KH Kao CEH30p

KOHIICHTpAIlMje MPUCYTHOT KrceoHrka y TkuBumMa (Masoud i Li, 2015).
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Cauka 3. Perynucame ekcnpecuje reHa WHAyKOBaHe XUIokcujoM o crpane HIF-1. V
yenosuma nopmoxcuje, HIF-1oo cybjeounuya je eesana sa von Hippel-Lindau (VHL) mymop
Cynpecop npomeuH U HA4 MAj HAYUH je Mema Hpomeo3oMcke oezpadayuje yYOUKGUMAPHUM
npomeo3omMcKumM nymeeuma. Y xunoxcuunum ycinosuma, eesusarwe VHL 3a HIF-lo je
uHxubupano wmo 00600u 0o axymynayuje HIF-la, mweecoge oumepuzayuje ca HIF-15 u
8e3UBAFA 34 XUNOKCUjA-002080pHe enemeHme Opojuux eena. Ilpunacoheno uz Semenza,
2001;Trends in Molecular Medicine.

AxtuBHu xerepoaumepHu HIF-1, Be3yje ce 3a XMIIOKCHja-0ATOBOPHE €JIEMEHTE (€HT.
hypoxia-response elements, HRES) OpojHux reHa. YuecTByje y HHHIUjallUju TPAHCKPHIILIHjE
VEGF u bFGF rena y xunokcuunum ycioBuma. Takohe, yKJbydeH je y akTUBaIHjy OpojHUX
reHa KOjU Cy YKJbYUEHHU Y pa3jMuuTe CTYNHEBE aHTMOIeHe3e, Kao LITO Cy MeHH BaXKHU 3a
MeTa0oIM3aM MaTpHUKCa, U YKJbYUyjy TpaHCIIyTaMHHa3e, KOJIareH MpPOJIMI XUAPOKCUiIase,
3aTUM CHHTETa3y a30T OKCHJa KoOja je BaXKHa 3a OJp)kKaBame BacKyiapHor Tonyca. HIF-1
YYECTBYj€ U y peryjianuju MeTaOoJIMYKUX Mpoleca aKTUBAIL[MjOM TPAHCKPHUIIM]E HEKOJIUKO

TITMKOJIMTHYKKX €H3MMa M TITyKo3HOT mpenocuoria-1 (Hashimoto i Shibasaki, 2015).
1.3.3. Perys1anmja ekcnpecuje VEGF xunoxcujom

Xunokcuja je cHaxaH crumynyc sydewa VEGF. Ilopact cekpeuuje Ouonomku
aktuBHOT VEGF nenumuuno je y3pokoBaH mopactoMm Tpanckpuniidje VEGF rena. Kaga y
XUMOKCUYHUM ycioBuma ohe no numepusanuje HIF-1a u HIF-1p monekyna, oBaj KoMIuiekc
ce BEXe 3a XUIIOKCHja OJAroBOopHe eneMeHTe Ha 5°-kpajy VEGF rena u akTtuBupa meroBy
tpanckpunuujy. Takohe, excnpecuja VEGF 3nHauajHO pacTe y XMIOKCHUYHUM YCIOBHMa 300T
nopacta crabuinHocty VEGF uPHK. V3 10, yHyTpamme pub030MCKO yiaa3HO MecTO (EHT.
internal ribosome entry site, IRES) ocurypasa ycmemran yna3 VEGF uPHK y pu6o3some.

VHL (von Hippel Lindau) tymop cympecop mporeun perymuuie ekcrnpecujy VEGF na
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MMOCTTPAHCKPHUIIMjCKOM HHUBOY. XumnokcujoM uHaykoBaHa VEGF ekcnpecuja, pemnoBHO je
Be3aHa ca nosehanom excrpecujom FLT1 u KDR (Shih u cap., 1998).

Kako je wnmykmuja HIF-lo HeonmxogHa 3a akTHBAIMjy OATOBOpa OpraHU3Ma Ha
XHUIMOKCH]Y, TOCTaBJbECHO € MUTAE HHErOBe YIIOTe y KPajIlbeM HCXOIY HCXEMH]CKE TTOBPEE U
na ynu HIF wmanunynanmja moxke TO mompaBuTu. Hekoinko cTparervja je YCHEIIHO
KopuniheHo y ekcrniepuMeHTaHoj aktuBanuju HIF-a. Mehy Haj3Havajaujum MoryhHoctuma
ciomume ce kopuinheme naxuouropa HIF xunpokcnnasza. Maxubuuujom HIF xuapokcunasa
nomohy ananora 2-okcoriyrarapara ctabwmmsyje ce HIF um akTuBupa TpaHCKpUIIIMOHU

oarosop (Pugh u cap., 2003).
1.3.4. Perynanuja excnpecuje VEGF azotr moHokcuaom

A30T MOHOKCHJ, TPBOOWTHO IIO3HAT M Kao EHAOTeNHH (AKTOp pelakcaiuje, je
pacTBOpJbMB M BEOMa PEAKTHBAH Tac KOjU c€ Be3yje AMPEKTHO 33 XE€M PErHoH MHOTHX
en3uma. CHHTETHINE CE 3aje/IHO Ca IUTPYJIMHOM y peakuuju JI-apruHuHA U MOJIEKYJIapHOT
KHCEOHHKA JICIIOBabeéM €H3MMa a30T OKchi cuHTeTase (eHr. nitric oxide synthase, NOS).
CBojy aktuBHOCT NOS ocTBapyjy Ka0 XOMOJUMEPH Y MPUCYCTBY HEOIXOJHHUX KOCYIICTpATa:
JI-apruanaa, NADPH u Oz, u mer xodakropa WM MPOCTETUYHUX Tpymna: (IIaBUH aJleHUH
JTUHYKJIEO0TH1a, (DIaBUH MOHOHYKJIEOTH/1a, KaJIMOJyJINHA, TEeTPaXuApOOHONTEepUHa U XeMa.
JBe nzodopme NOS: neypaana (NNOS wiu NOS 1) u engorenna NOS (eNOS umu NOS 1)
KOHCTUTYTUBHO C€ EKCIPUMHUpAjy y OpraHu3My H TPUTNANajy KaJldjyM-KaJIMOTyIHH
3apucHEM eH3uMuMa. [lTopen korctutyruBHEX NOS (cNOS), moctoju u naaynmuomma NOS
(iINOS wmmu NOS II), kapakTepucTHUHA 32 UMYHCKe henuje 1 He3aBUCHA O/l KOHIICHTpAIHje
Kanuujyma. tbeny ekcmpecujy HMHIAYKY]y ~OaKTEpUjCKHU  JIMIIONOJIMCAXapUIU  WIIH
npouHdnamatopun nutokuan. iINOS ce Hanmasu y makpodaruma, Kyndeposum henmjama,
HeyTpodhuiuma, ¢GudOpodIacTuMa, TIATKO] MYCKYJAaTypH W €HIOTENTy KPBHUX Cy/OBa.
Ennorenna NOS je nerekToBaHa M y MHUOIIMTHUMA Cplia, Me3aHTHjckuM henujama OyOpera,
ocTeo0yiacTMa, OcTeokiactuma u Tpombomutuma (Rang u cap., 2005), mok ce nNOS
eKCIpUMHpa y nepudepHrM U LIEHTPATHUM HEypOHMMA, -hennjama maHkpeaca, CKeIeTHUM
mummhuMa, enuteny aucajuux myreBa (Tippeswamy u cap., 2006). Ce Tpu uzodopme
ersuma 3actymbene ¢y u y LIHC-y (Stern, 2004). IToceban Tun ensuma mponaleH je y
MUTOXOHIpHjama U o3HaueH je kao mt-NOS (Blaise u cap., 2005).

Vinora azotr MoHokcuaa (NO) y TYMOPCKOj aHTHOTEHE3H jOIII YBEK HHj€ Y MOTIIYHOCTH

pasjammeHa. Hwucke xonmneHtpamuje NO, mo cBemy cyaehu, WHAYKYjy TYMOPCKY
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AHTHOTEHE3Y JIOK Cy BHCOKE KOHIICHTpalje nHXxuOuTopHe. Hekonmko crynuja je mokasano
na NO moxe nnaykoBatu npoaykinnjy VEGF mytem PI3K/Akt/PKB-HIF-1a myTa (Amano u
cap., 2003; Fukumura u cap., 2001). Mehyrum, o0jaBibeHU Cy M pe3yiTaTH MpeMa KojuMa
NO moxe na nemnyje kao maxubutop VEGF ekcmnpecuje (Amano u cap., 2003). Osa
KOHTPAJMKTOPHOCT JIO cajia HUje pa3jallmbeHa.

OBaj /JBOJjHM ¥ JIBOCMEPHH pEryJaTOPHH MEXaHHW3aM aHTHOTEHE3¢ II0CTaje jOII
KOMIUICKCHUJH YIUIUTAHhEM XUIIOKCHje. Y yCIOBUMAa XUITOKCH]€, 10T1a3H J0 aKTUBAIHje c-SIC
myta goBoachu mo HIF-1a ycxoane perymanuje m konauno no nosehane excnpecuje VEGF
(Choi u cap., 2003), koja unaykyje NO npoaykiujy nyrem VEGFR-2 1 meroBor Hu3BOHOT
edexropa c-Src (Chou u cap., 2002). Ilopen Tora, m3riena aa Xuiokcuja HHAyKyje NO
nponykimjy (Beleslin-Coki¢ n cap., 2004). HacynpoTr Tome, BHCOKE KOHIEHTpamuje NO
naxubupajy C-Src moBomehm no HIF-la HucxomHe perynaiuje, Koja YCIOBHO CMamyje
excripecujy VEGF (Kimura u cap., 2003).

ITo ceemy cynehu, unrepakuuje usmehy NO, dakropa xunokcuje 1 VEGF nocra cy
CIIO’KEHE U KOMILIEKCHE, C 003UpOM J1a:

1. HIF-la je perynucaH OHKOI€HMM CHUTHaJHUM IIyTeBUMa KOju cy henujcku

crieruduunu (Patiar u cap., 2006)

2. Xwunokcuja enemeHnTtH 3a HIF-2 cy Beh mnentupukoBanu y eNOS mpomorepckom

peruony (Coulet u cap., 2003).

CxonHo ToMe, KoMOMHOBaHe (DYHKIIMOHAJIHE, MOJIEKYJIApHE 1 UMYHOXHUCTOXEMH]CKE CTY/IH]e

Cy HEOnxo/iHe /1a 6u ce pazjacHuo ogHoc u3mely xunokcuje, NO myTeBa 1 aHTHOTEHE3e.

135 VYaora Wnt/p-karennn curnaaHor myra u PPARy ¢akropa y peryranuju

AHI'HOrcHe3e

Curnanuzanuja on ctpane Wnt dbamuinje ceKpeToBaHUX TIIMKOJUIIONPOTEHHA je/IaH
j€ Ol OCHOBHHX ME€XaHM3aMa KOju yTudy Ha henmjcky mpomudepainujy, MOJIapHOCT Kao U
JIeTepMuHAIMjy henujcke cynOMHE TOKOM €MOpPHOHAHOT pa3BOja MU XOMEOCTa3e TKHUBA
(Logan u Nusse., 2004). Kao pesynrar tora, myranuje y Wnt myty cy 4ecto moBe3aHe ca
nedexkTrMa Ha pohemy, KaHiepoMm u apyrum obosbemuMma (Clevers., 2006). Kputnunu u
HajuzyyaBanuju Wnt myt je xaHoncka Wnt curnanuszanuja kKoja (yHKIIMOHHILIE TAaKO ILITO
peryauilne KOJMYMHY TPAHCKPUIIIIMOHOT KOAKTHUBATOpa P-KaTeHHHA, MYITHU(YHKIIMOHATHOT
MPOTEHHA KOjH KOHTPOJIMIIE KJbYYHE pa3BOjHE Mporpame reHcke ekcmupecwuje. [IpernocraBka

je ma nucperynamuja Wnt/B-kaTeHHH CHTHaTHOT ITyTa MOXE Ja HW3a30B€ KaHIIEPOTCHE
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ocobuHe y HopMamHUM henrjama, MOAyIHpa MUKPOOKPYKEHE KapIIMHOMA Kao M J1a TIOMaxe
nponudepanujy u oncranak hemuja kanuepa (Thakur u Mishra., 2013).

[TokazaHo je Aa je KOHCTUTYTMBHA cTrabuim3anuja [-KaTeHHHAa Yy CTPOMAIHUM
henujama KOCTHE Cp)KH IMOBE3aHa ca pas3BojeM MujenonpoiudepatuBaux Oonectu (Kode u
cap., 2014), mwrro ykasyje ma Wnt curnanuzanuja y crpomannum henujama Mmopa 6ute (GUHO
MOJICIIICHA 32 KOOPJMHHUCAHY DErylalyjy MHUKPOOKPY)KEHha XEMaTONOETCKE aKTHBHOCTH.
MimyHoMoynapHu JeK TaJuIOMH] KMa aHTHAHTHOTEHH e(peKaT myTeM HUCXOHE peryiainuje
bFGF u VEGF. HoBuje ctyamje cy mokasajie Ja OH Kao0 CaMOCTaJIHM JICK MMa 3HadajaH
edpekar koa [IM® anu na ce cnabo mogHOCH NpU BUCOKUM jao3ama. Melhytum, takobe je
MOKa3aHO Ja KaJa ce KOpucTh y KomOuHauuju ca Wnt waHXuOuTOpMMA MOCTOJU
cuHepructruku edekar Ha henuje mujenoma (Kim u cap., 2011). OBu pesyaratu ykasyjy naa
mubabe Wnt/B-kaTeHuH CUrHAIHOT TyTa y KOMOMHAIWjU ca HWMYHOMOIYJIATOPHUM
JICKOBUMa, MOJKE MPECTaBIbaTh eUKacaH MPUCTYII 32 Jeuewne [IMO.

[Tepokcuzom mnpomudeparop-aktuBupanu penentop rama (PPARy) mnpencrasiba
MYATH(QYHKIIMOHAIHN TPAHCKPUIIMOHH (HaKTOp ca 3HAYajHUM DPETYJIaTOpPHUM ylorama y
nHpaamanuju, henujckoM pacry, nudepernuujauuju u anonro3u. PPARY je ekcnpumupan y
Pa3IMYUTHM MMYHCKUM henujama kao W y OpojHuM Jeykemujama u nuMpomuma (Garcia-
Bates u cap., 2008). PPARy aronuctu nmajy PPARy-3aBucHe u — He3aBucHe edekre Ha
KoaryJiaiujy, TpoM003y, aHTHOTeHe3y Kao M TyYMOpPCKU pacT u Mmetactady (Garcia-Bates u
cap., 2008). PPARy aronuctu takole ucnospaBajy aHTUMH(IIaMaTOpHE U aHTU(GUOpOTHUKE
epexTe IyTeM HEraTMBHE peryialuje eKCIpecuje MpOoMH(IaMaTOPHUX TeHa M IyTeM
uHXubunyje nudepenuujanuje Muodudpodaacra (Straus u cap., 2007). ITopen Tora, PPARYy
arOHUCTU MOJYJIUPajy aKTUBHOCT HEKOJMKO TpaHckpumiuonux ¢aktopa (NF-kB, AP-1,

STAT3) xoju perynuiry nadaamarijy (Straus u cap., 2007).

1.3.6 Yaora makpodgara y peryJjanuju aHruorenese

3a TYMOpPCKY aHTHOT€He3y ce MPBOOMTHO BEpOBAJIO Jla je M3a3BaHA caMO O] CTpaHe
Tymopckux hemuja. Melhytum, mokaszaHo je nga cy Makpodaru Takohe YKIbYUEHH Y
BaCKyJIapU3alnjy U TYMOPCKH pacT.

Makpocdaru moruuy onq CD 34" mporeHuTopa KOCTHE CPKH KOjH KOHTHHYHPAHO
nponuQepHIIy U ajby CBOje MOTOMCTBO y KPBOTOK Kao mpomoHorure. [IpoMononnT oHza
MOTY Jia C€ pa3BH]y y MOHOIIUTE W yhy y TkuBa rne ce audepeHnupajy y oapeheHu T

,pesuneHTHux“ makpodara (Davies u cap., 2013). Ckopo cBaku JokaaHu nopemehaj

17



HOPMAITHOCTH TKUBA, OWIIO J1a je To MH(DEKIHja, IMYHCKH OJrOBOP WJIM MAJIMTHUTET, U3a3HBa
Op30 perpyroBame Mmakpodara. PerpyroBanu makpodaru mokaszyjy MHOre (HEHOTHIICKE
pasnuKe y OJJHOCY Ha pe3uICHTHE TKUBHE Makpodare. TepMuH ,,akTuBaIuja Makpodara™ ce
OOWYHO KOPHUCTH JIa CE OIHUIIE OBaj MPOIIEC, Maja cama MPUPOJa T€ aKTHBAIUje 3aBUCU O]I
npupoae perpyryjyher crumyiayca kao m ox jokamuje. Rudolf Virchow je mpsu, 1863
TOJIMHE, IPUMETHO UHPHUITPAIH]Y JICYKOIUTA y MaJMrHa TKUBA M MPETIIOCTABUO J1a KaHIEpU
HacTajy y peruonumMa xpoHuuHux wuH(piaamarmja (Virchow., 1863). JleykouuTtu Koju
JIOCIIEBAjy /10 TYMOpa Y€CTO OCTajy JIOKATM30BaHH y TYMOPCKO] MepU(epHju Uil CTPOMH U
4eCTO HUCY Y MOTYRHOCTH J]a M3BpIIE jaKy aHTUTYMOPCKY aKTHBHOCT. M MUIIjU U XyMaHH
TYMOPH MPOU3BOJIE XEMOTaKCHYHE (haKTOpe CIOCOOHE J1a CTUMYJIMITY MUTPAIUjy MOHOILIUTA
(Rahat u cap., 2014).

Makpodaru moBe3anu ca Tymopom (eHr. Tumor-associated macrophages, TAMs)
MOTY Jia TIPOM3BEIY peryjaTope aHrMOoreHe3e a Takoje MOTy Jia MHIYKY]y PEeMOJICIHUpame
TKHBa TMPOW3BOAchY pa3MUMTe MPOTCHHA3HE AKTUBATOPE M HMHXHOUTOPE KOjU MOTY Ja
nopemere uHTerputer OasamHe memOpane u ELIM (Amit-Cohen u cap., 2013). TAM ce
aKyMyllupajy y XWIOKCHYHHM pETHOHMMa TyMOpa H XHWIIOKCHja y HhHMa H3a3uBa
IIPOaHTMOTeHH mporpaMm. IbuxoBa amanTanMja Ha XHUIOKCH]y c€ MOCTHXe mnoBehaHoM
eKCIPECHjOM XUIOKCH]ja-MHIyINOMIHIX U MPOaHTHOTeHUX reHa, kao mro cy VEGF, FGF-2
u CXCLS8, unjy tpanckpunuujy koutponumy HIF-1 u HIF-2 (Riabov u cap., 2014). [Toeehan
6poj TAM y XUIOKCMYHUM pETHOHMMAa MOXE IPOMOBUCATH TYMOPCKY IIPOIrpecHujy

ACIIMMHUYHO CTUMYJIHUCAEKLEM HHBOA AHTI'MOI'CHE3C, KaO0 HITO je cnyqaj Y KapuouHOMY I[OjKe

(Amit-Cohen u cap., 2013).

1.4 Janyc Kuna3a 2 u JAK-STAT curHajanm myt

MIIH, 3ajenHo ca XpOHUYHOM MH]jeJIOUAHOM JeykemujoM (XMJI), mpunanajy rpynu 13B.
kinacuuaux MITH. XMJI je mpBo Mainurao o00JbeHme KOME je o/ipe)eH MOJIEKYJIapHU MapKep
13B. @unanenduja XpoMo30M, KOjU TPEICTaBba PEHHUIPOUHY XPOMO3OMCKY TPAHCIOKAIH]Y
ycien dera ce ¢popMHpajy /Ba HOBa jaepuBara xpomoszoma. Cee 1o otkpuha JAK2 myranuje
2005. rogune, ocrasnie MIIH cy ce nazuBane @unazaenduja xpomozom-uerarusae MITH.

Uetupu He3aBucHe saboparopuje, 2005 roguHe, A0NLIE Cy 10 UCTOPH]CKOT OTKpuha na
Behnna nanujenara ca kinacudyauM BCR-ABL-neratuBanm MITH uma JAK2 myrtammjy ca

HoBoM ¢yukiujom (Levine u cap., 2005; Kralovics u cap., 2005). OBa wmyraiuja
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nmoApasyMeBa TpaHcBep3ujy Hykineotuna I' y Hykneorun T Ha mo3unuju 1849, y ersony 14,
JAK2 rena. Ha mpoTemHCKOM HHBOy, OBa TaykacTa MyTalldja JOBOAM JIO 3aMEHE
aMUHOKHCEIIMHE BaJIMH y (eHmIamanud Ha nosuuuju 617 (V617F) nmporenna JAK2, mro je
notBphero Ha 65-97% mnanujenara ca IIB u Ha oxo 50% mnamujenata ca ET u [IM®
(Kralovics u cap., 2005). 3amMeHOM aMHHOKHCEIIMHE BajlMH J0cTa BehuMm (eHuIaaanHuHOM,
nectadbmimsyje ce koHdopmanuja JH2 nomena xoju ry0u CBOjy ayTOMHXUOWUTOPHY YJIOTY H
M0CTaje KOHCTUTYTHBHO akTHBaH. Tume ce 00e30ehyje KOHCTaHTHa aKTHBHOCT NPOTEHHA,
TO JIOBOAM N0 TMoBehaHe oceT/bMBOCTH henmja Ha monazehe crumynmyce, kKao MTO Cy
daktopu pacta. Hapeane nBe roaune oTkpuBeHe cy jour aBe myrtauuje Ha JAK2 reny (er3on
12, 2% xox IIB) (Scott u cap., 2007) u MPL reny (Pardanani u cap., 2006). CBu HaBeaeHu
aJIeTI ca MYTaIlMjoM JIOBOJE JI0 CTHMYJIanuje (YHKIH]e YCIel KOHCTUTYTUBHE aKTHBAIIU]E
THPO3WH KMHA3a—3aBUCHUX CUTHAIHUX myTeBa y henuju, npe ceera JAK-STAT nyra (O 'Shea

u cap., 2005).

\Nild-lype ]AK? JAK?‘-MIF

. /]

Il = oo

JOMQH 32 OHTOKHHCKe

G G/T
penenTope : |
IR TS L I
FERM nomen - SH2 gomen Tceyroxnnasan KuHa3HH J0MeH
J0MeH

Cauka 4. lUlemarcku npuka3s moxnynapae ctpykrype JAK2. Ceu unanosu JAK gpamunuje
nocedyjy 7 JH (JAK homology) oOomena koju cy opeanuzosanu y 4 peeuona: JHI, xoju je
Kamanumuuxku (kunasuu) oomen; JH2 - xamanumuuku nHeakmuean (nceyoo-kunasnu) oomer; JH3 u
JHA4, koju oene xomono2ujy ca SH2 oomenom (Src-homology-2) u JH4-JH7, koju uune FERM Oomen,
002080pan  3a gezusarwe JAK npomeuna 3a yumocoine OoMeHe YUMOKUHCKUX Ppeyenmopad.
Ipunazoheno uz Quintas-Cardama u cap.,2011; Nature Reviews Drug Discovery.

Janyc kunaza (enr. JAK -, just another kinase ') mpunaga GpamMuinju HHTpaLETyIapPHUX
HEepenenTOpCKUX THPO3WH KHWHAa3a KOje CIPOBOJIE CHTHAJe MOCPEA0BaHE IUTOKMHUMA ITPEKO
JAK-STAT myra. Unanosu Janyc kunaza dpamunuje (JAK1, JAK2, JAK3 u tupo3un kuHa3za
2-Tyk2) cagpxe 2 cumerpuuyHa KuHa3ama Hanuk mozapydja: Ha C-xpajy JAK homology 1

(JH1) mompyvje mma ynory THpO3WH KHHa3e, 10K je JH2 moapydje HemocpemaHo mopen
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CH3UMCKH HEaKTMBHO W HeraTwBHO peryiauie aktuBHoct JH1 (Quintas-Cardama u cap.,
2011) (Cnomka 4). JAK2V617F myranuja akTHBHpa KHHA3y MPEKo HHakTuBammje JH2
ayTOMHXHOUTOpHOT monpydja. Yobuuajeno, JAK cy moBe3aHH y HEaKTHBHOM CTamy ca
nuToruiasmMarckum kpajem tumna | wiau I nurokuackux penentopa (EPOR - pernentop
eputponioetuHa; MPL - penentop Tpom6omoernna, G-CSFR - penentop crumynumryher
(bakTopa KOJOHH]ja IPaHyJIONUTa; pelentop uuTepdepona rama). [lomro wianosu tumna I u 11
(bamunuje TMTOKMHCKUX PELEnTopa He MOCeayjy KaTaTUTHUKe KUHA3HE aKTHBHOCTH, OHU C€
ocnamajy Ha JAK dammimjy tupo3uH kuHaza na ¢ochopuianiry U aKTUBUPAjy HU3BOIHE

NPOTEHHE YKIbYUYCHE y IbHXOBE MyTeBe TpaHcAyKiuje curHana (Ciuka 5).

Tun I penentopn Tun II penentopn
IL-2R, IL-4R, IL-6R, IL-11R,  IL-3R,IL-5R, EPOR,TPOR, IFNa, IFNB, IFNy,
IL-7R, IL-9R, OSMR, LIFR GM-CSFR  G-CSFR, IL-10R, IL-19R,
IL-15R, IL-21R GHR, PRLR IL-20R, IL-22R,
IL-24R, IL-28R,
IL-29R

| JAK1, JAK3 || jak1ak2, || jakz || jak2 || Ak, jAk2,
TYK2 TYK2

Cauka 5. [urokuncku peuentopu u JAK2. [llpomugepayuja, npesxcuswvasarve u
ouepenyujayuja pasiuuumux XemamonoemcKux JUHUja ¢y (UHO pe2yiucanu npoyecu iyderem
yumokuna. Lfumoxunu ocmeapyjy ceoje buonowrke eexme gezyjyhu ce 3a peyenmope Ha NOSPUIUHU
henuje. Tun I u mun |l yumokunckux peyenmopa nemajy concmeeny mupo3uH-KUHA3HY aKMUeHOCM,
6eh ce ocnamwajy Ha peyenmop-eesane Janyc KuHaze 0a Ou npeHenu ceoje CucHale y Yumoniazmy.
IIpeyszemo usz Quintas-Cardama u cap.,2011; Nature Reviews Drug Discovery.

Hakon anraxoBama peuentopa ca oaroBapajyhum mnurannom, JAK mnponasu kpo3
npomeHy obinka nocrajyhu aktuBupas GocopuianujoM KJbY4HUX THPO3SHMHCKHUX OCTaTakKa.
Hamzmennuno ¢ochopunucana JAK noBomu 10 docdopunanuje THPO3ZUMHCKUX OCTaTaka
HOJpydja pelenTopa y UUTOIIa3MH M Ha Taj HAUYMH CTBapa MPHUCTAHUINTE 32 AHTAKOBAE

HEKOJIMKO MPOTeHHa ToBoehu 10 akTuBanuje HuCXonHUX curHanaux nyresa (JAK2/STAT3,
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PI3K/Akt, MAPK) (eur. Janus Kinase/signal transducer and activator of transcription 3,
phosphatidylinositol-3-kinase-Ax¢, mitogen activated protein kinases) (Mertens u cap., 2007).
Hona3u no aumepusanuje aktuBupanux STAT ¢dakropa m BUXOBE TpaHCIOKAIUje Y jeapo
IJle peryaully TPaHCKPHIILK]y HAKOH Be3UBama 3a ojpel)eHy cariiacHy CeKBEHIly y PEerHOHY
MMPOMOTEpa HEKOJIMKO IUJbaHUX I'€Ha KOJH Cy YKJbYYCHH Yy perynamnujy OpojHux henmjckux
mpoiieca Kao mro cy npoaudepaija, audepennujamnuja u anonrosza (Freitas i Maranduba,
2015) (Cnuxka 6).

STAT damunuja ce cacroju on 7 wianoBa: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSa,
STATS56 u STAT6. BbuxoBa BenuunHa ce kpehe ox 750-850 aMuHO KHceTMHA U HA OCHOBY
¢ynkuyje, nena STAT pamunmja ce Moxxe nojaenuTu y ase rpyne. IIpBy rpyny unne STAT?2,
4 1 6 KOju ce aKTHBHPAjy MPEKO Maior Opoja MUTOKKWHA U YKIBYYEHH Cy Yy pa3Boj T-henuja u
IFN-y curnammsammjy. Y apyry rpyny cmnamajy STATI1, 3 u 5 kxoju ce akTHUBHpAjy Y
Pa3TMYUTUM TKHUBUMA MPEKO Pa3NUYUTUX JUraHaaa u ykjbydeHu cy y IFN-y curnanuszanmjy,
pa3Boj MIIEYHHMX kJe3la u eMmOpuorenesy. OBa mocieqma rpyna Hrpa KJbydHy YIOTY Y

OHKOT'eHEe3U ¢ 003UpoM Jia KOHTpouuiny henujcku nukiayc u anonrosy (Seif u cap., 2017).

> ] Hyxaeyc \\

\ TpaECcKpHIOHja

Cauka 6. Hlemarcku npuka3 JAK/STAT curnansor nyra. Axkmusayuja JAK kunasze Hakow
cmumynayuje yumoxkurom, pezyamyje gocghopunayujom STAT koju oumepusyje u mpaucaoyupa ce y
HyKeyc o0a akmueupa 2encky mpanckpunyujy. Ilpunazofieno uz Shuai, 2003; Nature Reviews
Immunology.

On STAT damunuje nporenna, STAT3 je nobmo Hajpehy maxkmy ¢ 003upoM da je
YKJbY4eH Yy OpOjHE OHKOT€HE CHUTHAJIHE NMyTeBE W HMHTpAICNyJIapHE ITyTEeBE TPaHCIYKIIH]e
CHTHAJIa CTUMYJIMCAHE OJ] CTpaHe HEKOJIMKO MPOUH(IaMaTOPHHUX IIUTOKWHA B (aKTOpa pacra

kao mto cy IL-6, enunepmannau dakrop pacra (enr. epidermal growth factor, EGF) xao u
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daktop pacra xemarouuta (eHr. hepatocyte growth factor, HGF) (Siveen u cap., 2014).
Nuanmmpawe STAT3 aktuBamuyje TMyTeM JIMTAHA—PELENTOP HHTEPAKIUje pe3yJTupa
JMMEPH3aIMjOM CUTHAJ TPAHCAYKTOpPCKOT mpotenHa, gp 130 y nuromnazmu. To je mpaheHo
uaaykagjom JAK docdopunanmje a motom u STAT3 dochopunanuje. JAK damunmja
THPO3uH KuHa3a, mocebno JAKI, mocpenyje y aktuBarnuju STAT3 (Garcia u cap., 2001).
dochopunucanu STAT3 moHoMmepu ce koMOuHYjy GopMupajyhu muMepe u TpaHCIOUpPajy
ce y jeapo TIe UHAYKY]Y TpPAaHCKPHUIIH]y T€HAa YKJbYYCHHUX Yy TPEKUBIbABABE U
nponudepanujy (Weerasinghe u cap., 2008). Mehyrum, Hedochopumucanun STAT3 je
takohe crocobaH aa ce fuMepu3yje u uHAyKyje Tpanckpumiyjy (Yang u cap., 2007). Jearom
aktuBupaH, STAT3 KoHTposuIe eKCIpecHjy aHTHAMONTOTCKHX, MPOIPOIU(PEPaTUBHIX U
reHa UMYHOT OATOBOPA.

Mebhy pazmumuutum npoanruoreHuMm ¢akropuma, VEGF u HIF-la ce u3nBajajy kao
rnaBHu TpaHckpumnuuonu uuibeBu 3a STAT3. Exkcnpecuja docho-STAT3 uma no3utuBHy
kopenaunjy ca VEGF u Bcel-2 y y3opunma paka xenyua mro cyrepuie na ¢pocho-STAT3
eKCIpecHja MOXe OWTH MOBE3aHa ca aHTMOTE€HE30M, aHTHAIIONTO30M U MPOrPECHjOM TyMOpa
y OBOM KOHKpeTHOM Kauuepy (Zhu u cap., 2013). STAT3 Moke MHIUPEKTHO Ja PETYIIUIIIe
VEGF wunaykyjyhu ekcmpecujy HIF-lo, koju mnokpehe tpanckpunuujy VEGF Hakon
xunokcuje. Hubawe STAT3 manmuM MOJNEKYJICKMM HWHXHUOUTOpHUMA OJOKHpA EKCIIPECH]Y
HIF-1a u VEGF in vitro u uaxubupa TyMOpCKH pacT W aHruoresesy in vivo (Xu u cap.,
2005). AxtuBupanu STAT3 y ucxemujckoM OyOpery mamoBa M y XHIIOKCHYHUM hesjama
KapuuHoma OyOpera mnosehaBa henmjcke HuBoe HIF-la Ounmo OnokupameM NPOTEHMHCKE
nerpananuje 6mno nosehamem cunteze HIF-1lo mox xunokcuunum ycnosuma. STAT3 Takohe
unteparyje aupektHo ca HIF-la u perpyryje ra 3a npomorop xymanor VEGF kao oarosop
Ha XUIIOKcH]y, mTo cyrepunie 1a je STAT3 Mera 3a XUIOKCHja-UHIYKOBaHY aHTUOTEHE3Y Y
XyMaHOM KapuuHoMy OyOpera (Jung u cap., 2005). Kao xoncturyruBHO aktuBaH, STAT3
MOXe Ja MHXuOHMpa ekcmpecHjy pS3, BesuBameM 3a pS53 mpomotop (Sainz-Perez u cap.,
2008). Ipexun STAT3 curHanuszamnumje Moxxe cMambuTi aktuBHOCT HIF-lo mpomoBuryhun
IBErOBY JIeTpaJainjy Kpo3 p53-3aBucHM MexaHuszaMm. Ha taj HaumH, STAT3 waxuOutopn
Mory Onokuparu excrnpecdjy VEGF Ha Hekonmko HHMBOa cTBapajyhul jak aHTHAHTHOTEHH
edexar.

IL-6 axTuBupa JAK damununjy kunaza (JAK1, JAK2 u TYK2) noBoachu mo aktuBanmje
STAT Ttpanckpunimonux ¢akropa. OH cHaxHo aktuBupa STAT3 m y Mamem o0umy
STAT1, a ca apyre crpane, SOCS3 je npumapuu naxuodutop IL-6 curnanuzanuje (Babon u

cap., 2014). IL-6 je rimKompoTeHH cacTaB/beH 01 184 aMHUHOKHCENTMHE, UMa MOJIEKYJICKY
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Macy ox 26 kDa u npencraBiba MyATHQYHKIMOHATHNA NUTOKHH. CBOje JIejCTBO HA IMJbHE
henmunje ucnospaBa Be3yjyhm ce 3a pelenTopckd KOMIUIEKC KOTa YWHE MEMOpPaHCKH WIIH
CONMyOMITHH perentop W TpancMemOpancku riaukonpotend 130 (gpl130). Perymumie Opojue
henmujcke dyHKIMje Kao mTO Cy nmponudepaiyja, akTuBauja u audepeniujanuja. CtBapajy
ra pa3jIM4MTH THIOBH henuja, ykibyudyjyhu Monomute/mMakpodare, T henwje, enmorenHe
hemwnje, pudbpodacre, xenatouure u henuje tymopa. Exnorenn ausou IL-6 cy nmoBehanu kon
ET u [IM® namnujeHara u mokasaHa je mo3uTHBHA Kopenanuja uzMehy IL-6 u anruorenese y
koctHOj cpxku MITH nanujenara (Hoermann u cap., 2015). ¥V kocTHOj cpxu 000JIeuX 0J
IIB youeno je moBehame Opoja merakapuouurta koju cekperyjy IL-6, amm 6e3 moBehama

HHUBOA OBOT IUTOKUHA y cepymy (Mondet u cap., 2015).
1.4.1. PI3K/Akt u MAPK curnannu nyresu

PI3K/Akt je curHaiHu myT KOjU MPOMOBHIILIE OINCTaHAK M PAcT henuja Kao OAroBOp Ha
eKcTpanenyigapHe curHaie. KipydyHM OpOTeMHHM  yKJbYYeHM |y OBaj HOyT cCy
docharunununoszuron 3-kunaze (PI3K) u Akt unu nporeun kunaza b. OBaj curnannu nyr je
peryiaucaH BHIIECTPYKHM MEXaHM3MHMa W 4YEeCTO je UCIpEIUIETaH ca IPYTMM CHUTHATHUM
nyreBuma. [Ipodnemu perynanuje PI3K/Akt myra mory noBectu 10 mosehama CUTHAIHE
aKTUBHOCTH ILTO j€ MOBE3aHO ca HU30M OOJIECTH Kao IITO cy KaHuep M aujaderec tuna ll.
dochaTuamInHO3UTOIN 3- KUHA3e Cy OJroBopHe 3a (ocopunanujy GochaTuamimHoO3UTONIA
Ha JI3 mo3umuju W MoOry Ja ce mojene y 3 Tpyme y 3aBUCHOCTH Off CYICTpaTHE
cempuyHOCTH W HaumHa  akTmBamje. Kiaca 1 dochopummme in vivo
dochartuanmnosuton 4,5-nudpocdar no pocharununmunosuron 3,4,5-rpudocdara (PIP3) u
MOXe Jaje jaa ce moaenu y 2 moarpymne — a u 0. Iloarpyma Ia PI3K cy xerepoaumepu
cacTaBJbeHH O] Katanutuuke cyojeaunuiie (pl10) u perynaropue cydjenunamuiie (p85), koja je
Be3aHa 3a KaTaJIUTHUKY CYOjeTUHUILY U JPXKHU je Y HeakTUBHOM ctamy (Liu u cap., 2009). [Tyt
ce MOK€ aKTHBHpPATU HU30M CHUTHAJA, yKJbYdyjyhu XopMoHe, (akTope pacTta U KOMIIOHEHTE
eKcTparenyaapHor MaTpukca. CTUMyNHILE ce BE3MBAHEM EKCTpaleNyJapHOr JIMraHaa 3a
perenTop TUPO3UH KHHa3e y henujcko] MmeMOpaHu n3a3uBajyhu nuMepusaiujy perentopa u
yHaKpcHy (ocdopunanujy THPOZMHCKUX OCTaTaka Yy MHTpALEIyJIapHUM JOMEHHMA.
Perynatopna cyOjeaununa p85 ce Besyje 3a ¢ochopuircaHe THUPO3MHCKE OCTaTKE Ha
aKTUBUpPAHOM perentopy npeko cBor SH2 nomena. OHa oHJa perpyTyje KaTalUTHUKY

cyojemunmiy pl10 ga 6u ce popmupao kommieTHo aktuan PI3K ensum (Crnuka 7).
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Cinmka 7. lemarcku npukas PI3K/Akt u MAPK curnanaux mnyreBa. [lpunazoheno us
Baer u cap., 2015; BBA — Reviews on Cancer

Akt je conmyOMIHHM IMTOCOJNHU MPOTEHH MoJieKysicke Mace 57 kDa, koju ce Ko cucapa
jaBba y tpu m3odopme mosHate kao Aktl (PKBa), Akt2 (PKBP) u Akt3 (PKBy). Cge
uzopopme mnocenyjy 3 koHzepBaTHBHa goMeHa: PH nomen Ha N-TepMHHAaIHOM Kpajy,
[EHTPAIHU KATaJUTUYKH KUHA3HH IOMEH CpOJaH MPOTEMHCKMM KuHa3zama A u LI, xoju
canpxku tpeoHnH (Thr) Ha mozummju 308 xon Aktl m C-repMHUHAIIHU peryJaTOpHU TIOMEH

43 xon Aktl) (Liu u cap., 2009). Fhero PH nomen unTepearyje ca PIP3,

(cagpxu Ser
Jennom kama ce Akt Bexxe 3a henmjcky MemOpany, aonasu jgo ¢docdopunanmje 3-
dbochonHozuTHA-3aBUCHOM TIpoTenH-knHa3oM 1 (PDK1), mok ce MTOR komruiekc 2
(mTORC2) dochopunume na COOH kpajy Akt Ilyna axtuBammja Akt 3axteBa 00e
docpopunanuje. AxtuBupan Akt murpupa kpo3 urocon y jeapo (Martelli u cap., 2012).
ok je xumokcuja mpumapHu ctumynyc 3a HIF-lo ycxomny perynanujy, akTuBanuja
perienitopa enmuaepMaidor (akropa pacta (EGFR) u PI3K myra, Takohe mory gonpuHeTH
nosehamwy excrnpecuje HIF-1a. EGFR je TpancMemOpaHcku perienTop ca THPO3UH KMHA3HOM
aktuBHouthy, koju npunaga HER ¢amunuju peuentopa. OH je IpeKOMEpHO €KCIPUMHUPAH U
aKTHUBUPAH KOJ Pa3IMYUTHX TyMOpa U TpPEACTaB/ba ATPAKTHBHY METY 3a aHTHTYMOPCKY

tepanujy (Martelli u cap., 2012). Zhong u capagaunu (2000) cy 6uau mehy nmpBuma Koju cy
nmokazanu ga aktuBanuja EGFR/PISK/AK/MTOR myra moxe moseharu ekcrpecujy VEGF
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ycxogaoM perynamgjom HIF-lo (Zhong u cap., 2000). Axrusarmja PIBK/MTOR myra
nosehaBa HuBo HIF-1a mporeuna 6e3 mpomene HIF-1a uPHK muBoa (Jiang u cap., 2001),
BepoBaTHO noBehamem Tpancianuje HIF-1a (Zhang u cap., 2018).

PIBK/AKkt mnyr je rakohe wummummMpan y aHruoreHesy kpo3 peryianujy NO
curHam3anyje y egaoreanuM henmnjama. Tymopcke henuje yrinaBHoM ekcpumupajy iNOS,
MajJa HEeKH TUIOBH TyMopa Takohe excrnpummupajy eNOS m nNOS. Tymopcke BackyiapHe
enpotenne henuje yrimaBHoM excnipumupajy eNOS, 1ok TyMOpcku ctpoManHu Gudpodiactu
u umyHcke hemmje excripumupajy iNOS (Fukumura u cap., 2006). Ctyauje y kojuma cy
xopumthenn eNOS” 1 iINOS™ mumesn, noxasane cy na eNOS urpa ksbyuny ynory y VEGEF-
MHIyKOBAHOj aHTHOTCHE3U M BaCKyiIapHoj npomnyctibuBoct (Fukumura u cap., 2001). VEGF
CTUMyJIAllja y CHIOTEIHMM henMjamMa je HEeONmXOAHa 3a MUTpanHjy OBUX hemuja u
dopmupame cTpykTypa Hanuk kammwiapuma Ha PI3K/Akt 3aBucan waumn (Karar i Maity,
2011). Panmje crynuje cy nokasane n1a VEGF moxe na unaykyje npoaykiujy NO, koja je
ociabsbena PI3K unxuburopuma (Papapetropoulos u cap., 1997). OBa perynaiuja ce Moxe
necutn myteM (ochopunanuje eNOS Ha cepunckom ocratky 1177 myrem Akt. Osa
dbochopmnanmja je HeonmxomHa 3a VEGF-unnykoBany wmwurparujy esgotrenHux henmja
(Dimmeler u cap., 2000). Xumnokcuja Takohe moxe ma moseha eNOS dochopunanujy myrem
BesuBamba HSPI0 3a eNOS u aktuBupamem PI3K/Akt myra (Zhang u cap., 2018). Jom jenna
Be3a m3mehy NO myTra u aHTHOreHe3e cyrepucaHa je ynmbeHuoM na NO moHopu mory jaa
noBehajy ekcnpecujy u TpaHckpunuuoHy aktuBHocT HIF-1, mTo pesynTyje mHAyKLIHjOM
VEGF uPHK (Kasuno u cap., 2004).

I'maBuu HeratuBHu perynatop PI3K/Akt je mporemn/munua docdarasza-pocdaraza u
TeH3uH Aenetupanu xomoisor xpomo3oma 10 (PTEN). PTEN anrtaronusyje PI3K ¢ynkmnmjy,
tako mTto crnpeyaBa Akt aktuBaiujy (Gelman i Sudol, 2012). PTEN je Takohe myTupaH y
M3BECHUM TyMOpPHMA Kao HITO je TYMOp JI0jKe, TUPEOHIeje U €HJAOMETPHjyMa, IITO JT0OBOJIH JI0
nosehane aktuBHocTH PI3K/Akt cunannor myra (Gelman i Sudol, 2012).

MAPK cy damunuja cepun (Ser)/tpeonun (Thr) mporewH kuHa3a, Koje Y4eCTBYjY Y
perynanyjyu BUIIE CUTHAJIHUX MyTeBa YKJbYYEHHMX y OCHOBHE hemnmjcke mpolece Kao IITO Cy
pact, mnponudepanuja, IudepeHIMjannja, TNPEKUBIbABAKE, aHTMOreHe3a W henujcka
murpanuja. Kackana ykibydyje unTaBy rpyIy HUTOIIa3MaTCKUX MPOTEHHA, a OIMCaHa je Kao
muaeapan Raf/MEK/ERK myt, ox perenropa THpo3uH KuHa3e Ha hennjckoj MemMOpaHu 10
perymaiyje TeHCKe TPaHCKPHUIIUje Y jepy MPEeKO KWHA3e peryiucaHe eKcTparenyJapHuM

curnaiiom (Erk).
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AxtuBanuja curHanaux nyreBa MAPK ykipyayje mane GTP xuaponasze, 138. maine GTP
Besyjyhe nporeune (engl. ,,Rat sarcoma*, Ras), koja perpyryje Raf xunazy y memOpany,
mrro goBoju A0 hocdopunanuje u akruBamuje ERK1/2 (Mebratu i Tesfaigzi, 2009). 3a nyny
aktuBHOCT ERK1/2 Heonxonna je pocopunanuja Ha 1Ba aMHMHOKHCETHHCKA MecTa: Thre% p
Tyr?® 3a ERKI u Thr® yu Tyr'® pa ERK2. AxtuBupana ERK1/2 zatum Mmoxe na
dbochopunume paznmuunre Ser/Thr ocratke Bume ox 50 pasIdYUTHX IUTOCOJIHHX H
HYKJICYCHUX MPOTEHHA U TPAHCKPUIIIUOHUX (paKTOpa M THME yTHYE Ha EKCIIPECH]jy reHa KOjU
Boje moBehamy mponudeparmje, nudepeHumjanrje U npexuBbaBamwa hemuje (Mebratu i

Tesfaigzi, 2009).
1.4.2. MyTanuja y redy 3a KaJpeTUKYJIHH

Kon onpehenor Opoja manumjenata ca mujarHozoM ET wmu [IM®, HeraTMBHUX Yy
norneny npucycrBa myranuje JAK2V617F, otkpuBena je Myramuja y reHy KOju KOAWpPA
kanpetukyarH (CALR). OBa myranuja mpeacraBiba COMAaTCKy MHCEPLH]y HIH JINCUujy y
er3oHy 9 reHa 3a KaJpeTUKYIMH U Jpyra je 1o 3actymsbeHoctu mytauuja y MITH (Nangalia
u cap., 2013). IlpucycrBo myramnuje y reny 3a CALR kox obonenux on MITH, uckibyuyje
npucyctBo JAK2 mytanuje u oOpHyTO, Maja 1ocToje CTyauje y KojuMa je olnucaHa mbHX0Ba
oboctpana koekcrnpecuja (Lundberg u cap., 2014).

Kanpetukynun je Kanaujym-Be3yjyhu NpOTEMH MPEBACXOJHO NMPHUCYTaH y JIYMEHY
€HJIOTNIA3MUHOT PETUKYIIYMa, YKJbYUYEH y OJIBUjarhe OpOjHUX (DHU3HOJIOMIKUX M MATOJIOIIKUX
nporieca y hemuju. Tako, yHyTap €HIOIUIa3MHUHOT PETUKYIyMa, OCHUTypaBa CKJIalame
HOBOCHHTETHCAHUX TJMKOIPOTEMHAa W MOJAYJIUpa XomeocTazy Kainuujyma. [lopex Tora,
y4yecTBYyje y nponudeparuju, anonTo3u, Garouro3d 1 UMyHCKOM OJITOBODY.

Tauan Mexanuzam nenoBama Mytanuje y reHy 3a CALR y marorenesm MITH jom
yBEeK HH]je jacHO AedWHUCAH, alld TOCTOj€ Ca3Hama Jia JIOBOAM 10 XHUIIEPAKTUBHOCTH
JAK2/STAT curHaiHor myta y HpPOTEHHTOpPHMAa METaKapUOLMTHE M TPaHYJIOIMTHE J03€
(Nangalia u cap., 2013). HcrpaxuBama cy moka3ana jaa nanujeatu ca MITH kox kojux ce
cpehe MyTanuja y reHy 3a KajJpeTHUKYJIWH MMajy MambU PU3HMK O TpomMOO3e U AYXKY CTOIY
MpekrBJbaBamba Hero nauujeHty ca JAK2 myranujom. OHO IITO je BaKHO MCTAKHYTH je Ja
6onecuunm ca npucytHom CALR myranujom a y oncyctsy JAK2V617F myrauuje, Takohe
pearyjy Ha Tepanujy JAK2 unxuburopuma (Vainchenker u cap., 2018).
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1.5 HuropeaykTuBHO Jevyewe koaq MITH

OcHoBa y eueny HUCKOpU3UYHUX ManujeHata ca [1B je ¢meboromuja. [maBHU 1B
OBE Teparyje je 1a ce OrpaHdyud PacIoJIOKUBOCT rBoxha y eputpomnoesu. Hacympor tome,
MalMjeHTH ca BUCOKMM PH3HMKOM YIJIAaBHOM C€ IMOABPIaBajy MHjEIOCYIPECUBHO] TEPAIUjH,
MOHEKa]| 3ajeHO ca (edoToMuUjoM, IjIe je XUapoKcuypeja ek u3dopa (Mesa u cap., 2015).
Huckopusnunn nanujenty ca ET Hemajy motpebe 3a TepammjoMm, OK € BHCOKOPHU3MYHA
rpyia TpeTHpa XHAPOKCHYpPEjoM Koja cMmambyje TpoMm0Oo3y (Barbui u cap., 2004). ITanujenTtn
ca JAK2V617F myTauujom nMajy 00JbH OJrOBOpP U 3aXTEBajy Mame 03¢ XUIPOKCUYpEje Y
KOHTpOJIM TpoMmOouuTo3e Hero naunujeHtd O6e3 myraunuje (Campbell u cap., 2005). Jenunu
npucTyn koxa mnamujeHata ca [IM®, koju nOoBoAM 1O TPOAYKETKA NPEKHBIbABAHA Ca
MoryhHomhy wu3neuema je ajoreHa TpaHCIUIAHTAllMja MaTUYHHMX helrja XemaToroes3e
(Kroger u cap., 2008). 3a cazia ce TakaB TpETMaH OCTaBJba 32 BUCOKOPH3MYHE TTAIlHjCHTE.

Xuapokcuypeja HHXUOUpa puOOHYKICOTHIHY PEeayKTa3y, cripeuaBajyhu Ha Taj HAYMH
cunre3y u nonpaeky JIHK. Xuapokcuypeja ce nperBapa y cioboaH pagiuKal HUTPOKCH iN
Vivo 1 mudysujom npeHocu y henuje rae ce Besyje 3a Co00IHH paarKail THPO3KUI Ha MECTY
aKTHBalMje PUOOHYKICOTUAHE peAyKTa3e M Ha Ta] HAUMH MHAKTUBUPA TOMEHYTH €H3UM
(Singh i Xu., 2016). Ctyauja ca eneKTpOH CIIMH PE30HAHTHOM CIIEKTPOCKOIHjOM je MmoKa3aia
na je (NO) crBapan u3 xuapokcuypeje (Sakano u cap., 2001). U NO rac u NO cTBOpeH u3
Ju3aTa aKTUBUPAHUX Makpodara MHXUOupajy puOOHYKICOTUIHY peaykTaszy hemuja Tymopa,
TaKoO Jla LIUTOCTATCKH e(heKTH aKTHUBHPAHUX Makpodara U XHJIPOKCHUYypeje UMajy HoJayapHe
MeXaHHM3Me KOjH YK/bY4Yjy U HHXUOWIH]Y puOOHYyKIeoTHIHE peaykTase (Singh i Xu., 2016).
OBu pesynraTu yka3yjy na 6u crBapame NO U3 XUAPOKCHUYpeEje MOTJIO OUTH MoJeKyJlapHa
0a3za (apmMakoyoIIKe ¥ aHTUTYMOPCKE aKTUBHOCTH xuupokcuypeje (Singh i Xu., 2016).
Xuapokcuypeja je Beh kopumhenn xemuotepaneyTcku Jiek y jedewy MITH ykibydayjyhu
XMJL, TIB u ET. Ilpumena Xuapokcuypeje cMmamyje pacT MPEeTXOJHHKAa €pPUTPOIoe3e U
CD34" henuja y 1B u ET (Andreasson u cap., 2000). Jlok je 3a xnopamOyumi, Oycyindan u
pamunoaktuBHU dochop (32P) mokazano ma kox marujenata ca ET u 1B nosehasajy pusuk
Tpanchopmanuje y AMIJL, seykoMoreHu NOTEHLHUjal XUAPOKCHUYpEje jOII YBEK je CTBap
pacripaBe. KimHu4Ke cTyamje yka3yjy Aa XUAPOKCHYpeja MOXKE JIOBECTH JI0 Masor rnoBehama
pusuka 3a nojapy AMJI, anu je Temko nokazatu aa im je AMJI n3azBaHa XUIpOKCHypejoM

nnu je mpupoana nporpecuja [1B u ET (Burkitt u cap., 2006).
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1.6 Uuxuduropu Janyc kunase y jgedyersy MITH

Otkpuhe JAK?2 myranuje 3Ha4ajHo je mobospmano pasymeBame natoreHese [1B, ET u
[IM® u poBeno 10 BaXXKHUX TAKCOHOMCKMX M TEpamujCKUX IMpoMeHa Yy o00iactu
MujesomnpoiaudepaTuBHUX Heoria3Mu. Hakon oBor oTkpuha, HM3 MyTHpaHHX ajnena je
MoKa3aH y MamuM noarpynaMa nanujeHata ca MITH. Jlok Heke on OoBHX MyTamuja MOTy
nperxoautu ctunamy JAK?2 myranuje (anp. TET2 myranuja), apyre cy usriena moBe3aHe ca
nporpecujom ka AMJI (ump. IKZF1 u ASXL1 wmyranwuje) (Tefferi., 2010). Yrephusame
GbyHKIMje MpOoTenHA KOJUPAaHUX OBUM MYTHPAHUM T'€HHMMAa, MOXKE OJIAKIIAaTH Pa3BOj HOBUX
npuctyna y nedery MIIH. Ilpecynna ymora JAK2 y marorenesm MIIH moxacrakina je
otkpuhe ATP-KOHKYpEHTHUX jeIU-EHha HUCKE MOJICKYJICKE Mace Koja MOTY Ja WHXHUOHUpajy
aKTHBHOCT OBOT oHKomporenHa (Lucet u cap., 2006).

AytoHoMmHO akTuBUpame JAK2 kuHa3HOr JOMeHa ca HakHagHOM (ocoprialnjoM
STAT u MAPK mnpoteuna, jaBiba ce koj mnanujeHata ca u 6e3 JAK2 wmyramumje. JAK2
WHXUOWTOPU AHM3aJHUPAHU Cy Ja CYNPUMHUPA]y IHUTOKUHCKY CHUTHAIM3ALHW]y HHIYKOBaHY
XunepakTuBHUM muToIuIa3MarckuM JAK2 renom. JAK2 unxuburopu ce Haamehy 3a ATP-
Be3yjyhu yen TtuposuH-kuHaszHor gomeHa JAK2 (Baskin u cap., 2010). ITomro je JAK2
MyTalja Jokanu3oBana u3Ban ATP-esyjyher mecta, JAK2 uaxuburopu He mnpaBe pa3inKy
u3mely JAK2 u JAK2-mytupanux rena (Verstovsek, 2009). Kao mocnemuria tora, JAK2
MHXHOUTOPU ce MOT'y KOpUCTUTHU KoJ nanujeHara ca MITH, nezaBucuo on JAK2 myranuonor
craryca.

JAK?2 wunxubutopu ce mory nopemutu ca BCR-ABL1 unxuburopuma, jep cy obe
BpCTE JIEKOBAa MHXHOUTOpPH TUpO3uH KkuHa3a. Ila umak, mok cy BCR-ABLI1 unxubutopu
ycMepeHH TpoTHB abepaHTHOTr, (Qy3uonucanor rexa (Goldman wu cap., 2001), JAK2
MHXUOUTOpPU Cy YCMEpPEHM NPOTHUB I'eHa KOjU je MpUCYTaH y HOpMalHUM henujama M umMa
Ba)XXHY YJIOTY y HOPMaJTHOM OJIBHjamy Xemaronoese. To 3Haun aa JAK2 unxuburopu nmajy
OTpaHUYEHY KIMHUYKY €(PUKACHOCT, IMTO j€ BUIJBUBO y KIMHUYKUM HCIHTHBAKBUMA, TJIE
BEOMa YeCTO MMajy BUCOKY OIIEHY XeMaTOJIOIIKe TOKcHuHocTH (Santos u cap., 2010).

Mana rpyna on yerupu jeaumema (pykconmutuanO, TG 101348, necrayptuHu® u
XL019) ca paznuuurom cenextuBHOIIhY 3a yetupu wiana JAK damunuje kunasa, npeu myTt
je Tectupana kon nanujenara ca [IM® unu noct-11B wim —ET mujenodubpose ca BUCOKUM
PU3HUKOM.

PykcomuTuHHO je OpaJHM [MKIONEHTHJINPONHOHUTPUIHN JEepUBaT IOTEHTHE

naxubutopHe aktuBHocTH npema JAKI u JAK2, ycmepene aktuBHOocTH mpema |YK2 u
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3aHemapJsbuBe akTHBHOCTH Ipema JAK3 u 26 momatamx kunasza (Nussenzveig u cap., 2001).
Ono6pen je 2011. roguHe ox crpaHe AMepuuke aiMUHHUCTpanmje 3a xpany u jekoBe (US
Food and Drug Administration, FDA), 3a siedeme 000JienuX O CPEeHhe U BUCOKOPU3UUHE
Mujenouodpo3e U MOTUIUTEMHI]E Bepe KOje He pearyjy Ha Tepanujy XUJAPOKCUYPEjOM.

VY cmucny nmuspane tepanuje u maxuonnuje JAK1 n JAK2, pykcomutuaud je 6uo
OpPBU JIEK NPUMEHCH KOJ MHjeNonpoiudepaTuBHIX HEOoIIasMH. Y paHUjuM (azama
HCTpaXKMBama IMOKAa3a0 je 3HauajaH yTUIA] HA CMameme CUMITOMAa OOJIECTH U CMambeHhe
ciesune (Verstovsek u cap., 2010). To je 6uo Temesb 3a ajba HCTPAXKHUBAKA KOja Cy JOHENA
3HAYajHE MO3UTHUBHE pe3yiITaTe MpH JIeYeHhy PYKCOIMTUHHOOM y onHocy Ha ruranebo. Kon
40% manujenaTa JoIUIo je O CMamberha Clie3eHe 3a TpehnHy, cMambeha CHMITOMA, Y CMUCITY
Mamer abJoMUHATHOT 00J1a, 00Ja oI JICBUM PeOpPEHHUM JTyKOM, HORHOT 3HOjema, MPYpPUTYCca
Kao u MumuhHe U KomTane 60iu, 3a orpoMHux 50%. Kox roroBo 68% marujeHara Koju cy
pearoBaiii, OBaKBO IMOOOJbIIAKE je OMIIO NMPUCYTHO M HAakoH 48 Henesba KOHTUHYHPaHE
npumMeHe Tepanuje. O HycrnojaBa, aHeMuja U TPOMOOIMTONEHU]a Cy ce I0jaBJbHUBajie yenrhe
KO/ 0co0a JIeueHNX PYKCOTUTHHUOOM, alli HHje OWJIO 3HAa4YajHHUX MpodiieMa y 30pumaBamby
oBux mnopemehaja. TpoMOoruTONIeHNja je YIriIaBHOM Y3pOKOBaja IOjaBy MOJpHUIIA T1a HHjE
OUJI0 KpBapema, JIOK je MojaBa aHeMHUje JI0’)KMBJbaBalla CBOj BpXyHall HakoH 8 110 12 Hexesba
Tepanyje Ja OM KacHHje Majla Ha jeJHaK HUBO Kao M KOJ MallijeHaTa JICYEHUX IUI1anedooMm.
Haxon mpeknaa mpuMeHe pyKCONMTHHHOA, CTETIEH CUMITOMA C€ BPAaTHO Y MOYETHO CTarhe
Koje je Owro mpucyTHO mpe npumene tepanuje (Verstovsek u cap., 2010). Tlanujentu cy
npaheHu u cienehe Tpu roguHe Npu YeMy je U Aajbe OMo MpHCyTaH MO3UTUBAH OArOBOP Ha
Tepanujy kon Beher Opoja mamujeHara, 6e3 nosehawma Opoja HycmojaBa. Iloctanmo je
€BUJICHTHO Ja he pyKcoNMMTHHHO WMaTH TMO3WTHBAH YYWHAK KOJ| MalMjeHaTa HE3aBUCHO O]
tora umajy i JAK2 myranujy win Hemajy, kao u 1a he OUTH 0 KOPUCTH MallljeHTHMa KOjU
npunaajy rpymnu ca BACOKOPU3UYHUM MoJieKylapHuM npoduiom (Harrison, 2015).

ITopen HecnenupuuHUX, OTKpUBEHH Cy U crienupuunu JAK2 unxuburopu. Jenan of
wux je 1,2,3,4,5,6-xexcadbpomonnkioxexkcan. [loka3aHo je 51a je OH BeoMma IOTCHTaH
uuxuourop ayropochopunaumje JAK2, xao u na je Ta MHXMOHMIMja JO3HO U BPEMEHCKHU
3aBucHa. [lopexn Tora, mokaszaHo je Aa OH TUPEKTHO MHXMOHMpA JIMTaHJ-3aBHCHY aKTHBALU]y
JAK?2 (Sandberg u cap., 2005).

VY NOpeTKIVMHUYKAM M KIWMHUYKAM cTyaujama, JAK uHXuOUTOpM MOTy YOIaKHTH
MHOT€ Toclieqiuiie Mujenonpoiaudepannje, ykbyuyjyhu excrpamemyiaapHy XeMarToIoesy.
MehyTum, MexaHU3MHU KOJUM Cy OBE MIOTOAHOCTH MOCTUTHYTE U J1a JIu cy oHe pe3ynraT JAK?2

MHXUOMIIY]E, HUje 1e(PUHUTUBHO MOTBPHEHO.
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2. IINJBEBU UCTPAKHBAIDA
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HoBuja uctpaxkuBama yKazyjy M Ha 3HAuYajHy YJOTYy aHTUOTE€HE3€ Yy IaTOTeHEe3U

XeMaToJIONIKUX Majuruurteta, ykipydyjyhu u MIIH. Kao onpa3 mojayane anruorenese

OIMCAHO je TPHCYCTBO IOBHIICHE eKclpecHje (akropa pacta BacKyJapHOT EHJIOTENa

(VEGF) u 6a3nor dakropa pacra pudpobdmacra (bFGF), kao u moBehana MukpoBackyiapHa

rycTHHa y KOCTHO] cpxu. IloBehana anruorenesa Moke OUTH y OOpHYTOM OJHOCY ca

MpeKUBIJbaBamkeM ManujeHata ooonenux ox MITH. [lub oBe cryauje je ga ce yTBpAW yTHIA]

uHbIaMalyje Ha pa3BOj aHTHOreHe3e, Kao W yrunaj unwibaHe Ttepanuje JAKI/2

nHXHOUTOpUMA Ha aHruoreHesy ko MITH.

[Tonazehu on HaBeneHUX ca3Hama Wb OBE CTyAH]jE je Ouo na ce ko obonenux on MITH:

1.

yIBpau yuectanocT oHkorene JAK2V617F myranmje, ka0 u myranuje y reHy 3a

KQJIPETUKYJIMH,

anamasupa crenen ekcnpecuje HIF-1a, VEGF u eNOS y rpanynountuma u CD34"
henujama, Ha HMBOY reHa W Ha HHMBOY mpoTteunHa. Ilopex Tora, na ce W3BpIIM U

aHaJIn3a CTCIICHA lbUXOBC CKCHpeCI/Ije y KOCTHOj CpKHu O6OJ'I€J'II/IX;

y IHJbY aHaIn3e epUKACHOCTHU MPUMEHEHE MHJEIOCYIPECUBHE Tepariije Ha (aKkTope
anruorenese, ucrmta crered excrpecuje HIF-1a, VEGF u eNOS y rpanymonutiuma

MIIH namnujenara nocie HajMame 6 Mecel Tepanuje XuIpoKCHuypejoMm;

aHanmM3upa cTeneH excnpecuje f-xkatrenuHa, PPARy u Ki67 npotenna u ynopenu ca

yntpacTpykTypHoM rpahom koctHe cpxxu MITH nanujenara;

ucnuTa creneH npoiudepaiyje u anonrose rpanyiaonura MITH nanujenara in vitro,

y oaroBopy Ha npouHpuaamaropuu IL-6 u JAK unxuburope;

ucnurta ytuiaj IL-6 Ha cTeneH ekclipecuje aHTHOreHuX (hakTopa Ha MOJENy XyMaHe
HEL 92.1.7. henujcke nuauje ca JAK2 myTarujom, Kao U CTETIeH HHXOBE EKCIIPECH)e

HaKOH TpeTMaHa ca xuapokcuypejom u JAK nuxuburopuma,

aHanmm3upa ydemhe pasnmuuntux curHamHux nyreBa (JAK2/STAT3, PI3K/Akt,
MAPK), kojuma IL-6 octBapyje cBoje edekte, Ha Moaeny xymane HEL 92.1.7.

henujcke muHMje.
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3. MATEPUJAJI U METOJ/IE
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3.1 Marepujan

3.1.1. Ucnuranumm

OBoM cryaujom je oOyxBaherno 160 HOBOAMjarHOCTUKOBAHUX TallMjeHaTa 00O0JICTTUX O]
MujesornponaudepaTtuBHUX HeoriazMu, y MHcTuTyTy 3a xemaronorujy KiauHuukor meHrpa
Cpbuje. JlujarHo3a je mMOCTaB/b€HA Ha OCHOBY CTAHIAPJHUX KIMHUYKUX TapaMmerapa y
CKJIaJly ca HajHOBHjUM mpenopykama Crercke 3apaBcTBeHe opranuzanuje (C30) u3 2016.
roguHe. KonTponny rpyny cauumaBano je 15 3apaBux unauBuaya. Ctynuja je omoOpeHa
omnykoM Etmuxor ombopa Knmnumukor nentpa Cp6uje u Etmuxor ombopa MuctutyTta 3a
MEIUIMHCKA UCTPAXHBAamKba, IOK je MaTepHjall MPUKYIJbaH Y3 MPETXOAHY MUCMEHY JI03BOIY
narpjeHata 00aBeTeHuX O CBPCH MPUKYIJbaba KPBH 32 EKCIIEPUMEHTAIHH Pa/l.

Op KIMHUYKUX U XeMAaTOJIONIKUX MapamMeTrapa eBUACHTUPAHHUX y TPEHYTKY MOCTaBJbamba
JMjarHo3e, Kao W TOKOM Impahema OoyiecTH, Y OBOM paay cy KopumrheHu: Moj, CTapocT
MaryjeHaTa npy mocTaBbamky JUjarHo3e, HUBO XEMOTJIIO0MHA H XEMaTOKPHT.

Kommnerna pujarHoctuka OosiecTd, YKJbY4yjyhu ¥ MaTOXUCTOJIONIKY JIU]JarHO3Y,
u3BpiieHa je y Knmnunukom nentpy Cpouje. Cexu y3opuu nepudepHe KpBu Cy y3uMaHH Ha
nuHatpujym EDTA kao aHTHKOaryjgaHcy U TpaHCHOpPTOBaHM /10 MHCTUTYyTa 3a MEIUIIMHCKA
UCTPaKUBama, Ie je BplleHa u3onanuja rpanynonuta 1 CD34" henuwja. ¥V JlaGoparopuju
I'pyne 3a MoNeKymapHy OHKOJNOTHjy, WHCTHTyTa 3a MEIWIMHCKA HCTPAXKHBAKHA
VYuusepsuteta y beorpany, usBpiieHo je umyHoxucrtoxemujcko 6ojeme Ha VEGF, HIF-1a u
eNOS, ypahena je porookymMeHTanuja 1 oopal)eHu cy KOMIUICTHU Pe3yJITaTH.

[loman O NpPUMEHEHHM NOPUMAapHUM M CEKYHIApHUM aHTUTEIMMa MpHUKa3aHU Cy Y
Ta6enama 1 u 2. [lomam o ¢papMaKoJOMIKUM WHXHOWTOpMMA CUTHAIHE TPAHIAYKIHjE U

IUTOKMHKUMA TTpuKa3anu cy y Tabesnu 3.
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Tagena 1. llpumapHa anTHTesa npuMemeHa y excnepumentuma (WB - Western blot; IHH -

umyHoxucmoxemujcko obenedxcasarse; |CH - umynoyumoxemujcxo obenexcasarse)

IIpumapHa anTHTEIA

VEGF Santa Cruz Biotechnology, SAD
WB, IHH, ICH Santa Cruz Biotechnology, SAD

HIF-1a MHUIIje IHH, ICH Abcam, UK

STAT3 3eunje WB Abcam, UK

Akt 3eunje WB Abcam, UK

MAPK 3eunje WB Cell Signaling, SAD

B-actin 3eunje WB Abcam, UK

PPARy 3eunje IHH Santa Cruz Biotechnology, SAD

Tabena 2. CekyHaapHa aHTHTeJa mpuMemeHa y exkcnepumentuma (HRP - nepoxcudasa pena,

horse radish peroxidase; WB - Western blot)

CeKsz[apHa AHTHUTEJIA

HRP xomyrosano antTumumnije Pierce, SAD

34



Ta6esa 3. @apMaKkoJI0IIKN HHXUOUTOPH CUTHAJIHE TPAHCAYKIIHMje, IMTOKUHHU H eCTPH

npuMemeHu y ekciepumentTuma (7PA - Tetradecanoyl phorbol acetate)

(I)apMaK().]'IOIIIKI/I ]/IHXI/Iﬁl/ITOpI/I, HNUTOKMHHU U €CTPU

Hasus Omnuc IIpouzsohau
Xuapokcuypeja HHXAOUTOP PHOOHYKICOTHT Sigma-Aldrich, SAD
pemykrase
PykcomutnHiO JAK1/2 naxubutop Cayman Chemical, SAD
XeKkcabpOMOIMKIIOXEKCaH JAK?2 unxuburop Sigma-Aldrich, SAD
Xymanu pekomOnHaHTHE |L-6 / R&D Systems, SAD
TPA (opboaHN ecTap Sigma-Aldrich, SAD

3.2 /Iu3ajH ekciepuMeHTAa

3.2.1. YrephuBame HHMBOA eKCIpecHje aHTHOTeHHUX (akTopa y nepudepHoj KpBH H

KkocTHOj cpxu MITH nanujenara

VY muipy yTBphUBama CTereHa eKcrpecuje KIbydHuX perynatopa anruorenese VEGF,
HIF-1a 1 eNOS y nepudepnoj kpsu MITH manujenara, BpiieHa je W301anyja TpaHyJIONHUTa 1
CD34" hemumja. HuBo ekcmpecuje aHruoreHux Qaktopa mnpaheH je Ha TEHCKOM |
npoTeuHckoM HuBoy. Ilopen Tora, HMBOM ekchpecuje npaheHH Cy M y KOCTHO] CpiKH
nanujeHata ca MIIH. Takohe, ekcnipecuja je ucnurana kon oapeheHor Opoja mamujeHaTa

HAKOH HajMame 6 MeCellH JIeueha CTAHIapAHOM IIUTOCTATCKOM TEPAIHjOM XHUAPOKCUYPE|OM.

3.2.2. YrephuBame HuBoa ekcnpecuje p-xarenuna, PPARy u Ki67 nporenna y KocTHoj

cpxu MITH nanmjenara

Y umwiby ucnutuBama yiaore Wnt/B-karenun curHanHor myta kao u PPARy
TPAHCKPUIIIMOHOT (paKTopa, BPIIEHO j€ HCIHMTHUBAKE HUBOA E€KCIIpecHuje OBUX (akropa y
KOCTHOj cpxku nanujenata ca MITH. Ilopen Tora ncnutuBas je U npoiaudepaTUBHU WHAEKC
nyrem ekcrpecuje Ki67 mporenHa u mopeheH ca ynTpacTpyKTypHHM KapaKTepHCTHKama

koctHe cpxxu MITH narujenara.
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3.2.3. UcnutuBame aesioBama xuapokcuypeje 1 JAK uHxuOuTOpa Ha eKcmpecHjy

aHruoreHux gaxkropa

Kao mMozen 3a ucnutuBame CTeneHa JaelioBama Xuapokcuypeje u cnenupuanor JAK?2
naxuburopa, kopumhena je xymana HEL 92.1.7. hemujcka nunmja. HEL henmuje cy
KynTuBucane ca xuapokcuypejom (100 uM), 1,2,3,4,5,6-xexcadbpomonmkioxekcadom (50
uM), kao u ca ob6a dakropa 3ajeqHo y Tpajamy on 24 u 48 caru. HakoH ucTeka TperMaHa

aHaJIM3UPaHa je eKCIPEeCcHja aHTMOreHUX (PaKTopa Ha TEHCKOM U IPOTEUHCKOM HUBOY.

3.24. UcnutuBamke HUBOA M MexaHu3ma JejoBama IL-6 m JAK wunHxuburopa Ha

epuTpoJieykemujckuM henujama

Ha xymanum HEL 92.1.7. henujama npBo je UCIMTUBAH yTUIA] TPOUH(pIAMATOPHOT
mutoknHa I1L-6. Ytunaj 1L-6 je mpahen ucroBpemeno na HEL henujama n makpodaruma. Y
MJbY HCTIUTHBaka Makpodara, HEL hemuje cy Tpetupane terpanexanowmt GopOo1 arerarom
(eur. Tetradecanoyl phorbol acetate, TPA) (1 uM) y Tpajamy ox 72 carta, kKako Ou ce
U3BPIIMIO KBUXOBO HpeBohewme y makpodare (Murate u cap., 1993; Long u cap., 1990).
Haxkon tora, HEL henuje u makpodaru cy xyntusucanu ca IL-6 (20 ng/ml) y paznudaurom
BpEMEHCKOM Tpajawy (4 cara, 2 carta, 1 car, 30 munyra, 15 munyra). HakoH ucreka
TpeTMaHa aHAJIM3UPaHa je eKCIIPecHja aHTMOreHUX (pakTopa Ha MPOTEMHCKOM HUBOY.

V cnenehoj dasu, kynrusucane HEL hemuje cy tpetupane ca IL-6 (20 ng/ml) u 2
JAK unxubutopa - Hecneuupuunum JAK1/2 umuxubutopom pykconutuuOom (1 uM) u
cnerduaanM JAK?2 naxuduropom 1,2,3,4,5,6-xexcadbpomorninkiioxekcanom (50 uM) Tokom
16 caTu, HaKOH Yera je UCIIUTUBAH BUXOB YTUIIA] HA CTEIEH NMpoJudepalyje U arnonTose.

VY muby HcMTUBaba MexaHuzaMma nytem kojux IL-6 octBapyje cBoje edexre, HEL
henuje u makpodaru cy tperupanu ca IL-6 u JAK mnxuburopuma y toxy 60 munyTa, npu
yemy cy JAK wunxubutopum pomaBanu 30 mwmnyrta npe IL-6. Ilo wucreky Tpermana
aHAIM3MPaHu cy nponudeparuBau curnanau nmyresu (JAK2/STAT3, PI3K/Akt, MAPK), kao

1 HUBO CKCHpCCI/IjC AHTHOT'CHUX (paKTopa Ha IPOTCUHCKOM HHBOY.

3.25. UcnutuBamke HUBOA M MexaHuzma JaejoBama IL-6 m JAK wuHxuburopa Ha

rpanyaouure MITH mauujenara in vitro

VYV uuipy HCIUTHBama MNOTEHHMjadHOr aenoBama IL-6 m JAK wunxubutopa Ha
henmujckn nwmkiayc rpanyiounuta MIIH nanmjenarta, BplieHa je HBHXOBa H30JAlUja U3

nepudepHe KpBH, HAKOH yera cy KynaTtuBucaHu y uuctom RPMI menujymy. Hakon Tora,
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rpanyionut ¢y tperupanu ca IL-6 (20 ng/ml), pykcoaurunudom (1 uM) u 1,2,3,4,5,6-
xekcabpomonukinoxekcanoM (50 uM). Hakon unkyOamuje (16 catu), HCIUTHBAH j& HUXOB
yTUIIa] Ha CTeMeH nponudepanyje u anonTose rpanyionuTa. [lopea Tora, aHamu3upanu ¢y u
nponupeparuBau curnaaau nyresu (JAK2/STAT3, PI3K/Akt, MAPK) Ha mpoTenHCKOM
HUBOY, HAKOH TpPEeTMaHa y pa3IMdYuTOM BPEMEHCKOM Tpajamy (15 munyta, 30 Munyta u 1

cart).

3.3 heauje u heaunjcke KyJarype

3.3.1. U3onauuja rpanynouura u CD34" heauja u3 nepudepne kpBu

[Tepudepna kpB namnujeHara u 3apaBux kKoaTpona (o 30 ml) je cakymspaHa y enpyBeTama
ca quHatpujyMm EDTA anTukoarynantom. KpB je 3atum pactBapana y 3anpemunu 1:1,2 ca
docpataum mydpepom (PBS-a, pH=7.2, 6e3 Ca?* i Mg?* ) ca nomarkom 2 mM EDTA.
Hanormreno je 35 ml pazonaxkenor hemujckor pactBopa mpeko 15 ml smmdonpena (JICM,
Lymphocyte Separation Medium, Capricorn Scientific, GmbH, Germany) y enpysetu ox 50
ml u uentpudyrupano Ha 400 g, 35 munyta Ha 20°C. T'opmHu cI10j Ia3Me ca TPOMOOIUTHMA
Jj€ MaKJbUBO aCIMPHUPaH TaKO J1a CJI0j MOHOHYKJIeapHuX henuja ocrane ouyBaH y mehydaszu.

M3onanmja rpanyjgouurta. [paHynonuTH Cy HU30JI0BAHH HAKOH XHWIIOTOHE JIH3€
eputpounta cranoxkeHux ca JICM. CranoxeHH epUTPOLMTH Cy MEUIaHW Map MHUHYyTa Yy
enpyBetu ca xurnotoHuM pactsopoM (0.15 M NH4Cl, 0.1 mM Na;EDTA, 12 mM NaHCO:s)
70 HUXO0BE BHJJBHBE JIM3€, a 3aTUM cy LeHTpudyrupanu Ha 200 X g 1Ba MUHYTa 1a O ce
00O TaJor rpaHyJIoLUTa KOjU ce joul JBa myTa ucnupao ca PBS-om. bpoj u Bujabuianoct
henuja onpehuBana je 6ojemem ca 0.4% pactBopom Tpunan mraBor (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). U3 rpanymonurta je oamax wusasajana JIHK, PHK,
NPOTEUHHU U MPABJLEHH CY LIUTOCIIHH TPETapaTH.

M3oaammja CD34" hesmmja. Cnoj MmoHOHyKIeapHuX henuja je aBa myTta ucnpas ca PBS 2
mM EDTA. CD34" nporenuropcke henuje cy W30/10BaHe U3 MOHOHYyKIeapHe hesmjcke
cycrnensuje kopuihemeM KOJIOHe 3a MarHeTHO pasjaBajame (Super Macs I, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany) u menraBuHe MarHeTCKHX MHKPOKYIIIMIA KOHBYTOBaHUX ca
autu - CD34 anturenom (Miltenyi Biotec) mpema ymyrctBy mnpousBohada. bpoj u
BujabmiHocT henuja oapehuBana je G6ojemem ca 0.4% pactBopom Tpuman miaBor (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 13 CD34" hemuja je ommax wH3010BaHa

ykynHa PHK winu cy npunpemanu HUTOCIINH Ipenapary.
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3.3.2. Reanjcka JuHMja

VY ekcrnepuMeHTHMa y KOjUMa je MCIHTHBaH yTHIaj xuapokcuypeje, IL-6 1 JAK
MHXUOHWTOpPA HA CTENECH EKCIPEeCHje aHTHOTeHHUX (DaKTopa Kao M CUTHAJIHMX ITyTeBa Y Koje je
IL-6 yxspyuen, xopumhena je xymana HEL 92.1.7. hemmjcka muamja. To je
epUTpOJICYKeMHjCcKa henujcka JMHHja KOja Ce€ CIIOHTaHO audepeHmupa y epuTpodsiacte
(Martin u cap., 1982) u nocenyje JAK2V617F mytaiijy y XOMO3UIOTHOM cTamy. ['ajeHa je y
RPMI-1640 memujymy 3a kynruBainmjy (Biowest, Nuaillé, France) ca momatkom 10%
deranmnor roseher cepyma (FBS, Fetal Bovine Serum, Biowest, Nuaillé, France) u 100
jenuuuna/ml nenunuun/crpentomunuya (Biowest, Nuaillé, France) na temmepatypu on

37°C, y armocdepu ca 5% CO2 u 100% BraxxHOCTH.

3.4 Anammza JAK2V617F u myraumje y reny 3a CALR

3.4.1. CexBennmpame PCR npoaykara

Cexpennmpame JJHK je spmreno BigDye™ Terminators Version 3.1 Ready Reaction
Kit-om (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), kanuinapHom enextpodope3oM Ha
ayromarckoM cekBenatopy (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Life Technologies,
CA, USA). OBaj xutr omoryhaBa cekBenimpame y PCR peakuuju y Ko0joj ce mopen
JEOKCUHYKJIeOTHIa KopucTe u 2°,3’-nuneokcunykieoruau. JJHK momumepasa xomupa jenan
nanan [IHK marpurie yrpahyjyhu nykneorune Ha 3’ kpaj rmpajMepa cBe 0K y pactyhu jaHary
HE yrpaju HEKH O] ITuAeoKcuHyKIeotuaa. Juneokcunykineotuau Hemajy OH-rpyny Ha 3’
MO3MUIIMjH, 300T Yera Hemajy CHocoOHOCT Be3uBama ciefeher HykJIeoTuaa, Ma HHUXOBOM
YIpaamoM JI0JIa3d 10 TepMHUHaNMje ToimMepusanyje. Peaknuje ce paae camo ca jeqHUM
npajmepom (acumerpuann PCR) Tako na ce no0uja cepuja ¢pparMeHara pa3iuuauTuX TyKHHA
KOjU C€ 3aBpIlIaBajy IUACOKCHHYKIeoTHI0M. CBaKku 011 4 JUJICOKCUHYKIIEOTH A O0ENIeXEH je
pa3nuuuToM (ayopecieHTHOM OojoM uuMe je omoryheHa Jnerekiuja ¢parmMeHara y
cexkBeHaTopy. CMema 3a CeKBEeHIMpame, puHanHe 3anpemune 8 ul, campkana je crienehe
kommonenTte: 3-20 ng mpeuntntheror PCR npoaykra (3a ayxuue 200-1000 bp), 3,2 pmol
npajmepa 3a cekBeHuupame u 3 MUl Ready Reaction Mix-a (Applied Biosystems, Life
Technologies, CA, USA).

Temneparypuu npodun PCR peakiuje 3a cekBeHIIMpame:

1. 1 mun/96°C
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2. 25 nukiryca:
e 10 cex/96°C
e 5cex/50°C
e 4 Mun/60°C
3. 4°C/o

3.4.2. UcnutuBame npucycrsa JAK2V617F myrauuje

3a PCR ammudukarnujy (T3000 Thermocycler, Biometra Biomedizinische Analytik

GmbH, Goettingen, Germany) xopumiheHu cy npajMepu npuKa3anu y Tadbemnu 4:

Ta6esa 4. CeToBu npajMepa kopumrhern 3a ucnurupame npucycrsa JAK2V617F myranuje

IIpajmep CexBenua (5’ - 3’)
JAK2-FWD GTTTCTTAGTGCATCTTTATTATGGCAGA
JAK2-G-REV FAM-TTACTCTCGTCTCCACAGAC
JAK2-T-REV FAM-AAATTACTCTCGTCTCCACAGAA

Temnepatypuu npogun PCR peaxmuje:
1. 5 mun/95°C — akruBamuja HotStarTaq moiumepase
2. 30 nuxiyca:
e 30 cex/94°C — nenarypanuja
e 30 cex/62°C — aHWIHHT
e 80 cex/72°C — enonranuja

3. 10 mun/72°C — ¢uHanHa ejgoHTaLyja

Hakon PCR ammiudukanmje u3BpiieHo je npeunnihaBame Ha kononu (QIAquick PCR
Purification kit, Qiagen, USA) mpema ymyrctBy mnpousBohaya. [lpunrkom onpehuBama
npucyctBa JAK2V617F myranmje, PCR-oM yMHOXeHH NPOAYKTH Ccy cekBeHIMpanu BigDye
Terminator V3.1 kutom 3a cexBeHiuparme Ha ABI PRISM 3130 automated DNA Sequencer
amapary (Applied Biosystems, Life Technologies, CA, USA), kopumhemem AB DNA
Sequencing Analysis Software (v 5.2).

[Ipajmepu cneunduyam 32 MyTaIyjy cy AyKH y oaHOCy Ha ,,wild* Tun npajmepa. Tokom
PCR ananuze monasu 10 amruidguKalyje CeKBEeHIM IreHa OJf MHTepeca. ToM MPUIMKOM ce

ctBapajy JAK2V617F cexBeHile, koje cy 3a Tpu 0a3Ha mapa JyKe Y OJJHOCY Ha HEMYTHpPAHE
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JAK2 cekBenne. Ananmza JJHK cexBenmu (ABI13130x1) he mokaszatu aBa pa3inyuTa IHKA,
ykonuko manujeHT umMa JAK2V617F myranmjy. OmHoc oBa jaBa nuka (Mytupanor — 190
0a3HUX mapoBa W HemyTuUpaHor — 187 0a3HuUX TapoBa) yKaszyje Ha Pa3IUYUTO AaJCITHO
onrtepeheme. AnenHo onrepeheme MyTHpaHOT T€Ha je aHAIM3MpaHo Mo Gopmynu: Bucuna
MUKaJAK2V617F/(BUCHHA TIHKa“wild« tip + BUCHHA NUKajakavei7r) X 100%. Tlpema oBoj meromu
ManujeHTn cy mpema creneHy onrepehema JAK2 moaemenu y 3 rpynme: JAK2wt (Oe3

myrtaruje), JAK2 xereposurotu (1-50%) i JAK2 xomo3urotu (> 51%).
3.4.3. UcnuTuBame npucycTsa myrtanuje y reny 3a CALR

3a PCR ananusy kopumihen je kutr AmpliTaq Gold 360 Mastermix (Applied Biosystems,
Life Technologies, CA, USA).
Temmnepatypuu npopun PCR peaxnmje:
1. 10 mun/95°C — axtuBanuja Taq momumepase
2. 10 ukmyca:
o 15 cex/94°C — nenarypanmja
e 15 cex/55°C — anmnuHT
e 30 cex/72°C — enonramnuja
3. 20 nukiryca:
e 15 cex/89°C — nenarypanuja
e 15 cex/55°C — anunuHr
e 30 cex/72°C — enonranuja

4. 20 mun/72°C — puHanHa enoHramnuja.

3a PCR ammummdukanujy cy kopunrheHu npajMepu rnpuka3aiu y tabenu 5.

Ta6ena 5. CetoBu npajMepa KopumhieHu 3a HCIIUTUBakE NPUCYCTBa MyTaruje y reny 3a CALR
IIpajmep CekBeHnna (5’ - 3’)

CALR-intr8-fam-fwd | FAM-GGCAAGGCCCTGAGGTGT

CALR-ex9-rev GGCCTCAGTCCAGCCCTG

Hakon PCR ammnmudukanuje u3BpuieHo je npeuuninhaBame Ha koionu (QIAquick
PCR Purification kit, Qiagen, USA) npema ymnyTcTBY nipou3Bohaua. YMHOKEHH MPOIYKTH CY

cekBeHnupanu ca BigDye Terminator V3.1 kutom 3a cexBenmupame Ha ABI PRISM 3130
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automated DNA Sequencer amapary (Applied Biosystems, Life Technologies, CA, USA), y3
kopumiheme Gene Mapper software version 4.0 (Applied Biosystems, Life Technologies, CA,
USA).

3.5 Anajau3a ekcnpecuje rena nomohy peakiuje peBep3ne TpaHCKpPUIIIKje

u ,,REAL-TIME* PCR (qPCR) meToze

M3onanuja PHK. V cBpxy oapehuBama henujcku cnenudpuiHe TeHCKe eKCIpecuje U
MeXaHu3aMa KOjU PeryJIuIly TeHCKYy ekcrpecHjy u3 henmja je m3onoana nataktHa PHK, Ha
OCHOBY Koje je moToM joboujeHa komruiementapua JJHK (CDNA).

Ha ramor henuja momaBano je 0,75 ml TRIzol pearenca (Applied Biosystems, Life
Technologies, CA USA), npu 4emy cy henuje TUPEKTHO JH3MpaHE MPOMYIITAHEM KPO3
MUIeTy. XOMOTE€HU30BaHH Y30PIH Cy MHKYOUPaHU MET MHUHYTa Ha COOHOj TeMIIEpaTypH KaKo
Ou ce omoryhmia moTmyHa AUCOIMjalldja HYKJICONMPOTEHHCKOT KOMIUICKCA, a 3aTHM CYy
ueHtpudyrupanu Ha 12000 g Ha temneparypu ox 4°C y Tpajamy of necer muHyta. Ilo
3aBpIIEHOM LIEHTpU(YTUpamy, XOMOreHaT ce mpedallyje y HOBY €NpyBeTy a Tajor Oara.
[ToTom je cBakom y3opky nonasano 0,15 ml ximopodopma. Enpysere cy cHaxkHo myhkane 15
CEeKyH/IM, a MOTOM MHKyOMpaHe 5 MuHyTa Ha COOHO] TemmepaTypH. Y30pLU Cy TOTOM
ueHtpudyrupanu Ha 12000 g, Ha Temneparypu ox 4°C y Tpajawy oa 15 Munyra. XoMoreHar
ce HaKOH LIeHTpU(]yrupama pas3iBajao y Tpu (asze: nomy, LpBeHy GeHon-xaopodopM da3y
KOja caJipXu mpoTenHe, 6eny uatepdasy y kojoj ce Hanaszu JJHK u ropwmy Bogeny ¢asy koja
caapxxu PHK. Bonena ¢a3za je maxspuBo npebanrBaHa y HOBY enpyBeTy. CBakoM Yy30pKy
PHK nozpasano je mo 0,5 ml 100% wu3zonpomnanona a morom cy uHKyOupanu 10 MuHyTa Ha
coOHOj TemmepaTypu U motoMm eHTpudyrupanu Ha 12000 g, Ha 4°C y Tpajamy 0 Jecer
munyta. Hakon nenrpudyrupamwa, PHK ce morna Bugetn y Buay Oenor Tajora Ha AHY
enpysere CynepHarauT je omuBaH a PHK ranor je ucniupan ca 1 ml 75% eranona. Y3opak
Jj€ KpaTko mpoMelaH a notom nentpudyrupan Ha 7500 g na remnepatypu ox 4°C y Tpajamby
on 15 munyra. Hakon ojnuBama cynepHatanta, PHK Tamor je cymen Ha Ba3ayxy u
pactBapan y Boau 0Oe3 Hykieaza. Hakon onpehuBama konuentpanuje PHK momohy
cnekTpodoTOMeETpa, y3opiu ¢y uyBanu Ha -80°C mo ymoTpeoe.

PeBep3na Tpanckpunuuja u nodmjame xkommiaementapHe JIHK. Vkynnma PHK
kopuuthena je 3a nodujame kommuementapue JJHK u to Ha ocHoBy onuro dT mpajmepa koju

omoryhaBa peBep3Hy TpaHckpumnuujy camo wPHK. Peep3na tpaHckpumimja je BpIieHa
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IpeMa yIyTCTBY MPOM3BOhadya KOMILIETa 3a peBep3ny Tpanckpumiijy (Maxima First Strand
cDNA Synthesis kit, Thermo Fisher Scientific, USA). Ykpatko: 5 ng PHK u 1 pl omuro dT
mpajMepa Cy MEIIaHu ca BOJIOM 0e3 Hykieas3a A0 yKymnHe 3amnpemuse o 11 pl a motom um je
J07laBaH OCHOBHH MHKC KOju ce cactojao o M-MULV peBep3He TpaHCKpumTase, cMele
mykiaeoruaa (ANTP wmwmkc), unxmburopa puOOHyKiIease u mydepa 3a peBEp3HY
Tpanckpurnujy. OBakBa cMema 3anpemuHe 20 pl mHkyOupana je 60 munyra Ha 37°C a
3arum 5 munyra Ha 70°C y TepmoOioky amapara Mastercycler personal (Eppendorf,
Germany). Konrnenrpanuja CONA je onpehuBana momohy criekrpodoromerpa.

AHaim3a creneHa exkcnpecuje reia nomohy ,,REAL-TIME*“ PCR (qPCR) mertoge.
»,Real-time“ PCR wnu kBantutatuBan PCR (QPCR) je wmeroma koja omoryhasa
kBanTudukanyjy PCR mpomykara y Toky cBakor PCR mukiyca, Tj. y pealHOM BPEMEHY.
gRT-PCR (,,quantitative RT-PCR*) je Bapujanta qPCR meroze y k0joj ce, Kao marpwuiia 3a
amruidukanyjy cnenuduine cekpenie, kopuctu CONA.

V¥ qPCR ce mepu (payopecrieHTHH curHai koju ce emuryje y Toky PCR peakuuje u unju
j€ MHTEH3UTET TUpPEeKTHO mpornopunonanan kommynan PCR mponykra y narom nukimycy. 3a
pasmuky ox ,kiacuydor PCR, rae ce koiaumunMHa MpoOAyKTa MOXKE MEPUTH camMoO Ha Kpajy
PCR peaknuje, oBzie ce KBaHTH(HKaIMja OJBHja Y TOKY €KCIIOHEHIMjalHe (haze peakuuje y
TOKY KOj€ J10J1a31 10 yaBocTpydaBama PCR mpogykTa mpuiImKoM CBakor LUKITyca.

TpenytHo ce kopucte 2 ocHoBHe qPCR TexHuke:

1. SYBR Green

2. TagMan

SYBR Green je HajjeqHOCTaBHMja TEXHHUKA, 3aCHOBaHAa Ha IPUMEHHM HMHTepKaiaupajyhe
SYBR Green | 60je koja ce Be3yje 3a Mamu xJ1e0 aoiandane JJHK. Ca mosehamem Opoja
nukiryca PCR peakumje gonasu no nosehama konuuuHe nBoianvane JIHK, ma camum tum u
1o nosehama HHTEH3UTETa uIyopecleHTHOr curHaia kora emutyje SYBR Green | 60ja. OBa
TEXHHKAa MOXKE UMAaTW 3a MOCIeAMIly JeTeKIHjy HecrneuupuuHo amrudukoBanux PCR
MpoJyKaTa, Kao M JETEKINjy AuMepa mpajMepa. 300r Tora ce 3a MpoIeHy CHernudUIHOCTH
peakiuje mpuMerbyje aHaan3a KpuBe TOIUbea (,, melting curve analysis *).

TagMan TtexHuka KopucTu 5’ —3’ erzoHykjea3Hy akTMBHOCT Taq mosmMmepase 3a
nerexkunjy PCR mpoaykata. 3a pasznuky on SYBR Green texnuke, y TagMan texauuu ce,
nopen cnenuduuHuX npajMepa, kopucta U TagMan nipo6a. To je onuronykieotTuHa npooda
KOMIUIEMEHTApHAa CEKBEHIIM Y OKBHPY TapreT CEKBEHIle, Ha 5’ Kpajy je oOenexeHa
¢byopecueHTHOM, penoprepckoM 6ojom (Reporter, najuenthe FAM, VIC niu JOE), a Ha 3°

Kpajy cy3oujajyhom OGojom (Quencher, najuemthe TAMRA). CBe 1ok ce pernoprepcka u
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cy30mjajyha 6oja Hamaze Onm3y jemHa napyre, Tj. Aok je TagMan mpo0a MHTaKTHa, Hema
emuToBama (iryopecuennuje. Mehyrum, y Toky PCR ammmudukamnuje 5°—3’ erzonykieazHa
aktuBHOCT Taq mommmepase u3memnra npoly u ykiama je ca JIHK manna, mro pesynrupa
E€MHUTOBaWkEM JIeTEeKTaOMIHEe (DITyopecleHInje O CTpaHe pernopTrepcke 0oje. Y TOKy CBakor
HoBor nukiayca PCR peakuwmje, duryopecuennuja he pactu kao mocieauiia aKymyJialuje
ci1000THUX peropTepa.
Ksantuduxanuja qPCR npoaykara moxe OUTH:
® arncoJiyTHAa KBaHTU(UKAalM]ja, TJE je Pe3ylaTaT M3paxKeH Kao arcoJyTHH Opoj Komuja
[IMJbHE CEKBEHIIC, KBaHTHU(UKallMja [WIJbHE CEKBEHIE ce nobuja mopehemem ca
CTaHJapJHOM KpUBOM M3pal)eHOM 0] y30paka Io3HaTe KOHIIEHTPAIIH]e;

e peraTMBHA KBaHTH(HKAIMja, TAC je pe3yiaTaT H3PaKEH Kao PEIaTUBHH OIHOC
KOJIM4YrHE peepeHTHOT y30pKa (KaauOpaTop) U MEPEHOT y30pKa.

Y ob6a mpucryna KBaHTU(UKALMjU, BEOMa j€ BaXHO W3BPIIUTH HOPMaIM3aLU]y
nobujenux moxaraka. Kako je xonmmuuna nobujernx PCR mpomykata TUPEKTHO 3aBHUCHA O
MOYETHE KOJNWYMHE MaTpuie, Aa Ou ce u30erie Tpemke HacTajle MPHINKOM IOCTaBKe
eKCIIEpUMEHTa, YIOPEeA0 Ca YMHOXKAaBaHEM I[MJbHE CEKBEHIIE BPIIM C€ U YMHOXKABAHE T3B.
eHjioreHe KoHTpose. Enorena koHTposa je o0MuHO ,, housekeeping ““ TeH uuja je ekcrpecuja
cTabWiiHa y CBHM Y30plMMa, OJHOCHO 4YHja C€ eKCIpecHja He Mema NPUIHKOM
eKCTIEpUMEHTATHUX TPETMaHa.

VY cnyuajy penaTuBHE KBaHTU(HKALM]je, KBaHTU(UKAIM]a eKCIIpecHje UJBHOT IeHa MOXKe
ce BPLIMTH NPUMEHOM METOJIe pellaTUBHE CTaHAap/He KpuBe WM kommapatuBHoMm ddCt

METO/IOM, KOja je KopulltheHa y OBOM pajy.
3.5.1. OnpehuBame crenena excnpecuje eNOS rena npumenom RT-PCR mertoae

Excnpecuja rena eNOS je npahena qRT-PCR meromom va Mastercycler EP RealPlex

PCR anapaty (Eppendorf AG, Hamburg, Germany), ynorpebom SYBR Green texnuke. Kao
SHJIOTeHa KOHTpoJIa je KopuiitheH B-akTuH reH. Ha3uBu 1 CEKBEHIIE MTpajMepa HABEACHHU Cy Y
Tabenu 6.
Peakmnmona cmemra gpunanHor Bosrymena 20 pl je caapxana cienehe KOMIOHEHTE:

e 500 ng cDNK

e 1x SYBR Green gPCR Master Mix (Pierce, Thermo Fisher Scientific)

e 0.3 uM ,.forward* npajmepa

e 0.3 UM ,reverse* npajmepa
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e UDG
Temneparypuu npodu peakuuje:
e 2mun/50C
e 10Mun/95C
e 40 mukmyca: -15cex/95C
-30cex/60 C
-30cex/72' C
O6pana pesynrara je usBpmieHa kopumihemem mporpama REST (engl. Relative

Expression Software Tool) (Pfaffl u cap., 2002).

TabGema 6. Ilpajmepu kopumihenn y qRT-PCR ekcnmepuMeHTHMa TOKOM HWCIUTHBaWka HUBOA
excrpecuje eNOS reHa

Ha3uB npajmepa CexBeHua npajMmepa
eNOSFor 5’-CGG CAT CAC CAG GAA GAA GA-3°
eNOSRev 5’-GCC ATC ACC GTG CCC AT-3’

AktFor 5’-CCT GGC ACC CAG CAC AAT-3’
AktRev 5’-GCC GAT CCA CAC GGA GTACT-3’

3.5.2. OnpehuBame crenena exkcnpecuje HIF-lo m VEGF rena npumenom gRT-PCR

METOoaE

Excnpecuja HIF-1ao u VEGF je onpehusana mpumenom qRT-PCR merone na 480
Light Cycler PCR amapary (Applied Biosystems, Life Technologies, CA USA), ynorpe6om
TagMan texnuke. Kao engorena kontpona je xkopumihen B-aktus reH. Ha3uBu u cexBeHIe
npajMepa HaBeieHu ¢y y Tabenu 7.

TemnepatypHu npoui peakuuje:

e 2wun/50C
e 4 mMun/95C
e 40 mukmyca: -15 cex/95°C

-1 mun/60°C

OOpana pesynrara je u3BpineHa npuMeHoMm kommapatuBHor ddCt meroa.
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TabGema 7. Ilpajmepm xopumhenu y qRT-PCR ekcmepmMmeHTHMa TOKOM HWCHHUTHBamka HHBOA
excrpecuje HIF-1a u VEGF rena

Ha3us npajmepa CexBeHna npajvepa
HIF-1aFor 5’-GGC AGG AAG ATT GTC ATG GAC-3°
HIF-1aRev 5°-TCT GTC TGT CAC ATG GGT GAT GAA-3°
VEGFFor 5-TTGCTG CTC TAC CTC CAC CAT-3’
VEGFRev 5’-CACTTC GTG ATG ATT CTG CCC-3°

3.6 AHasin3a ekcnpecHje NpoTeHHa

3.6.1. Western blot anaim3a ekcnpecuje npoTenHa

M3osnanmja nporenna. Yxynuu henujcku npotennu u3 rpanyiouuta, HEL henmja u
Makpodara, n3oioBanu cy npuMmenom xsagHor RIPA mydepa 3a nusupame henuja xoju ce
cacrojao ox: 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 150 mM NaCl, 1% Triton x-100, 1% natpujym
neokcuxouar, 0,1% SDS, 2 mM EDTA u 50 mM NaF. HerocpenHo mpe moverka JIu3upama
henmuja, mydepy 3a au3npame nogaBaHu cy HHxuoutopu nporeaza: 1 mM Na-oproBananar u
10 pl xoxrena uuxubutopa (Pierce, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) o ml
nydepa. Renuje cy musupane ca 1 ml mydepa na 1x108 hemnja. JIuzatu cy unkyOupanu 25
muHyTa Ha 4°C a 3atum nentpudyrupanu 15 muayra va 10000 g. Jluzatu cy yyBaHuW Ha -
80°C no ymotpebe. KonnenTpaiija mpoTenHa y CBakoM y30pKy oapehuBana je ymorpedom
komepuujaraor BCA tecra (Pierce, Thermo Fisher Scientific).

VY umipy ucnutuBama aktuBupaHor HIF-lo mporemna, BpuieHa je cemapaiyja
LUTOIJIa3MaTCKe U HyKJIeycHe (pakiuje rpaHyiouura, kopuithemem xomeprujanHor NE-
PER kwura (Pierce, Thermo Fisher Scientific) mpema ymyrcTBy mpousBohaua.

Eaextpodope3a u enekrporpanchep. Yzopuuma nporermHa u3 hemujckor nuzata
J0/1aBaH je penyKunoHu nmydep 3a y3opke cieneher cacrasa: 250 mM Tris/HCI pH 6,8, 10%
SDS, 30% mmnepon, 5% pB-mepkanroeranon u 0,02% OpomdeHon 1miaBo ca KOjuUM Cy
y30pIM KyBaHH y KJbydasioj BoAM TeT MHUHyTa. OBako MPUIPEMIBEHH Y30pIH TPOTEHHA
Ha”omeHn cy Ha 10% akpunamuanu ren nebssuHe 1 mm u paszasajanu SDS-PAGE
enekTpoope3oM, NMpH KOHCTAHTHO) cTpyju ox 150 mA Tokom nBa cata. Hakon Tora,
pa3IBOjeHH MPOTEUHHU Cy enekTporpancdepom Ha 110 mA Tokom 90 MUHYTa MPEHOIICHH Ha

nosuBuHII audopun memopany (Applichem, GmbH, Darmstadt, Germany).
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VY30piy HYKJIEYCHUX MpOTeHHa pal)eHu Cy MO0 HCTOM TPUHIMITY, OCHM IITO je
kopunthen 12% akpunamuaau ren aedspuae 1,5 mm.

HNmynob6aor. HecnenuduuHo Be3uBame NpoTeHHAa 3a MeMOpaHy OJOKHUpaHO je
uHKyOamujom ca 3% miexkom y TBS Tokom jenHor cara. 3atuMm je MemOpaHa HMHKyOHUpaHa ca
npumMapHuM antutesioM y 1% mieky y 0,5% Tween 20 y TBS (TTBS) npeko Hohu Ha 4°C,
Ha pPOTalMoOHOM Iejkepy. MemOpane cy noroM ucnupane y TTBS, a 3atum nHKyOupane ca
CEeKyHJIapHUM aHTUTEIOM KomyroBaHuMm ca HRP nBa cara Ha coOHOj TemmepaTypw.
MewmOpane cy moHoBo ucnimpane y TTBS Tpu myra mo gecer MuHyTa.

Jereknuja mporemHa. [IporenHu oOeiIC)KEHH AHTUTEIMMAa BH3YEJIM30BaHU Cy Ha
ayropaauorpapckom ¢uimy (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) nakon
uHKyOaIje MeMOpaHe ca CHCTEeMOM pearcHaca 3a rojadany xemuwrymunucieHnujy (ECL,
Enhanced chemiluminescence reagent system, GE Healthcare, Amersham, UK). UuTen3urer
MPOTCHHCKUX Tpaka je KBaHTU(HKOBAH JICH3UTOMETPHjCKH, MpruMeHoM Image Master Total

Lab codrsepa (GE Healthcare).
3.6.2. UMyHOIIUTOXEMHjCKA AHAJIN3A CTENeHA eKCIpecHje MPoTenHa

3a jgerekiumjy nporenHa y rpanyiaonutuma, CD34" u HEL henujama, BpuieHo je
HHUXOBO 00ejekaBae Ha IUTOCTIMH TperapaTuMa oBUX hemmja. ¥V Ty cBpxy, 2,4x10°
rpanysonura, CD34" uim HEL henuja je pacrsapano y 6 ml DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, Biowest, Nuaillé, France). O6enexene 1mio4niie Cy 3aTHM CTaBJbaHE UCIIOJ
0J0Ka ca 1o JBa LWJIMHJAPUYHA OTBOpa M y cBaku je cumaHo 0,5 ml cycnensuje henuja.
bnokoBu cy norom nentpudyrupanu Ha 200 X g, ner MuHyta. [lnounne ca 3anensbeHUM
henujama cy cymene 20 MuHyTa Ha COOHO] TEMIEpaTypH a MOTOM CYy (PUKCHUPAHE AlETOHOM.

[IpumemeHa je WHIUPEKTHA TPOCTENEHa CTPENTaBUAMH-OMOTHH METOoja AETEKIIHje
(LSAB*/HRP xut, DAKO, Denmark) y ko0joj je cTpenTaBuauH OGEIEkKEH MEPOKCUIAZOM
pena. IIpBo je u3BplieHo 6j10kupame eHaorene nepokcuaase 3% Boaenum pactsopom H20z,
JeceT MHHYyTa Ha cOOHO] TemmepaTypH. 3aTUM Cy Y30pIH HMHKYOMpaHH ca MpUMapHUM
AQHTUTEJIOM TOKOM HOhHM y BJIaKHOj KOMOpPH, Ha COOHO] TemriepaTypu. Hakon Tora BpiieHa je
MHKyOanMja ca OWOTHMHM3UMPAHUM AHTUMHIIJUM U aHTHU3€4YjUM HUMYyHornoOymuHuma 30
MUHYTa Ha COOHOj Temmeparypu. Y cienehoj eranmu y3opuu Cy TpeTHpaHU
CTPENTAaBUIMHCKUM KOIYTaTOM Ha Mepokcuaasy peHa, 30 MuHyta Ha coOHOj TeMIepaTypu.
Ha kpajy y3opiiu ¢y HHKYOMpaHH y pacTBOPY CyIcTpaT-xpoMoreHa (3,3’ -1naMuHo-0eH3UIHH

rerpaxuapoxiopun u H20z), ymorpedom DAB*/kura (Code No. K3468, DAKO) y tpajamy
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OJl JIeceT MHUHYTa Ha COOHOj TEeMIlepaTypu. 3a pacTBapame NPUMapHHX aHTHUCEpyMa
kopurihen je komepuujanau pacrBapad (Cat. No. SO809, DAKO), a 3a ucrnupame y TOKY
uMyHouuToxemujckor Oojema, 0,01 M docharan nydep pH 7,4. Ilpenapatu cy
KOHTpacTHpaHu Mayer-oBMM XEMaTOKCHJIMHOM M MOHTHPaHHU Yy BOJCHU Meaujym (Aquatex-
OC 261903, Merck, Germany).

Kao HeraTuBHa KOHTPOJIA Y TOKY HUMYHOIIUTOXEMHJCKOT 00jeHa CIYXHIU Cy Y30PIH
ucnuTHBaHUX henwja koju cy OOjeHH MapalieTHO ca y30pIuMa Ha KOojuMa ce J0Kazyje
eKcrpecHja OMOJOMIKUX MapKepa, ajld Cy Y TOKY Iporenype 0ojema TpeTUpaHU HEHUMYHUM

CCPYMOM YyMECTO MPUMAPHOT aHTHUTCJIA.

3.7 AMyHOXUCTOXEMHUjCKAa aHAJIN3A

Ha TKMBHMM y30puMMa KOCTHE CpXHM MCIUTHBAaHHX MH]jEIONPOIU(EPaTUBHIX
HEOIUIa3MH, M3BpIICHA Cy MMYHOXHCTOXEMHjCKa 0Ojema y IHJbY JOKa3WBama CKCIpPEecHje
npotenna HIF-1a, VEGF u eNOS. [IpuMemeHa je HHIUpeKTHA TPOCTENeHa CTPENTaBUINH—
onorun merona gerekuuje (LSAB*/HRP kut, DAKO) y K0joj je cTpenTaBuauH 00elIe)eH
MEPOKCHU/Ia30M peHa.

bojeme je BpuieHO Ha TKUBHMM Ipecenuma JedsbuHE 5 UM, Koju cy cymeHu 60
MuHyTa Ha Ttemmeparypu onx S56°C. Ilpecenmm cy pgenapaguHUCaHU Y KCUIONY H
pexuapaTHCaHu Kpo3 cepHjy ankoxouia onaaajyhe konnentparuje (100%, 96%, 70%).

Jemackupame anTurena. @opmanaexun y Toky Qukcanuje, Kao u napapus y TOKY
KalylUbeHha, W3a3MBajy CTEpUYHE NPOMEHE TIPOTEMHa Yy TKUBY (OpMHpameM
WHTEpMOJIeKyIapHux Be3a. Jlyrorpajua dopmanuHcka ¢ukcanmja MoOXe Ja MacKupa
aHTUTeHEe U yMamu edekar crneuuuyHOr UMYHOXMCTOXEMHJCKOr Oojema. 30or Tora ce
MOCTYIIKOM  JIeMacKUpama aHTUIeHAa [OCTH)KE OOHaBJbake MpPUMapHE CTEpPUYHE
KOH(UTypalHje aHTHI'CHA YKIAmbalkbeM HEXKEJbEHNX WHTEPMOJICKYTapHUX Be3a, IyTeM
HIXOBOT KU/amka U yKiIamameM Ca?t y3 momoh murpara.

Jlemackupame aHTHTEHA y OBOj CTYIWJU CIPOBEJCHO j€ HAaKOH jemnapaduHu3ammje
npenapara. TKUBHU Mpecely Cy MOTOIUBEHH y KoMepIujainau nurpatau mydep pH 6 (Target
Retrival Solution, Code No. S 1700, DAKO) u u3naranu cy MUKpOTaJacHUM 3panuma (Tpu
jaunnu ox 560 W) y Toky 21 munyTa.

IMocTtynak 0ojema. HakoH m3BpiieHe nenapaduHu3aImje U MOCTYIIKa JeMacKupama

aHTWUTeHa, OJIOKMpaHa je eHJoreHa mnepokcuaasa 3% BoaeHuMm pactBopom H202, necer
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MHUHYTa Ha COOHO] Temmeparypu. 3aTUM Cy Y30pIld HHKyOHMpaHU ca ojroBapajyhum
OpUMapHUM aHTHUTENMMa MPEeKo HOMM y BIIAXKHO] KOMOpPH, Ha coOHOj Temmeparypu. Hakon
TOra BpIIEHa je WHKyOauuja ca OWOTMHMU3MPAHUM AaHTUMHIUM U  aHTHU3EYjUM
umyHornooymuanma 30 mMuHyTa Ha cOOHOj Temmeparypu. Y cneaehoj eramm mpecenu cy
TPETHpPaHU CTPENTABUIMHOM KOHBYTOBaHHMM cCa MEPOKCHAa3oM peHa, 30 MuHyTa Ha COOHO]
temneparypu. Ha kpajy mpecenu cy MHKyOMpaHH y pacTBOpY cyncrpar-xpomoreHa (3,3’-
nauaMuHO-6eH3uuH Terpaxuapoxiopun u H202), ymorpebom DAB*/kuta (Code No. K3468,
DAKO) y Tpajamy 07 JeceT MUHYTa Ha COOHOj TeMIepaTypu. 3a pacTBapame MPUMapHHUX
antucepyma kopuiihen je komepuujanuu pactBapau (Cat. No. SO809, DAKO), a 3a
UCIIUpalke Yy TOKYy HMYyHOXHUCTOoxeMmujckor Oojema, 0,01 M dochatau mybep pH 7,4.
[Ipenmapatu cy KoHTpacTHpaHu Mayer-oBUM XEMaTOKCHJIMHOM M MOHTHUPAaHU Y BOJICHH
meaujym (Aquatex- OC 261903, Merck, Germany).

KonTposnia kBanurera U crnenu(pMYHOCTH MMYHOXHCTOXeMHjCKOr Oojema. Kao
MO3UTHBHU KOHTPOJHM Y30pLM KOpUIINEHU Cy MO3HATH Y30pLU MHjeNIONpou(epaTuBHIX
HEOIUTa3MH KOJI KOjHX je eKCIpecHja OMOJOIIKUX Mapkepa Beh panuje nokasana. Hamme, cBu
MO3UTHBHU KOHTPOJHHU Y30pIH paHHje Cy BHUIIECTPYKO TECTUPAHU W JOKA3aHO CaJApiKe
UCIIUTHBAaHE aHTHUTEHE, a MPUMEHEHH Cy Ha MCTH HAYWH Ka0 U MCHUTUBAHU Y30pIH y OBUM
UCTpaKUBakBUMA.

Kao HeraTBHa KOHTpOJIa Y TOKY MMYHOXHCTOXEMH]CKOT 0Ojera CIY)KWJIH Cy TKUBHU
y30pIIM UCMUTHBAHUX HEOIJIa3MH KOjU Cy OOjJeHHM TapalieTHO ca y30plUMa Ha KOjuMa ce
JI0Ka3yje eKclpecHuja OMOJIOIIKUX MapKepa, ajli ¢y Yy TOKY Hpoleaype 0ojema TpeTHpaHu

HCUMYHUM CCPYMOM YMECTO NPUMAPHOT aHTUTCJIA.

3.8 YarpacTpykTypHa aHajiu3a y30paka KOCTHe Cp:KM NanMjeHaTa ca

MIIH

3a ynTpacTpyKTypHa UCIIUTHBAKA, Y30pLK KOCTHE CpXKU Cy Aekanudukoanu y 10%
EDTA nydepy TokoM Tpu cata a 3aTuM (uxcupanu y 4% rayrapangexuny y 0,1 %
HaTpUjyM KakonuiatHoMm nydepy (pH 7,4), Takohe Tpu cara. [loctdukcamnuja je BpiieHa y
OCMHjyM TETpOKCcHIY y ucToM mydepy. HakoH cnpoBolhema Kpo3 cepujy ajkoxoJia y3Ja3He
KOHIICHTpallKje, TKUBO je yKainymubeHo y apanaut cmony (Fluka, Seelze, Germany). [Ipeceun
on 1 um cy ceuenu Ha yntpamukporomy (LKB, Sweden) u GojeHr TONyuIWH IIaBUM 32

mocMaTpame moa  cBemiocHuM Mukpockormom (Olympus AX70, Tokyo, Japan). 3a
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YATPACTPYKTYpHA HCIHUTHUBaba Mpecelu ¢y 00jeHH YpaHUJI-alleTaTOM U OJIOBO-LIUTPATOM U

nocMatpanu moa Morgagni 268(D) enexkrponckum mukpockornom (FEI, Hillsboro, OR).

3.9 Anasmza heaujckor mukiayca y rpanyiaonurama u HEL hesmjama in

VItro npuMeHOM NMPOTOYHE IUTOMETPHje

3a oppehuBame NpUCYCTBa U CTENeHa npoiudeparyje 1 arnonTo3e y rpaHyIonuTuMa 1
HEL henujama in vitro, nakon tpermana ca IL-6 u JAK unxubutopuma, henuje cy HakoH
obenexaBama mnponuaujym-joquaom (Pl) (Beckman Coulter International SA, Nyon,
Switzerland) amamusupase momohy mHpoTouHe HMTOMeTpHWje. 3a OBy aHamusy, 2x10°
rpanynonuta unu HEL henuja je 3acejaBano mo OyHapuuhy u mHKyOupano ca IL-6 u JAK
uHxubuTopuMa y Tpajamy oa 16 caru. Hakon unkyOamuje, henuje cy obenexaBane Pl-om
npema npenopyiu npoussohada. Axanusa je BpiieHa Ha npotounoM uromerpy CyFlow CL

(Partec, Munster, Germany).

3.10 CraTucTuka odopajaa pesyJjarara

Pesynratu cy mnpukasaHuW Kao Cpelma BpPEAHOCT + CTaHIapAHA JeBHjanmja. Y
CTATUCTUYKO] aHAIM3U Mojataka kopuiiheH je mporpam Prism 4 software (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA). CraTuctiuka aHanu3a ypaljeHa je mpuMeHOM jeTHO(GaKTOpCKe
ananu3e Bapujance (ANOVA) a y ciydajy CTaTHCTHYKE 3HA4YajHOCTH, 3a MPOIEHY
3HAa4YajHOCTH Meh)yrpymHuX pasiiuka, ynorpedsbeH je oarosapajyhu post hoc tect (Dunnett’s
posttest). Ctatuctuuka oOpaaa nogaraka, nooujenux RT-PCR meronom 3a eNOS, usBeneHa
je xopumihewem nporpama REST (enr. Relative Expression Software Tool) (Pfafffl u cap.,
2002). VtBphenu cy crnenehu HuBOM cratucTHuke 3Ha4dajHoctu: p < 0,05, p < 0,01 i p <
0,001.
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4. PE3VJITATHU
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4.1 Pe3yaraTu KJIMHMYKUX HCIIUTHBAKA

4.1.1. OcHoBHa o0ese:xxja ucnutanuka ca MITH

Crynuja je oOyxBatuia ykynHo 160 ucnurtanuka, o yera je 6uio 72 ucruTaHuKa ca
I1B, 47 ucniuranuka ca ET u 41 ucnuranuk ca [IM® nujarnosom (I'paduxon 1). IIpoceuna
CTapOCT HCMUTAaHUKA je u3Hocuna 63,24+13,41 roguna. Hajmnahu ncniuranuk je 6uo crap 27
roguHa, a Hajctapuju 90 roamna. OcuM BUX, CTyAMja je oOyxBatwia u 15 3apaBuX

WHIUBUAYA, YyHja je mpoceuHa crapoct u3Hocuna 53+11,9 roguna (oncer 30-70 roguna).

Pacnogena ucnutaHuka no
AujarHosama

HB
HMET
MNMo

I'padmkon 1. [IponenTyanHa 3acTyIJBEHOCT TalljeHaTa 1Mo Jujardozama
Kama ce mocmaTpa mosiHa CTpyKTypa MCIIUTAaHMKA MOXE ce mpuMeTuTH 1a je y [1B

rpynu OoJiecT 3acTyIlJbeHHja KoJ Mymkapaua, Aok je y ET u I[IM® rpynu Gonect vemnthe

npucyTHa koJ xeHa (I'padukoH 2).
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nB.

ET

nveo

I'paguxon 2. [IporeHTyanHa 3aCTyIJbEHOCT MallijeHaTa mpemMa oy

4.1.2. JAK2 u CALR myTanuonu craryc ucnurannka ca MITH

3a ucriutuBame 3actymbeHocTH JAK2V617F myranuje Ha er3ony 14, kao u geinenwje

Ha er3ony 12 JAK?2 rena, xopumheHa je KBaHTHTaTUBHA, y CTBAPHOM BpPEMEHY H3BOleHa,

peaKqua JIAaHYaHOI' YMHOXXaBakba 3aCHOBAHA Ha aJICJIHOM JUCKPUMHUHAIIMOHOM ecejy (AS'

gPCRs).

On ykymuo 160 ucnuranmka ca MITH, JAK2V617F myranuja je Ouna 3acTyrmibeHa

kox cBux [1B ucnuranuka, kao u koa 53% ET u 61% [IM® ucnuranuka (Tabena 8).

Ta6esa 8. [Iporienryanna 3actymsbeHocT myTanuje y JAK?2 reny konx ucnuranuka ca MITH

JAujarnosa JAK2-V617F+ JAK2-V617F- Ykynan 0poj
UCIUTAHUKA
[onmuuremuja Bepa 72(100%) 72
Ecenumjanua 25 (53%) 22 (47%) 47
TpoMOoIUTEMU]ja
[pumapua 25 (61%) 16 (39%) 41
Mujenodpudpo3a

On ykynHor Opoja ox 72 ananusupana namujenra ca [1B aujarnozom, mux 28 (39%)

je umano Butie oa 50% mytupanor anena (I'paduxon 3).
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nve

ne

=

N’

= XOMOSMIOTW B XeTeposMroTH = Ges MyTauMje * XETepOSUrOTH = 6es myTaymje = oth = P (]

I'padguxon 3. IlpoueHTyanHa 3acTYNJBEHOCT MYTHPAHOT ajiefla y OKBHPY IOjeTUHAYHHX

MITH

Kon manujenara ca ET nujarnozom mpolieHaT MyTHpaHOT ajena peTko mnpenasu 50%,
mITo je 6uo ciyyaj u kox Haiue rpyne (I'paduxon 3).

Kox [IM® mnamujenara, JAK2V617F myramuja je MpHCyTHa y BHCOKOM IPOIEHTY
(61%). Mehytum, nmporieHaT rpaHyJIOUTa Y KOjuUMa je MyTalyja IpUCcyTHa y XOMO3UTOTHOM
cramy je aymio mamwu (17%) y onHocy Ha IpoleHaT TpaHyJoLMTa y KOjuMa je MyTaiuja
IIPUCYTHA Y X€TEpO3UTOTHOM cTawy (34%) (I'padukoHn 3).

3a UCTIMTHBaWkE 3aCTYIUBCHOCTH MYyTalldje Y TeHY 3a KaJpeTUKYIHH KOpHIIheH je
anen-cnenuuyan PCR. Opx ykymuno 22 mammjenta ca ET, xon kojux Huje yrBpheHa
JAK2V617F myranuja, 31,9% nanujenara je umano myrauujy y reny 3a CALR. Kog [IM®
naiujeHaTa oBa MyTalnuja 6uia je 3actymubeHa ca 31,7%, kox nauujeHara koju cy omiun 0e3

JAK2V617F myramuje (Tabena 9).

Tabena 9. IlpoueHtyanHa 3acTyIJb€HOCT MyTalMje y TeHY 3a KaJPETHUKYJIHH KOJ HUCIHTaHHKa ca
MIIH

JAujarnosa CALR Ykynan 0poj ncnuTaHuka
Ecenumjanza 15 (31,9%) 22
TpomboiTemuja (JAK2-)
Ipumapra Mujenodubposa 13 (31,7%) 16
(JAK2-)
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4.2 HuBo rencke exkcnpecuje anruorenux ¢paxropa kog MITH nanujenara

HcnutuBame reHcke ekcrpecuje anruorenux ¢axrtopa HIF-la, VEGF u eNOS,
BPLIEHO je y TpanynouuTuMa u xemaronoerckum CD34" mporenuropuma MITH nanujenara
Kao W KOJ 3/[paBuUX KOHTpoJja. McnHuThuBame CTENeHa eKCIpEeCcHje BPIIEHO je y OJHOCY Ha

npucyctBo mytanuja y renuma 3a JAK2 u CALR.

4.2.1. Crenen rencke excnpecuje HIF-1a y rpanyrounTuva MITH nanujenara y oxHocy

Ha npucycTBo JAK2V617F myranuje

VY rpanynonuTAMa Kox mamujeHara ca I[IB nujarHo3oM KOju Cy XOMO3UTOTHH,
MpHUCyTHA je 3HauajHO cMameHa ekcrpecuja HIF-lo anrmorenor ¢akropa y omHOCy Ha
3apaBe KoHTpoie (*p<0,05). Kox xeTepo3uroTHUX maiujeHara, CTereH ekcrnpecuje je sehu y
OJTHOCY Ha 3[[paBe KOHTpOJIC, ajli CTATUCTHYKA aHaJIK3a HUje MoKa3ajia Jia MOCTOjH 3Ha4YajHa
pazmuka. Kon manujenata ca ET nujarHo30M, CTaTHCTHUYKU 3HAYajHO ToBehame crereHa
excripecuje HIF-1lo y omHocy Ha 31paBe KOHTpOJie, MPHUCYTHO j€ KOJ XETEPO3UTOTHUX
nanujerara (*p<0,05). Kox nanujenara ca [IM® nujarHoszom, crenen ekcripecuje HIF-1a je
CMameH Yy OJHOCY Ha 3JIpaBe KOHTpoOJe, alu je camo Koja naunujeHata 6e3 JAK2V617F

MyTaIuje cratuctuuku 3Hadajuo (**p<0,01) (I'padukon 4).

Crenen rencke exkcnpecuje HIF-1o y rpaayanonuruma MITH
nanpujeHara

0,0005
0,00045
0,0004
0,00035
0,0003

0,00025

0.0002 .
. I
5
0.0001 -
0,0001
0.00005 -
0

Kourpona B B ET Gea ET ITM® Ges I M@
XOMO3HIOTH XeTepO3HIOTH MyTalMje XeTepO3HIOoTH MyTalmje XOMO3HIOTH XeTepO3HTIOTH

I'pajguxon 4. Crenen rencke ekcrpecuje HIF-lo y rpanmymountima MITH nanujenata u
3IpaBHX KOHTPOJA y ogHoCy Ha mpucyctBo JAK2V617F myranumje (*p<0,05; ** p<0,01)
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4.2.2. Crenen rencke excnpecuje HIF-1la y CD34" heamjama MIIH nmanmjenara y

oaHocy Ha npucycrBo JAK2V617F myrauuje

V CD34" henujama xox ceux MITH nanujenara, npucyrHa je nmosehana ekcrpecuja
HIF-1o anrmoresor ¢gakropa y OAHOCY Ha 3/IpaBe KOHTpOJIC, KOja je CTAaTUCTUYKHU 3HAYajHA
kox manujeHara ca ET koju nHemajy JAK2V617F myranujy (**p<0,01), kox XeTepO3UroTHUX
narujenara ca I[1B (*p<0,05), u ca ET (*p<0,05), ka0 1 KOx XOMO3HIOTHHX IalldjeHaTa ca
[IM® aujarnoszom (*p<0,05). Kox ocranux manujenara, CTaTUCTHYKA aHAIN3a HUje TIOKa3ajia
Jla TIOCTOjH 3Ha4YajHa pa3jfKa y OJHOCY Ha 3/paBe KOHTpouie y morieny ekcnpecuje HIF-1a

(I'padukon 5).

Crenen rencke excripecije HIF-la y CD34+ henujama ko MITH
lI}lIlH_iCH:—l'['él
0.0007
ok
0.0006
0.0005 *
*
0,0004
* -
0.0003 L
0,0002 I I 1
0.0001
0
KoHTpomna B B ET Ges ET TIM®D Ges TIM D M
XOMO3IHIOTH X€TEpPO3IHIOTH .\1_\'rauu_ie XEeTEPO3IHTOTH .\[}'Taun_ie XOMOZHI'OTH XeTepO3HTIOTH

I'papuxon 5. Crenen rencke excnpecuje HIF-1a y CD34" henmjama MITH nanmjenara u
3apaBUX KOHTpoJa y oxHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myranmje (*p<0,05; ** p<0,01)

4.2.3. Crenen rencke exkcnpecuje VEGF y rpanyaouurnvma MITH nauujenara y oxHocy

Ha npucycrBo JAK2V617F myranuje

VY rpanynonutuma ceux MITH manmjenata npucyTtHa je cmameHa ekcripecnja VEGF
aHTHoreHor (hakTopa y OJHOCY Ha 3JpaBe KOHTPOJIE, KOja je CTAaTUCTHUYKH 3Ha4dajHa KOJI
XOMO3MrOoTHUX marujeHata ca [1B aujarnozom (*p<0,05) xao u kon manujeHara ca ET wu

[MIM® aujarHozom 6e3 JAK2V617F myranuje (*p<0,05) (I'padukoHn 6).
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Crtenen redcke excnpecunje VEGF y rpanyaonuaruma MIITH
nanujeHara

0.008
0.006
0.004

0.002 >

Konrpona B 2T IIM® Ges M IM®
XOMO3HIOTH XeTepOZHIoTH MyTalHje XeTepo3HroTH  MyTauyje XOMO3HIOTH XeTepO3HIOTH

I'pagpukon 6. Crenen rencke excnpecuje VEGF y rpamymommruma MIIH manujenata u
3paBUX KOHTpoIa y oxHocy Ha mpucyctBo JAK2V617F myramuje
(*p<0,05)

4.2.4. Crenen rencke ekcnpecuje VEGF y CD34" hesimjama MITH nanujenara y oxHocy
Ha npucycTBo JAK2V617F myranuje

V CD34" henujama ko nanujenara ca [1B u ET aujar€o3oM mprcyTHa je cMambeHa
excnpecrja VEGF anruorenor ¢akropa y 0JHOCY Ha 3]ipaBe KOHTpOJIE, KOja j€ CTATUCTHYKU
3Havyajoa camo koj ET manwmjenara 6e3 JAK2V617F myranmje (*p<0,05). Ilanujentu ca
[IM® mujaraozom umajy nosehany excripecujy VEGF y ogrOCy Ha 3a1paBe KOHTpoOIIE, Maia
CTaTUCTMYKA aHaJM3a HHUje MoKa3aja Jia MOCTOjU 3HayajHa pasiuka y exkcrnpecuju VEGF

Hyujenne rpyne [IM® nanujenara y ogHocy Ha 371pase koHTpode (I'padukon 7).

Creniet reHcke ekcnpecje VEGEF y CD34+ hemmnjama xox MITH
raifijeHara
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0.03
=E
0,02
0,01 *
) : — 7
Koutpona 1B 1B ET Ges ET I[MM® Ges D M®
XOMO3ZHIOTH XeTepO3HIOTH .\1}'[[1].1]1Jt‘ XEeTEPOSHIOTH .\[)'l'EIL[JI_iC XOMO3HIOTH XETepO3HIOTH

I'paduxon 7. Crenen rencke ekcrnpecrje VEGF y CD34" henmjama MITH nauwmjenata u
3IpaBHX KOHTPOJa y ogHoCy Ha mpucyctBo JAK2V617F myramumje (*p<0,05)
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4.2.5. Crenen rencke exkcnpecuje eNOS y rpanyaonuruma MITH nanujenara y ognocy

Ha npucyctBo JAK2V617F myraumje

VY rpanynonutuma cBux manujenara ca [1B u ET nujarHo3om, mpucyTHa je 3HaYajHO
noehana ekcrpecuja eNOS ¢dakropa y oaHocy Ha 3xapaBe koutposie (***p<0,001). Kox
nanujeHata ca [IM® nujarnozoMm, 3HayajHo moBehana ekcnpecuja eNOS daktopa
KapakTepuine xomo3urotHe mnamujente (***p<0,001) xao u mamwmjente 6e3 JAK2V617F

MyTaiuje u xereposurotue nanujente (*p<0,05) (I'padukon 8).

CrteneH reHcke ekcnpecuje eNOS y rpanyaronuruma MIITH
napMjeHara

KoHtpona 1B 1B e 3 T IIM® Gez Mo Mo
XOMO3HIOTH XeTepO3HIOTH  MyTalHje XeTepos3uroTH MyTauuje XOMO3HIOTH XeTepO3HUroTH

I'pagmxon 8. Crenen rencke excipecuje eNOS y rpanynonuruma MIIH naunujenara u
3IpaBHX KOHTpoJa y oHoCy Ha npucyctBo JAK2V617F myrammje (*p<0,05; *** p<0,001)

4.2.6. Ctenen rencke ekcnpecuje ENOS y CD34" hearnjama MITH nanmjenara y ogHocy

Ha npucyctBo JAK2V617F myranuje

V CD34" henujama narujenara ca [1B gujarno3om npucyTtHa je moBehaHa excripecuja
eNOS daxropa y ogHOCY Ha 3/IpaBe KOHTPOJIE MajJa CTATUCTHYKA aHAIM3a HHje IoKa3aja Ja
nocroju 3HavajHa pasznuka. Kopn mamujenara ca ET mujarnozom kxoju Hemajy JAK2V617F
MyTalujy, IpUCYTHO je 3HauajHO cMameme ekcripecuje eNOS y oHOCY Ha 3paBe KOHTPOJIE
(**p<0,01), nox je xox xerepo3uroTHux nanujeHata excrpecuja eNOS mnosehana amu 6e3
cratuctTuike 3HadajHoctu. Kopa mamumjenata ca [IM® nujarHo3oM KOju Cy XOMO3HUTOTHH
npucyTHa je 3HauajuHo moehana excnpecuja eNOS (***p<0,001), 1ok manujeHTH KOjH Cy

XETEPO3UTOTHH MMajy 3Ha4YajHO cMmameHy ekcrpecujy eNOS ¢akropa (**p<0,01) y ogHoCcy
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Ha 3apaBe KoHTposiHe Yy3opke. Kox I[IM® mammjenata 6e3 JAK2V617F wmyramnuje
CTAaTUCTUYKA aHAJIM3a HHje MOKa3aja Jila TOCTOjU 3HauajHa pasiuka y ekcupecuju eNOS y

oJHOCY Ha 3/1paBe kKoHTpoue (I'padukon 9).

Crenen rercke excripecuje eNOS y CD34+ hemmjama MITH
TaljeHara

*k

==
2 # ' ok
=
0 | [ ——

KoHTpoaa 1B I1B ET Ges ET IMM® Ges M@ Mo
XOMO3HTOTH XETEpPO3HIOTH  MYyTallHje XeTepO3HIOTH  MyTallHjeé  XOMO3HTOTH XeTepO3HIOTH

I'papukon 9. Crenen rencke excrpecuje eNOS y CD34* henujama MITH nanmjeHata u

3IpaBUX KOHTpoJa y oaHoCy Ha npucyctBo JAK2V617F myramuje (**p<0,01; ***p<0,001)

4.2.7. CteneH rencke excnpecuje HIF-1o y rpanyaouutuma MITH nanujenara y ogHocy

Ha npucycTBo mytanmje y reny 3a CALR

VY rpanynouutrma nanujeHata ca ET nujarHo3oM craTUCTHuYKa aHaiu3a HHje
MoKa3aja Ja MOCTOjU 3HadajHa pazimka y morienay ekcmopecuje HIF-1o, 6e3 o03upa Ha
npucyctBo Mytauuje y reny 3a CALR. Kox cBux mnamujenara ca I[IM® pujarosom,

excrnpecrja HIF-lo 3HauajHO je cMmameHa HE3aBUCHO OJ MPUCYCTBAa MYyTalldje y TEeHy 3a

CALR (**p<0,01) (Tpacuxon 10).
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Crtenen rencke exkcnpecunje HIF-1a y rpaayaonuruma MITH
nanujeHara

0,00025
0,0002
0,00015
0.0001

0.00005

ET CALR- IIM® CALR+ IIM® CALR-

Konrtpona ET CALR+

I'paguxon 10. Crenen rencke excrnpecuje HIF-la y rpanynonuruma MIITH manujenata u
3IpaBUX KOHTPOJIA y OJHOCY Ha MPUCYCTBO MyTanuje y reny 3a CALR (** p<0,01)

4.2.8. Crenen rencke ekcnpecuje HIF-lo y CD34* henmjama MIIH nanmjenara y

0/JIHOCY Ha mpucycTBO MyTanuje y reny 3a CALR

V CD34" henujama manujenara ca ET koju Hemajy myranujy y reny 3a CALR,
excrpecuja HIF-1a ¢akropa je 3navajuo mosehana y ogHocy Ha 31paBe konTposte (*p<0,05).
Kon manumjenara ca ET kox xojux Huje mpucytHa mytanuja y reHy 3a CALR, ekcnpecuja
HIF-1a je cMameHa anu cTaTUCTHYKA aHAJIM3a HUjE MOKa3aja Ja MOCTOjU 3HayajHa pasiuKa.
Kon narujenara ca [IM® mujaraozom ekcrpecuja HIF-1a je moBehana ko cBux marmjenara

He3aBUCHO o MyTanuje y reny 3a CALR amu Huje craructinuku 3HavajHa (I'padukon 11).

Crenen rercke excrnpecnje HIF-1a y CD34™ hemjama MITH nammjesara

0,0008
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0

Kountpona ET CALR+ ET CALR- IMP CALR+ I[IM® CALR-

I'paduxon 11. Crenen rencke excrpecuje HIF-1a y CD34" hennjama MITH nanujenara u
3JIpaBUX KOHTPOJA y OJTHOCY Ha MPUCYCTBO MyTanumje y reny 3a CALR
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4.2.9. Crenen rencke ekcnpecuje VEGF y rpanyirouutuma MITH nanujenara y ognocy

Ha npucycTBo mytanmje y reny 3a CALR

VY rpanynouutuma nanujeHata ca ET u [IM® pujarHozama mpHCYTHO je 3HA4ajHO
cmameme ekcrpecuje VEGF anrumorenor ¢akropa, 6e3 003upa Ha IPUCYCTBO MyTalldje y

reny 3a CALR (**p<0,01) (I'padukon 12).

Crtenen rencke exkcnpecunje VEGF y rpanyjJjonuruama
MIIH nanujenara
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I'paguxon 12. Crenen rencke excupecuje VEGF anrmorenor ¢akropa y rpanyiounuTaMa
MITH nanujenara u 37jpaBux KOHTpOJIa Y OJIHOCY Ha MPUCYCTBO MyTanuje y reny 3a CALR (**
p<0,01)

4.2.10. Crenen rencke ekcnpecuje VEGF y CD34" heamjama MIIH mauumjenara y

0JIHOCY Ha mpucycTBo myTanuje y reny 3a CALR

V CD34" henujama manumjenara ca ET aujarHo30M MPUCYTHO je 3HAYajHO CMAmbEHhe
excripecuje VEGF anrmoreHor ¢akropa, HE3aBHCHO OJI NIPHCYCTBa MyTalldje y TeHY 3a
CALR (**p<0,01). ¥ CD34" henujama manujenara ca IIM® nujarHo3oM Ko KOjUX je
npucytHa myranuja y reny 3a CALR, ekcripecuja VEGF je 3nauajno mosehana (*p<0,05).
Hacynpot Tome kxon mamujenara ca [IM® aujarHo3om Koju HeMajy MyTalMjy y T'eHY 3a
CALR, excnpecuja VEGF anruoresor ¢akropa je 3Hadajuo cmamena (**p<0,01) (I'padpuxon

13).
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Crenen rercke excnpecije VEGF y CD34™ hemitjama MITH narmjenara
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I'padpuxon 13. Crenen rencke excrnpecuje VEGF y CD34" henujama MITH narmjenara u
3paBUX KOHTPOJIA Y OJHOCY Ha MPUCYCTBO MyTanuje y reny 3a CALR (*p<0,05; ** p<0,01)

4.2.11. Crenen rencke excrnpecuje ENOS y rpanyaouuruma MITH nanujenara y oqnocy

Ha npucycTBo myraumje y reny 3a CALR

V rpanynonutuMa nauujeHara ca ET nujarnozom npucytHa je noBehana ekcrpecuja
eNOS y onmHoCy Ha 3/paBe KOHTPOJIE M KOJI TAlMjeHaTa KO/ KOjUX je MPUCYTHA MyTaluja y
reny 3a CALR (*p<0,05), kao u koja manujeHata Koju HeMajy myranujy y reny 3a CALR
(**p<0,01). Kox nmanujenara ca [IM® nujarnoszom excrpecuja ENOS je taxohe nmosehana,
6e3 o03upa Ha mpucycyTBo Mmyranuje y reny 3a CALR anu crarucTuuka aHanusza Huje

MOoKa3aja Jia IOCTOjU 3HaYajHa pa3JiKa y oJHoCcy Ha 3/1paBe koHTpoie (I'paduxon 14).

CreneH rencke excnpecuje eNOS y rpanyaonuruma MITH
nanujeHarta

o

I

KoHTpona ET CALR+ ET CALR- IIM® CALR-+ IIM® CALR-

I'paguxon 14. Crenen rencke excrnpecuje eNOS y rpanynountima MIIH nanmjenara u
3IpaBHX KOHTPOJIA y OJHOCY Ha MpUCYCTBO MyTanuje y reny 3a CALR (*p<0,05; ** p<0,01)
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4.2.12. Crenen rencke excnpecuje eNOS y CD34* henrnjama MITH nanujenara y ogHocy

Ha npucycTBo mytanmje y reny 3a CALR

V CD34" henujama nanujenara ca ET qujarno3oM mpuUCyTHA je CMameHa eKcIpecuja
eNOS ¢akropa y omHocy Ha 3apaBe KOHTpOJIC, KOja je CTAaTHCTUYKM 3Ha4yajHa KO
narpjeHara Koju umajy myramnujy y reny 3a CALR (**p<0,01). Kox marujenara ca [IM®
nujarHo3om, 0e3 o03upa Ha mpucyctBo mytanuje y reHy 3a CALR, ekcmpecuja eNOS je
CMameHa y OJTHOCY Ha 3[[paBe KOHTPOJIE alli CTATUCTUYKA aHaJIM3a HHje MoKa3asa Jia IOCTOjU

3HavajHa pasnuka (I'padukon 15).

Crenen rercke excrpecnje eNOS y CD34" hemjama MITH nmamjenara
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I'papmkon 15. Crenen rencke excrpecuje eNOS y CD34" henujama MITH nanujenata u
3paBUX KOHTPOJIA y OJTHOCY Ha MPUCYCTBO MyTanuje y reny 3a CALR (** p<0,01)

4.3 CreneH mnpoTeHHCKe ekcnpecuje aHruorenux (paxropa kox MITH

nanujenata goo6ujen mpumenom Western blot merone

AHanu3a npoTeuHcke ekcrpecuje aHruoreHux ¢(akropa HIF-la, VEGF u eNOS
Western blot meromom Bpmiena je y rpamyiaonutima MITH mamujenata y oaHOCy Ha

npucyctBo JAK2V617F myramuje u myranuje y reny 3a CALR.
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4.3.1. Ctenen nporeuncke exkcnpecuje HIF-1a y rpanyiouutuma MITH nanujenara y

oanocy Ha JAK2V617F myraumjy

Anammza ekcnpecuje ykynHor HIF-loo mporemna Western blot meromom vy
rpanynonutuma MITH manmjenara ypahena je na 12 y3opaka [IB (mo 6 xerepo3urora u
xomo3urora), 13 y3opaka ET (7 6e3 JAK2V617F myranuje u 6 xereposurora), 17 y3opaka
[IM® namnujenara (7 6e3 JAK2V617F myramuje, 6 xerepo3urora u 4 XoMo3urora) u 4
31IpaBe KOHTPOJIE.

Huso HIF-1a nporenna nosehan je xox ceux MITH namnujenata y oHOCY Ha 37paBe
KoHTpoJie. 3HauajHo noBehan HuBo HIF-1a mporeuna npucyran je xox mauujeHara ca [1B
nujarao3oM (**p<0,01), kao u kox cBux manujeHara ca ET u [IM® aujarHo3oM, HE3aBHCHO

on npucyctBa JAK2V617F myramuje (*p<0,05) (I'padukon 16).

CreneH nporenHcke ercnpecunje HIF-1a y rpasyJonuTuMa
MIIH nanujeHara

Kontpona B B ET Ges ET IIM® Ges Mo IM®

XOMO3HIOTH XEeTepO3HIroTH MyTangje XEeTepO3HIroTH MyTanHje XOMO3HIOTH XE€TepO3HIOTH

I'padpuxon 16. Ilporemncka ekcmnpecuja ykymuor HIF-lo y rpanynomuruma MITH
marpjeHaTa u 37paBHX KOHTpoia y oaHocy Ha mpucyctBo JAK2VE17F myrarmje(*p<0,05;
**p<0,01). PesynraTu cy HOpMaIH30BaHU y OJJHOCY Ha [3-aKTHH

VY umipy ucnutuBama ekcrpecuje akruBupanHor HIF-lo mnporeuna, BpiieHo je
pasnBajame HYKIEYCHE M IUTOIUIazMarcke (pakmuje rpanynorura MIIH manujenata u
3IpaBUX KOHTposia. AHaiM3a creneHa ekcrpecuje aktuBupaHor HIF-la mnporeuna y
HYKJIEyCHUM (pakiujama rpaHyjonuTa nokasyje nosehame excrpecuje xon csux MITH
naiujeHara, Koje je CTaTUCTHUYKM 3HadajHo Koja mauujeHara ca I[IB u ET nujarozom

(*p<0,05) (I'pachuxon 17).
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Crenen nporenncke ercnpecuje HIF-1a y nyraeycuma rpanyaonura xox MITH
nanujenara

I'paduxon 17. Iporenncka excrnpecuja aktuBupanor HIF-1o y HykieycuMa rpaHysionuTa
MITH nanujenaTa u 3apaBux Koutpoia (*p<0,05). Pesyaratu ¢y HOpMaIW30BaHU Y OJJHOCY Ha
B-axTHH

4.3.2. Crenen nporeuncke exkcnpecuje VEGF y rpanysouuruma MIIH naunujenara y

ogHocy Ha JAK2V617F myrauujy

Western blot ananu3a ekcnipecuje VEGF nporenna ypalena je va 17 y3opaka I1B (10
xerepo3urota W 7 xomosurota), 17 yzopaka ET (8 6e3 JAK2V617F wmyrammje u 9
xereposurota), 15 IIM® y3opaka nanujenata (6 6e3 JAK2V617F myranyje, 5 xerepozurora
1 4 XoM03UroTa) u 4 3paBe KOHTPOJIE.

Oga ananmsa je mokasaina na je HnBo VEGF mporenna 3HauajHo mosehan ko cBUX
nanujeHara ca [1B naujarno3om - xereposurotaux (***p<0,001) u xomo3urotaux (*p<0,05).
3nayajuo mnoBehame excnpecuje VEGF mnporenna mnpucytHo je Takohe M KOJX CBHUX
nanujenara ca ET nujarHo3zom, HezaBucHo ox npucycrtBa JAK2V617F myrammje (*p<0,05).
Kona mamujenara ca [IM® aumjarmozom 3HauajHo mosehamwe VEGF je mpucytHO camo kon
XoMo3uTOTHUX Tanujenara (*p<0,05), nok je jequno xkox [IM® mammjenara 6e3 JAK2V617F
MyTaluje youeHa cmameHa ekcrnpecuja VEGF mporenHa, anim oHa HHje CTaTUCTHYKU

3HauajHa (I'padpukon 18).
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Crtenen nporenHcke ekcnpecuje VEGF y rpanyjonuTuMa
MIIH nanujeHaTta

Kontpona 1B
XOMO3HIOTH XeTePO3HIOTH

1B ET Ge3
MyTallHje XeTepOSHIOTH

ET IIM® Ges IM® Mo

MYyTarL lj(’ XOMO3HIOTH X€TCPO3HIOTH

I'paduxon 18. Iporeuncka excnpecuja VEGF y rpanynonntuma MITH manwmjenara u
37paBHX KOHTpoda y oaHocy Ha mpucyctBo JAK2V617F myrammje (*p<0.05; ***p<0.001).

Pesynrartu cy HOpMann3oBaHH y OJHOCY Ha [3-aKTHH

Hopez[ TOra, TECT Pearson-ose Kopenaunje je II0Ka3ao Ja HOCTOjI/I CTaTUCTHYKH

3HauajHa HeraTtuBHA Kopenanuja usmely nporeuncke excrpecuje VEGF u HIF-1a xox 1B

XOMO3UroTHuX marujenara (r=-0,969, p<0,01, Tab6ena 10).

Tabena 10. Kopenanuja uzmely HIF-1a, VEGF 1 eNOS npoTerHcke eKcIipecuje y rpaHyIonuTuMa

MITH nanujenara

Jujaruosa Western blot
JAK2V617F VEGF/HIF-1 eNOS/HIFla
[1B xerepo3urotu -0,714 0,300
1B xoMO03uroTn -0,969™ 0,029
ET Ge3 myranuje -0,143 -0,939™
ET xerepo3urotu -0,600 0,500
I[IM® 6e3 myTarmje 0,600 -0,486
[IM® xeTtepo3urotu 0,000 -0,314
[IM® xoMO3UroTH 0,800 0,800

**p<0,01
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4.3.3. Crenen nporenncke ekcnpecuje eNOS y rpanyjgountuma MIIH nmanujenara y

onnocy Ha JAKV617F myranujy

Anamm3za ekcrpecuje eNOS nmporenHa y rpanynonutuMa ypaherna je Ha 11 y3opaka
I1B (5 xereposurora u 6 xomo3urota), 12 y3opaka ET (7 6e3 JAK2V617F myranuje u 5
xeTeposurota), 17 yzopaka [IM® namujenara (6 6e3 JAK2V617F myranuje, 7 XxeTepo3urora
1 4 XoM03UroTa) u 4 3apaBe KOHTPOJIE.

Huso eNOS npotenna nosehan je kon ceux MITH narnujeHata y ofHOCY Ha 37paBe
koHTpoie. 3Hayajuo nmosehan HuBo eNOS mportenna npucyran je kox cBux [1B nmanujenara
(*p<0,05), ET mnammjenara (*p<0,05), xao u kox IIM® mnamnmjenara ca JAK2VGE17F
mytanujom (*p<0,05). Jemmno kon marnmjeHara ca [IM® aujarHO30M KOJ KOjUX HHje
npucytHa JAK2V617F myranuja, CTaTUCTHYKA aHAIM3a HUjE TIOKa3aja Ja MOCTOjU 3HaYajHa

pasnuka y HuBoy ekcrpecuje eENOS y oarocy Ha 3apaBe kouTpoie (I'padukon 19).

CreneH nporenHcKke ekcnpecuje eNOS y rpanyjonuTumMa
MIIH nanujenara

Kontpona B B ET Ges BT IIM® Ges g0 (o] Mo
XOMO3ZHIOTH XeTePO3ZHIOTH MyTallHje XeTepO3HIOTH MyTalHje XOMO3HIOTH XeTepPO3HIOTH

I'paduxkon 19. Ilporeuncka excrnpecuja eNOS y rpanyrnonurama MITH nauujenara u
3IpaBUX KOHTposa y ogHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myranmje (*p<0,05). Pesynratu cy
HOPMAaJIM30BaHH y OJHOCY Ha [3-aKTUH

ITopen Tora, tect Pearson-oee kopenamnuje je TOKa3ao Ja TOCTOJU CTATUCTHYKH
3HauYajHa HeraTWBHa Kopenaruja m3mel)y mporenncke excnpecuje eNOS u HIF-1a kox ET

narujenata 6e3 JAK2V617F myranmje (r= - 0,939, p<0,05; Ta6ena 10).
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4.3.4. Crenen nporeuncke exkcnpecuje HIF-1a y rpanyiouutuma MITH nanujenara y

0/IHOCY Ha MpHUCYcTBO MyTanuje y reny 3a CALR

Anammza ekcnpecuje ykynHor HIF-loo mporemna Western blot meromom vy
rpanynonutumMa MITH manumjenara ypahena je Ha mo 7 yzopaka ET u IIM® nauujenara 6e3
JAK2V617F myranuje u 4 31paBe KOHTPOJIE

Huso HIF-1a npotenna 3Ha4ajHo je moBehan koj cBux namujeHarta ca ET nujarnozom
HE3aBUCHO OJ] MpHcycTBa MyTaiuje y reHy 3a CALR (***p<0,001). Kox manujenara ca [IM®
nujaraozom, HUBO HIF-1a mpoTtenHa 3Ha4ajHO je moBehaH Koj mamujeHara KoJl KOjUX HUje
npucyTHa mytanuja y redy 3a CALR (*p<0,05), nok Koz maigjeHaTa Koja KOjux je MyTaluja
MPUCYTHA, CTATHCTUYKA aHAIKM3a HHUje TI0Ka3aja Jia MOCTOjU 3HavajHa pasjifKa y OJHOCY Ha

3npase korTpoie (I'paduxon 20).

Crenen nporenHcke ekcnpecuje HIF-1o y rpaayJonutuma
MIIH nanujenara

Kontpona ET CALR+ ET CALR- ITM® CALR+ IIM® CALR-

I'padpuxon 20. Ilporenncka ekcrnpecuja HIF-lo y rpanynonuruma MITH manujeHara u
3IpaBHX KOHTPOJIA y OJHOCY Ha MPHUCYCTBO MyTarmje y reny 3a CALR (*p<0,05; ***p<0,001).
Pesynratu cy HOpMaIM30BaHU Y OHOCY Ha [3-aKTHH

4.3.5. Crenen nporeuncke exkcnpecuje VEGF y rpanysouuruma MITH nauujenara y

OJIHOCY Ha mpucycTBO MyTanmje y reny 3a CALR

Anamuza excipecuje VEGF nporenna y rpanynonutuma MITH manujenara ypahena
je Ha 8 y3opaka ET u 6 y3opaka [IM® manujenata 6e3 JAK2V617F myranmje u 4 3npase

KOHTpOJIE.
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Western blot ananusa nporenncke ekcrpecuje VEGF je mokasama ma je HUBO OBOT
MpoTerHa 3Ha4yajHO ToBehaH camo koja mamnujeHata ca ET agujarHo3om, Koj KOjux je
npucyrHa Mmyrtammja y reHy 3a CALR (*p<0,05). Kox ocramux rpyna mnamujeHara
CTaTHCTUYKA aHalIW3a HHUje MOKa3alia Jia MOCTOjH 3HadyajHa pa3jiuKa y OJHOCY Ha 31paBe

koutpoie (I'paduxon 21).

Crenen nporenncke ekcnpecuje VEGF y rpanyironutuma
MIIH nanujenata

|

Kontpona ET CALR+ ET CALR- IIM® CALR+ IIM® CALR-

I'paduxkon 21. Tporeuncka excnpecuja VEGF y rpanynountuma MITH mnauwmjenara u
3IpaBHX KOHTPOJIA y OJHOCY Ha MPUCYCTBO MyTaije y reny 3a CALR (*p<0,05). Pesyaratu
Cy HOPMaJIM30BaHH y OJIHOCY Ha [3-aKTHH

4.3.6. Ctenen nporenncke exkcnpecuje eNOS y rpanysouuruma MITH nanujenara y

O/IHOCY Ha mpucycTBO MyTanuje y reny 3a CALR

Amnanuza excrpecuje eNOS nporenna y rpanyinonutuma MITH namujenara ypahena
je Ha 7 y3opaka ET u 6 y3opaka [IM® nanujenara 6e3 JAK2V617F myrauuje u 4 3apase
KOHTpOJIE.

3navajuo noeehame HUBoa ENOS mpoTenHa MpUCyTHO je Koj cBuX manujeHata ca ET
JIMjarHO30M - OHHMX KOJI KOjUX je mpucyTHa myTtaije y reny 3a CALR (**p<0,01), kao u kon
OHUX Koju HeMajy oBy myTanujy (*p<0,05). Kox cBux manujenara ca [IM® nujarHo3zom HHBO
eNOS npoteuna je takole moehaH anu CTaTUCTMYKA aHaIM3a HUjE IMOKa3aua Jia IMOCTOjU

3HaYajHa pasJiuKa y OJIHOCY Ha 371paBe KoHTpode (I"padukon 22).
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Crenen nporenHcke ekcnpecuje eNOS y rpanyaonntuma MITH
nanHjeHara

Kontpona ET CALR+ ET CALR- ITM® CALR+ IM® CALR-

I'paduxon 22. Tlporeuncka excrnpecuja eNOS y rpanymormrama MITH manujenara u
3paBUX KOHTPOJIA y OJHOCY Ha MPHCYCcTBO MyTaruje y reny 3a CALR (*p<0,05; * p<0,01).
PesynraTi cy HOpMaIU30BaHU y OJJHOCY Ha [3-aKTHH

4.4 CreneH mnpoTeHHCKe ekcnpecuje aHruorenux (paxropa kox MITH

namnujeHara 100MjeH NPpUMEHOM UMYHOIIUTOXEMHjCKe MeTo/Ie

HmyHouuTOXEMHjCKa aHaJIM3a IPOTENHCKE eKkcnpecuje anruoreHux ¢akropa HIF-1a,
VEGF u eNOS BpmieHa je Ha UMTOCHUH HpenapaTMMa TpaHyJOLUTa U MPOreHUTOPCKUX
CD34" henuja MITH nanujenara y ogrocy Ha npucyctso JAK2V617F myranuje u Myraiuje
y reny 3a CALR.

4.4.1. Crenen nporeuHcke excnpecuje HIF-1o y rpanyrountuma MITH nanujenara y

oaHocy Ha JAK2V617F myTrauujy

Nmynomuroxemujcka aHanmu3za cremeHa ekcrpecuje HIF-lo  mporenna y
rpanynonutimMa MITH mamujenara mokaszana je ma je 6poj HIF-lo mo3utuBHHX henwmja
3Ha4yajHo moBehaH koj cBux mamnmjeHara ca [1B aumjarmozom (***p<0,001) (I'padukon 23,
Crnuka 8).

Kop manumjenara ca ET aujarno3om, 3nauyajHo nosehame HIF-1o nmosutuBHuX henuja
npucytHo je W kox mamujeHara 0e3 JAK2V617F wmyrammje (*p<0,05), xao u kox
xerepo3uroTHux nanujeHara (**p<0,01) (I'papukon 23).

Kon mammjenara ca [IM® nujarnozom, 3Hauajuo moBehamwe HIF-lo mo3utuBHEX

henmja mnpucyrHo je kKox xereposuroraux manujeHara (**p<0,01) um manumjenara Oe3
] PHUCYTHO ] p ) ]
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JAK2V617F wmyrtammje (*p<0,05). Kox mnamnumjenara ca IIM® naujarHo3oM Koju Cy
XOMO3WUTOTHHU, CTaTUCTUYKA aHAM3a HHUje IOKa3ajla IMOCTOjale 3HayajHEe pasziiuke y Opojy

HIF-1o nosutuBHuX henuja y omHocy Ha 31paBe koutpode (I'padukon 23, Cnuka 8).

Crenen nporenHcke ekcnpecuje HIF-lo y rpanyjJonuTuMa
MIIH nanmnjeHata

70.00%
60,00%
50.00%
40.,00%
30.00%
20,00%
10,00%
0.00% — S | | e |

KoHxTtpona 1B B ET Ges ET IIM® Ges Mo Mo
XOMO3HTOTH XETePO3HIOTH MyTallHje XeTepO3HIOTH MyTallHje XOMO3SHIOTH XeTepO3HIOTH

I'paduxon 23. Ilporeuncka excrnpecuja HIF-la y rpamynommtuma MITH namujeHara u
3paBUX KOHTpOja y oaHocy Ha mpucyctBo JAK2V617F myrammje (*p<0,05; **p<0,01;
**%<0,001)

Camka 8. Excrpecuja HIF-la y rpanynouutuma 3apase kontposie (A), 1B xomozurortsor (B) u
IIM® xeteposurotHor nanujenta (B) (x 40)

4.4.2. Crenen nporenHcke ekcnpecuje HIF-1a y CD34+ hesmmjama MITH nauujenara y

oaHocy Ha JAK2V617F myTrauujy

HNMmyHomuTOXeMHUjcka aHanm3a cremneda ekcrnpecuje HIF-la mporemna y CD34°

hemjama MITH namujenara mokaszama je aa je 6poj HIF-lo mosutuBHuX henwja 3HauajHO
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nosehan koj cBux narujenata ca [IB ca ET kao u [IM® gujarnozom (**p<0,01) (I'padukon

24).

Crenen npotenHcke excnpecuje HIF-1a y CD34™ hennjama MITH
TaljeHara
90.00% .
% %
§0.00%
* %
70.00%
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40.,00%
30.00%
20,00%
10.00%
0,00%
KonaTpona IB IMa

I'paduxon 24. Ilporeuncka excrnpecuja HIF-1o y CD34+ henujama MITH manumjenara u
3apaBux KoHtpona (**p<0,01)

4.4.3. Crenen nporeuncke exkcnpecuje VEGF y rpanysouutuma MITH nanujenara y

ogHocy Ha JAK2V617F myrauujy

HNmynouuroxemujcka ananusa excnpecuje VEGF mporenna y rpanynonutuma Koj
MIIH nanmjenata je nmokasana jaa je 6poj VEGF nmosuruBaux henuja 3HagajHo moBehan kox
cBux nauujeHara ca [IB nujarno3om kao u cBux maumjenara ca ET aujarno3zom, He3aBHCHO
on mpucyctBa JAK2V617F myramuje (**p<0,01) (I'paduxon 25, Cruxa 9).

Kox mamujenara ca [IM® nujaraosom, 6poj VEGF nosutuBHux henmja 3HayajHo je
nosehan ko1 xomo3urotHux nanujenara (**p<0,01), 1ok Kox XeTepo3UroTHUX W MallHjeHaTa
0e3 JAK2V617F myramuje craTHCTHYKa aHAJM3a HHjE ITOKaszaja Jia IOCTOjU 3HavyajHa
pasnuka y 0pojy VEGF nosutuBnux henuja y ogHocy Ha 3apaBe koHTposie (I'paduxon 25,

Cnuka 9).
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Crtenen nporenHcke exkcnpecunje VEGF y rpanyaonuruma
MIIH nanujenara

80.00%

70.00%

- x
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60.00%
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30.00% =
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10.00%
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Konrpoina IB B E 3 ET IIM® Gez IIM® Mo
XOMO3HIOTH XeTePO3HIOTH MYyTallHjé XeTepPO3SHIOTH MyTalMjeé XOMO3HIOTH XeTepPO3HIOTH

I'paduxon 25. Tlporemncka excnpecuja VEGF y rpanynommtuma MITH nanujenata u
3IpaBUX KOHTpOJA y oaHoCy Ha pucycTBo JAK2VE17F myrarmje (**p<0,01)

Cimka 9. Excnpecuja VEGF y rpanynomuriumMa 3apase kontpose (A), IIB xereposurorHor (B) u
[IM® xomosuroTHor nanujerra (B) (x 40)

ITopen Tora, Tect Pearsonove kopemamuje je MOKa3ao Ja IMOCTOjU CTATUCTHYKHU
3HAaYajHAa HETaTWBHA Kopenarnuja m3mel)y HuBoa mporenHcke ekcrnpecuje HIF-1o m VEGF

nporenna ko [IM® xereposurotaux namujeHara (r=-0,513, p<0,05; Tabena 11).
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Taoesa 11. Kopenanuja msmely HIF-1a, VEGF u eNOS nmpoTerHCKe eKcpecHje Y TpanyIoHTHMA

MIIH manyjenata

HNmynonuroxemuja/
Jujarnosa I'panysionurn
JAK2V617F eNOS/VEGF VEGF/HIF-1a
IIB xeTtepo3urotu 0, 536** 0,400
I1B xomo3urotu 0’723** -0,667
ET 6e3 mytamuje -0,400 -0,800
ET xerepo3urotu 0,406* -0,500
IIM® Ge3 myranuje 0,726 0,800
IIM® xetepo3uroru 0,709** -0, 513*

*p<0,05; **p<0,01

4.4.4. Crenen nporenrcke exkcnpecuje VEGF y CD34" heaujama MITH nanujenara y

ogHocy Ha JAK2V617F myrauujy

NmyHoIMTOXEMHjCKAa aHanmu3a creneHa ekcrpecdje VEGF nporemna y CD34°
hemnjama MITH nmanumjenara nokasana je aa je 6poj VEGF nosutuBhHux henuja 3HauajHO

nosehan koj cBux narujenata ca [1B ca ET kao u [IM® aujarnozom (**p<0,01) (I'padukon

26).

CreneH npotenHcke exkcnpecije VEGF y CD34" henujama MITH namjenara
80.00%
"
-
T0.00%
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50.00%
10.00%
30.00%
20.00%

10.00% |

0.00%

Koutpona B ET T

I'paduxon 26. Iporeuncka ekcnpecuja VEGF y CD34* henujama MITH nauumjenara u
3apaBux KoHTpona (**p<0,01)
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4.45. Crenen nporenncke excnpecuje eNOS y rpanysouuruma MITH nanujenara y

ognocy Ha JAK?2V617F myrauujy

Nmynonuroxemujcka ananuza ekcrpecuje eNOS mporenHa y rpaHyjaolUTAMa KOJ
MIIH nanujenara je mokasana na je 6poj eNOS moszutuBHEX henuja 3HauajHo moehan kox
cBuX nanujeHata ca [IB nujarnosom xao u cBux namnujenara ca ET aujarnozom, He3aBUCHO
on npucyctBa JAK2V617F myranuje(**p<0,01) (I'padukon 27, Cauka 10).

Kox manmjenara ca [IM® mujarno3om, 6poj eNOS nosutuBHuX henwuja 3Ha4ajHO je
noBehaHn koJ XoMo3UroTHuX u namujeHara 6e3 JAK2V617F myrauuje (**p<0,01), nok xon
[IM® xeTepo3UroTHUX NanujeHaTa CTAaTHCTUYKA aHAIM3a HUje TI0Ka3aja 3HaYajHy pa3iiuKy y

opojy eNOS nosutuBHux henuja y onHocy Ha 3apase kontpose (I'padguxon 27, Ciuka 10)

CreneH nporenHcKe ekcnpecHje eNOS y rpaHyJonuTHMA
MIIH nanujeHara

Salnn * %
0.00%

B ET Ges ET IIM® Ges Mo Mo
XOMO3SHIOTH XeTePO3HIOTH MYTailHje XeIepO3HIOTH MyTaillHje  XOMO3HIOTH XeTepPO3HIOTH

*k
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0.00% T —
B

Konrpona

I'padpuxon 27. Tlporeuncka excrpecrja eNOS y rpanymomuruma MITH nanujenata u
3/IpaBHX KOHTPOJA y ogHOCY Ha mpucyctBo JAK2V617F myranuje (**p<0,01)
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ET xeteposurotHor marujerra(B) (x 40)
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ITopen Tora, tect Pearson-oee kopenanuje je TMOKa3ao Ja TOCTOJU CTATHCTHYKH
3HaYajHa IMO3WTHBHA Kopenanuja usMmehy HuBoa mpotemHcke ekcrnpecuje eENOS u VEGF
npoTerHa Kox mnanujeHara ca [IB gujarnosom (JAK2 xereposuroru 1=0,536, p<0,01; JAK2
xomo3urotu r=0,723, p<0,01), nanmjenara ca [IM® naujaraozom (6e3 myrammje r=0,726,
p<0,01; JAK2 xereposuroru r=0,709, p<0,01; JAK2 xomo3uroru r=0,859, p<0,01), xao u

kox ET xereposuroraux manujenara (r=0,406, p<0,05) (Tabena 11).

4.4.6. Crenen nporeuncke excnpecuje eNOS y CD34" heimjama MITH mauujenara y
ognocy Ha JAK2V617F myrauujy

HmyHoruroxemujcka ananusa crenena ekcrnpecuje €NOS mporenna y CD34°
hemujama MITH manumjenara mokasana je ma je 0poj eNOS mosutuBHUX henmja 3HA4ajHO
nosehan koj cBux narujenata ca I[1B ca ET kao u IIM® aujaraozom (**p<0,01) (I'padukon
28).

CreneH npoTenHcke ekclipecije eNOS y CD34™ hemjama MITH
naijeHara
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0.00%
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I'paduxon 28. Ilporenncka excrpecuja eENOS y CD34* henujama MITH nanumjenara u
3apaBux KoHTpona (**p<0,01)

4.4.7 Crenen nporeuncke exkcnpecuje HIF-1a y rpanyrountuma MITH nanujenara y

oaHOCYy Ha MyTauujy y reny 3a CALR

Nmynomuroxemujcka aHanmu3za cremneHa ekcrpecuje HIF-lo  mporenna y
rpanyionutimMa MITH mamujenara mokaszana je ma je 6poj HIF-lo mo3utuBHEMX henwmja
3HayajHo nosehaH ko cBux mnamnujeHata ca ET u I[IM® paumjarHo30M, HE3aBUCHO OJ

npucyctBa mytanuje y reny 3a CALR (**p<0,01; ***p<0,001) (I'paduxon 29).
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Crenen nporenncke exkcrnpecuje HIF-1a y rpanyjdonuTuma
MIIH nmanujenara

50.,00%

* %k

15.00%
40,00%

20.00%
15.00%
10.00%

5.00%

KonTtposna ET CALR+ ET CALR- IIM® CALR+ IIM® CALR-

I'paduxon 29. Ilporenncka excrpecuja HIF-lo y rpanymomurima MITH manumjenara u
3IpaBUX KOHTpOJAa y OJHOCY Ha MpHCYycTBO Mytaimje y rerny 3a CALR (**p<0,01;
***p<0,001)

4.4.8. Crenen nporeuncke excnpecuje VEGF y rpanysountuma MITH nanujenara y

oaHOCy Ha MmyTauujy y reny 3a CALR

NmyHouuroxemujcka aHanuza creneHa ekcnpecuje VEGF  mporemna y
rpanyinonutuMa MIIH mnanumjenara mokasana je aa je 6poj VEGF nosutuBHHMX henuja
3Ha4yajHo moBehaH kon cBuX mnamujeHata ca ET mujarHo30M, HE3aBUCHO O] NPHUCYCTBA
mytaruje y reny 3a CALR (***p<0,001). Kox nanujenata ca [IM® gujaraozom, 6poj VEGF
Mo3uTUBHUX henuja 3HauajHO je moBehaH Koj MalMjeHaTa KOju HEMajy MyTallHjy y TeHy 3a
CALR (**p<0,01) nox xox maimujeHara Koja Kojux je myrammja y reny 3a CALR npucyTHa,
CTAaTHCTHYKA aHaIW3a HHje TOKa3ajla Ja ITOCTOjH 3HavajHa pasnuka y Opojy VEGF

no3uTuBHUX henuja y ogHocy Ha 3apaBe KouTpode (I'padukon 30).
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Ctenen nporenHcke exkcnpecnje VEGF y rpanyidonuTuMa
MIIH nanujeHara
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I'paduxon 30. Ilporenncka excrnpecuja VEGF y rpanynormtuma MITH namujeHara u
3IpaBUX KOHTpOJAa y OJHOCY Ha MpHCYycTBO Mytarmje y rerny 3a CALR (**p<0,01;
***p<0,001)

4.4.9. Crenen nporenncke exkcnpecuje eNOS y rpanysouuruma MIIH nanujenara y

oHOCy Ha MyTauujy y reny 3a CALR

NmyHoruToxemujcka aHanmm3a  creneHa  ekcnpecuje  e€NOS  mporemHa vy
rpanyinormutuMa MITH nanujenata nokaszana je na je 6poj eNOS nosutuBHux henuja
3Ha4ajHo noBehaH u kox manujeHara ca ET aujarHo3om koJ KOjux je MpHCyTHa MyTaluja y
reny 3a CALR (***p<0,001), kao u ko/ mamujeHaTa Koju Hemajy Myrtaiijy y reny 3a CALR
(**p<0,01). Kox marujenara ca [IM® nujarHozom koju moceayjy myramnujy y reny 3a CALR
npucytaH je 3HauajHo moBehan Opoj eNOS nosutuBHMX hemmja (*p<0,05), mok kox
naiujeHara Koju Hemajy myTtanujy y reny 3a CALR cratucTtiuka aHanmu3a HUje mokasana ja

MOCTOjH 3HauajHa pasnuka y 6pojy eNOS nmo3utuBHEX henmja y oJHOCY Ha 3/1paBe KOHTPOIIE

(I'paduxon 31).
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Crenen npotenHcKe ercnpecuje eNOS y rpanyionuTuMa
MIIH nanmnjenara
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I'paduxon 31. Ilporeuncka excnpecuja eNOS y rpanynomuruma MITH nanujenata u
3IpaBUX KOHTpOJAa y OJHOCY Ha MpHCYycTBO Mytaimje y rerny 3a CALR (**p<0,01;
***p<0,001)

45 Crenen ekcnpecuje aHruorenux ¢akropa y koctHoj cpxxu MITH

nagujeHara

NMyHOXHMCTOXEMHjCKA aHalIHM3a CTeNeHa ekcrpecuje aHrnoreHux (akropa HIF-1a,
VEGF u eNOS ypahena je na y3opuuma xoctHe cpku MITH mamnujenara u xkoHTpona. 3a
nporeny excrnpecuje HIF-1a gaxropa uzspiieno je 6ojeme 40 y3opaka KOCTHE Cp>KH O] uera
11 y3opaxa [IB (5 xomo3urotaux u 6 xerepozurotuux), 10 y3opaka ET (5 6e3 JAK2V617F
MyTalje W S5 Xerepo3urotHux), 15 y3opaka [IM® mnamujenara (mo 5 y3opaka 0e3
JAK2V617F myTanuje, XOMO3UTOTHHX M XETEPO3UTOTHHX) U 4 KOHTPOJIE.

3a mpoueny exkcnpecuje VEGF ¢dakropa uzBpiieHo je 6ojeme 45 y3opaka KOCTHe
cpxku ox vera 15 y3zopaka [1B (8 xomo3urotHux u 7 xerepo3urotuux), 10 y3opaka ET (mo 5
0e3 JAK2V617F myranuje u xeTepo3urotHux), 15 yzopaka [IM® nanujenara (o 5 y3opaka
6e3 JAK2V617F myranumje, XOMO3UTOTHHX M XETEPO3UTOTHHX) U 5 KOHTPOJIA.

3a npoueny excnpecuje eNOS daxTopa u3BpiieHo je 0ojerme 41 y30pka KOCTHE CpxKH
on yera 10 I1B (mo 5 y3opaka XOMO3UTOTHHUX U XeTepo3urotHux), 11 yzopaka ET (5 Ge3
JAK2V617F myranuje u 6 xerepo3urotHux), 15 y3opaka [IM® manujenara (mo 5 y3opaka

0e3 JAK2V617F myTtanmje, XOMO3UTOTHUX U XETEPO3UTOTHHUX) U 5 KOHTPOJIA.
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4.5.1. Crenen exkcnpecuje HIF-1o mporenna y y3opuummMa KOCTHe CpP:KM Yy OJHOCY Ha

npucycrso JAK2V617F myranuje

VY hemunjama xoctHe cpxkxu MITH namujenara npahena je excripecuja HIF-1a npotenna
y IIUTOIUIa3MHU, Kao 1 aktuBupanor HIF-1o nmporenna y Hykieycuma henwja.

NmyHoxucToxemujcka aHanm3a crenena ekcrnpecuje HIF-lo mporenna y hemumjama
KOCTHE cpxku nanujeHata ca [IB ngujarHo3om je mokasana na je 6poj HIF-lo mo3utuBHUX
henmnja 3HavajHo moeehaH koj manujeHara koju cy xereposuroru (**p<0,01), mox kox
XOMO3HMI0Ta CTATHCTUYKA aHAIM3a HHje MOKa3aia Jia MOCTOjH 3HauajHa pa3JiiKa y OJJHOCY Ha
kouTpose (I'padukon 32).

Kon nanmjenara ca ET aujarHo30M HU KOJ jeHE TPYyIE CTAaTHCTUYKA aHAIHM3a HUje
MOKa3aja Jia IOCTOjU 3HauajHa pa3iuka y creneny excrpecuje HIF-1o mporenna y onHocy Ha
kontpoute (I'padpuxon 32).

Kon mammjenara ca [IM® nujarHo3oM, 3Hawajuo mnoBehame Opoja HIF-1a
MO3UTHUBHUX henmja mpucyTHO je ko manujeHara 6e3 JAK2V617F myranuje (*p<0,05), nok
KOJ Jpyre JiBe Tpylie NalujeHaTa, XOMO3UIOTHUX U XETEPO3UTOTHUX, CTATUCTHYKA aHaN3a
HUje TOoKa3aja Ja MOCTOjU 3HadajHa pasnuka y creneHy ekcmpecuje HIF-lo nporeunna y

oxHocy Ha koutposte (I'padukon 32, Cnuka 11).

Crenen nuromaasmarcrke exkcnpecuje HIF-1a nporenHa y KOCTHOj CpPsKH
MIIH nannjenara

-

KOHTPOJIA s ns IIM® BE3
XOMO3SHI'OTH XETEPO3HTIOTH \l\TA.UHJE \ETEPOBHFOTH MYTALMJE \0\103uronx \'ETEPOQH]"OTH

R—

I'padpuxon 32. Iuroruazmarcka ekcrpecuja HIF-1a mporenna y henmjama KOCTHE CpiKu
MIIH nanujeHata W 3IpaBHX KOHTpoJa y ofHocy Ha mpucyctBo JAK2V6E17F myranuje
(*p<0,05; ** p<0,01)
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Cimka 11. Excnpecuja HIF-1a nmporenna y henujama koctHe cpixu 3apase Koutpose (A) u [IMD
nanujenTa 6e3 JAK2V617F myranuje (B) (x40)

VY cnyuajy aktuBupanor HIF-la nmporenna koju je mpucyran y Hykjeycuma henuja,
HU koj jenHe rpyne MIIH manumjenara craTUcTHyKa aHanu3a HHUje IOKas3ajla pa3jiuky y
CTETICHY eKCIIpecHje y oaHocy Ha kKoHTpoute. [Topen Tora, kox nmanujenara ca ET aujarnozom
Koju cy 6e3 JAK2V617F myranmje, kao u kog xomo3urotHux [IM® namnmjenara excnpecuja

aktuBupaHor HIF-1a nporenna nuje nerexrorana (I'paduxon 33).

Crenen nykieycHe excnpecuje HIF-1a nporenna y kocruoj cpzxku MITH
nanujeHara

1,12%

KOHTPOJIA TIM® BE3

B ns ET BE3 ET M@ IIM®
XOMOSHIOTH XETEPOSHMIOTH MVTAUMIE XETEPO3HMIOTH  MYTAIMIE XOMO3SHI'OTH XETEPO3SUTOTH

I'paduxon 33. Hykneycua excnpecuja HIF-1a mporenna y henujama koctae cpxu MITH
nanujeHaTa u 3IpaBuX KOHTpoIa y ogHocy Ha mpucyctBo JAK2V617F myranuje
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452. Crenen ekcnpecuje VEGF mnporemHa y y3opumuma KOCTHe CP:KM OJHOCY Ha

npucycrso JAK2V617F myranuje

Nmynoxucroxemujcka ananmusa crernena ekcrpecuje VEGF mporemna y henmjama
KOCTHEe cpxu marujeHara ca [IB mujarno3om je mokaszana na je 6poj VEGF mosutuBHEX
henuja 3HauajHO CMameH Ko cBHX manujeHara (*p<0,05) (I'padukon 34, Cauka 12)

Kon mamujenara ca ET aujarHo30M, CTaTUCTHYKK 3Ha4dajHO cMameme Opoja VEGF
no3uTuBHUX henwja, mpucyTHo je ko nanujeHara 6e3 JAK2V617F myranuje (*p<0,05), nok
KOJI XETEePO3UTOTHUX TAIllMjeHaTa HUje OWJI0O CTAaTUCTHYKH 3HAYajHE Pa3IMKe y OJIHOCY Ha
kontpouie (I'padukon 34).

VY cnyuajy nanujeHata ca IIM® paumjarHo3oM HM KOJA je[HE Ipyle HalujeHaTa
CTaTHCTUYKA aHAJIM3a HUje IMMOKa3ajia Jia TIOCTOjH 3HaudajHa pasliiKa y CTEICHY CKCIpecHuje

VEGF nporenna y onHocy Ha koHTpose (I'paduxon 34).

Crenen nporenncke excnpecuje VEGF y kocrHoj cpskun MITH
nanujeHara

I i )

KOHTPOJIA 1B IIM® BE3
XOMO3SHTOTH ‘{ETEPO?SHTOTH \D’T-\.LIHJE \'ETEPOZHI‘OTH MVYTAIMIE \0\103“1‘011{ \'ETEPO3H]’OTH

I'paduxon 34. Tlporenncka excnpecuja VEGF y henujama xoctae cpxxu MITH marmjeHara
1 3/IpaBMX KOHTpoJa y oaHocy Ha nprucyctBo JAK2V617F myrarmje (*p<0,05)
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Cauka 12. Excnpecuja VEGF mporenna y henujama koctHe cpku 3apaBe koutpose (A) u 1B

xereposurotHor nanujenta (B) (x40)

45.3. Crenen excnpecuje eNOS mporenmHa y y30puuMa KOCTHE CP:KM Y OJHOCY Ha

npucyctBo JAK2V617F myrauuje

Nmynoxucroxemujcka ananusa ekcrpecrje eNOS npotenna y henmjama KOCTHE CpKHU

nanujeHata ca [IB aujarHo3om mokaszana je OJCYCTBO CTaTUCTHYKM 3HAuYajHE pas3iIUKe y

oanocy Ha koHTpose (I'padukon 35).

Kon manumjenara ca ET nujarHo3oM, CTaTHCTHYKHU 3HA4ajHO cMmameme Opoja eNOS

no3uTHBHUX henwja, mpucyTHO je kox nanujeHara 6e3 JAK2V617F myraruje (*p<0,05), mox

KO XCTCPO3UT'OTHUX HaunjeHaTa, HI/Ije OUJI0 CTATHCTHUYKE PAa3JIMKE Yy OAHOCY Ha KOHTPOJIC

(T'padukon 35).

Kon nauujenara ca [IM® nujarHo3om, y cBUM rpynama HOCTOjU 3Ha4ajHO rmoBehame

crerieHa ekcrpecuje eNOS mporenna y ogHocy Ha koHTpose (*p<0,05) (I'paduxon 35,

Cnuka 13).
Crenen nporenHcke excnpecuje eNOS y roctHoj cpzxkun MITH
namnujeHara
* * *
8,50% 8,40%
KOHTPOJIA 1B 1B ETBE3 ET TIM® BE3 IM® IM®
XOMO3SHI'OTH XETEPOSHI'OTH MVYTAIIMJE XETEPO3HIOTH MVYTAIIMJE XOMOSHI'OTH XETEPOSHIOTH

I'paduxon 35. Tporenncka excrnpecuja eNOS y henujama koctHe cpxxu MITH narnujenata

W 3[[paBUX KOHTpoOJIa y oxHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myranuje (*p<0,05)
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Cauka 13. Excnpecuja eNOS nporenna y henujama xoctHe cpxu 3apaBe KoHTpose (A) u [IMD

xereposurotHor nanujenta (b) (x40)

ITopen Tora, Tect Pearson-oBe kopenamuje je IMOKa3ao Ja IMOCTOJU CTATUCTHYKH

3HauYajHA MO3UTHMBHA Kopenamnuja u3mely cremena mporeuHcke excnpecuje VEGF u eNOS

npoTenHa ko nauujeHara ca [IM® nujarnosom koju cy 6e3 JAK2V617F myranyje (r=0,703,

p<0,01) (Tabena 12).

Tabena 12. Kopenanuja usmel)y VEGF u eNOS npotenncke ekcnpecuje y KoctHoj cpxxu MITH

naiyjeHara
HNmyHnoxucroxemuja/
JAujarno3a KocTtHa cpx
JAK2V617F VEGF /eNOS
1B xerepo3uroTu -0,200
TIB xomo3urotu 0,100
ET 6e3 myrtamuje 0,100
ET xerepo3urotu -0,300
[IM® Ge3 mMyTamuje 0703
0,400

TIM® xeTepo3uroru

**p<0,01
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4.5.4. Crenen excnpecuje HIF-1o nporenna y y3opuuma KOCTHe CpP:KH Y OJHOCY Ha

npucycrBo mytanuje y reny 3a CALR

NmyHoxucToxemujcka aHanmu3a crenena ekcrnpecuje HIF-lo mporenna y hemumjama
KocTHe cpxu manujenara ca ET u [IM® nujarHoszom je mokaszana Ja He MOCTOjU CTaTHCTUYKU
3HauyajHa pa3iiuka y creneny excrpecuje HIF-1o nporenna HU KoA jeHE TpyIle NaljeHara y

OJIHOCY Ha KOHTpoJe, 0e3 003upa Ha nprcycTBo MyTanuje y reny 3a CALR (I'padukon 36).

Crenen nporenncke excnpecuje HIF-1a y roctHoj cpsxun MITH
nanujeHara

7,75% 4,27% 7,89%

KOHTPOIJIA ET CALR+ ET CALR- IIM® CALR+ IIM® CALR-

I'padukon 36. Excripecuja HIF-1a y henujama xoctre cpsxu MITH narujesata u 3apaBux
KOHTpOJIa y OJIHOCY Ha MPUCYCTBO MyTanuje y reny 3a CALR

Excnpecuja aktuBupanor HIF-1o npotenna y Hykieycuma henuja, Hije 1eTeKTOBaHA
HU koJ jenHe rpyne manujeHara ca ET u [IM® aujarHo3om, HE3aBUCHO OJ MpPUCYCTBa

mytanuje y reny 3a CALR.

4.5.5. Crenen excnpecuje VEGF mporenna y y3opuumMa KOCTHe CPKM Yy OJHOCY Ha

npucycrBo myrauuje y reny 3a CALR

NmyHOXuMCcTOXeMHjCKa aHaT3a cTeneHa ekcrpecuje VEGF nmpoTtenHa y KOCTHO] Cpku
nanujeHata ca ET u [IM® aujarHo3oMm mokaszana je cMambeHy eKCIPECH]y OBOT MPOTEHHA Y

CBHM TpylaMa TalujeHaTa y OJHOCY Ha KOHTpOJe, Maja je caMo Koj mnanujeHara ca [IM®
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IMjarHO30M KOju mocenyjy wmyranujy y reny 3a CALR ona pocturia cTraTUCTHUKY

3nauajHocT (*p<0,05) (I'padukon 37).

Crenen npotenncke exkcnpecuje VEGFy koctaoj cp:xn MITH
nanujeHara

KOHTPOJIA ET CALR+ ET CALR- IMM® CALR+ TIM® CALR-

I'paduxon 37. Iporenncka excrpecuja VEGF y henujama xocthe cpxxu MITH manumjenara
¥ 37[paBUX KOHTPOJIA Y OJTHOCY Ha MpUCycTBO MyTanuje y reny 3a CALR (*p<0,05)

4.5.6. Crenen excnpecuje eNOS mporenHa y y30puHHMa KOCTHE CP:KM Y OJHOCY Ha

npucycTtBo myrauuje y reny 3a CALR

HNmynoxucroxemujcka aHanu3za crerneHa excrpecrje eNOS mpoTenHa y KOCTHO) CpKH
nanujeHata ca ET u [IM® nujarHo3oM je mokasana ja He MOCTOjU CTAaTUCTHYKU 3HauyajHa

pasnuka y creneny ekcrpecuje eNOS npotenna y ogHocy Ha koHTpose (I'padukon 38).

Crenen nporenHcke ekcnpecuje eNOS y koctHoj cpzxku MITH
nanmjeHara

5,92%

KOHTPOJIA ET CALR+ ET CALR- IMM® CALR+ I™M® CALR-

I'padguxon 38. Excopecuja eNOS y henmjama kocthe cpxxu MITH manumjenara u 3apaBux
KOHTpOJIa y OJTHOCY Ha MPHUCYCTBO MyTanyje y reny 3a CALR
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4.6 Crenen excnpecuje B-xkarenuna u PPARy y kocrHoj cp:xm MITH

nanujeHara

Nmynoxucroxemujcka aHanusa ekcrpecuje P-katenuHa u PPARy ypahena je Ha
y3opuumMa kKoctHe cpxku MITH narnujenata. 3a mporeHy excrpecuje o6a ¢pakropa U3BPIICHO

je 6ojeme 30 y3opaka kocTHe cpxku U To 110 10 y3opaka [1B, ET u [IM® nanujenara.
4.6.1. CreneH ekcrnpecuje f-kaTeHuHa y koctHoj cp:xxu MITH nanujenara

NmyHOoXucTOXeMHjCKa aHaimu3a eKchpecuje [P-kaTeHHMHa y KOcTHOj cpxku MITH
nalyjeHara je rmoxasana jaa je Hajpehu Opoj f-kareHuH UMyHOpPEaKTUBHUX hellija OTKPUBEH y
rpynu nanmjeHata ca IIB mwujarmozom (I'paduxon 39, Cnmka 14A), 1ok je y rpymnu
nanujeHata ca [IM® pujarHozom Taj Opoj HajHwku (I'papuxon 39, Cnuka 14B).
CratucTuuka aHaiM3a je MokKasaja Jia je pasjidka y morjeny Opoja -kaTeHMH-TIO3MTHBHUX
henuja 3HavajHa m3mel)y namnwmjenara ca [1IB u ET mgujarmozom (*p<0,01), [1B u IIM®
mujaraosom (°p<0,01), xao m m3mehy ET m IIM® pujarnosom (°p<0,01). IlosutneHa
peaknuja Ha Oojeme ca [-KaTeHMHOM je 3abenexkeHa Ha henujckoj MeMOpaHu W/Win y
LUTOIUIa3MAaTCKOM PETHOHY MeErakapuoluTa, He3penux henuja MujeslonjHe Jio3e U
BacCKyJIapHUM €HJO0TeNHUM hennjama. VIMyHOpEakTHBHOCT y HyKJIEyCHMMa HHje OTKpHBEHA.
henuje epurponHe TMHUjE KapaKTEPHILE OJCYCTBO WM BPJIO PETKO MHHUMAIIHO Oojeme [3-

karenuHoM (Cnuka 14).

CreneH NporenHCKe eKcnpecHje P-kareHmHa y KocTHOj cpzxu MITH
nanMjeHara

1B ET IIM®

I'paduxon 39. Excnpecuja P-xkatenuHa y hemujama koctHe cpxu MIIH manwmjenata
(°p<0,01 IIB vs ET; °p<0,01 1B vs [IM®; ®p<0,01 ET vs [IM®)
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Cauxka 14. Excrpecuja B-katenun nportenna y henujama koctre cpxu [1B (A), ET (B) u [IM®
narmjenta (B) (x40)

4.6.2. Ctenen excnpecuje PPARY y koctHoj cpaxu MITH nanujenara

HNmyHoxucroxeMmujcka aHanusa creneHa excunpecuje PPARy y xocthoj cpxxu MITH
mayjeHaTa je mokasana, Ja 3a pasnuky on P-katreHuHa, PPARy mma npyrauuju obpasait
excrpecuje. Ilpe cera, kox ceux MIIH nanmjenara npucyran je jako manu 6poj PPARy
MMYHOTIO3UTHBHUX henuja, U TO mpeTexkHo Merakapuouura. Ilopen Ttora, Hajehu Opoj
PPARYy nmynono3utuBHuX henuja je npucyran koa nanujerara ca [IM® nujarnoszom, 10K je

HajMamu O0poj henmuja morBphen kon manujeHara ca ET qujarnosom (Cruka 15).

ey p‘-‘ n o T . ¢
Cauka 15. Excnpecuja PPARy mnporenna y hemujama xoctae cpxxu [IM® (A), IIB (B) u ET
nanujenta (B) (x40)

4.7 Uupexc npoaundepanuje — Ki67 y koctHoj cp:xu MITH nanujenara

NmyHoxucTOXEMHUjCKA aHaNIHW3a CTEMeHa mnposmdepanuje y KocTHO] cpxku MITH
naiMjeHarta mokasajia je Ja je HykieycHa ekcnpecuja Ki67 mporewHa Koj maigjeHara ca

[IM® wu IIB aujarno3om 3HaudajHo Beha y ogHocy Ha manujente ca ET aujarnozom (Cruka
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16). IIpomudepaTuBHE HHAEKC, M3paduyHAaT M3 oxHoca Opoja Ki67-mosutuBHux henuja u
yKymHor 6poja hemmja mo mm?, 3mauajHo je mosehan xoxn IIM® u IIB mamujenara y

nopehewy ca ET manujentuma (Tabena 13).

Taobena 13. Unaekc nponudepanuje koq MITH marnujeHara

I'pyne Bpoj heamja no jexunuun | Bpoj KI67* heamjano | Muaexe npoaundepannje
noBpuIMHe/Mm? jeMHMIM OBpIIKMHE/MM?
B 69,55 £ 12,7 12,84 + 9,1* 17,62 £ 9,9*
ET 73,54 £ 10,6 8,11+6,1 11,04 + 8,2
Mo 75,34 £ 16,1 17,89 + 11,2*** 22,81 +12,1*%**

*p<0,05 IIB vs ET; ***p<0,001 IIM® vs ET;

Ciamka 16. Excnpecuja nporenna Ki67 y henujama kocte cpxu xox I1B (A), ET (B) u [IM®
narmjenara (B) (x40)

4.8 VYarpacTpykrypHe Kkapakrtepuctuke henuja koctHe cp:xku MITH

namujeHara

OcHOBHO o0enexje KOCTHE Cpku mamnujeHara ca [IB  aumjarHo3om je meHa

XUTIEPIETYIAPHOCT. Y KOCTHO] CpXH OBHX TalMjeHaTa jaBJba C€ TPOJWHHU]CKA
nponudepannja (manmujenosa), mehyrum Opoj epuTpoumrta je nganexko Behu y omgHOCy Ha
napyre Bpcre henmja, kao u y omgHocy Ha mammjeHte ca ET wmum IIM® pujarHozom.
VYiaTpacTpykTypHa aHaimu3a je IIoKa3aja IPHUCYCTBO OpOJHHX 3pElIMX EpUTPOLUTA,

EPUTPOIMOETCKUX TPEKypcopa — HopMmoOiacTa, henuja mMujenonaHe JUHUJE U TPOMOOIUTA.
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henuje wmujenouaHe IMHUJE KapaKTEpHIle MPUCYCTBO CETMEHTHCAHMX HYyKJIeyca |
UUTOIIa3Ma KOja CaapKd NPOIIMpPEHE LHUCTEPHE EHIOIIa3MUHOT PETUKYIyMa, Kao u
npuMapHe rpanysie. TpoMOOIUTH, KOjU Cy M3AYKCHH WM HEMPAaBHIHOT OOJIMKA, CaipiKe
MpoIIUpEHe LHUCTepHE eHjaorazMuHor pertukyiyma (Ciouka 17A, B). Merakapuonutu cy
YMHOEHH, (popMHpajy KiacTepe W/WIK ce Hajia3e y ONM3MHM KOIITaHUX Tpalekyna. Hbux
KapakTepuine oOMMHa M J00po opraHu3zoBaHa nuroruiazMa (Cnuka 17B). ¥V muromiazmu
METakapuoIUTa C€ YyO4YaBajy MHTOXOHJIpPHjE, TNPOIIUPEHE IMCTEPHE EHIOIIA3MUHOT

petukyinyma, rpanyie u Besukyne (Ciuka 171).

Cauka 17. Enekrponcka Mukporpaduja KocTHe cpxu nandjenTa ca [1B qujarnozom. (A-T))
VY KOCTHO] CprkH je mpucyTad noBehan Opoj henuja eputponaHe u Mujenounane jose. (A, B)
MerakaprouuTi Ccajip)Ke OPOCTpaHy H J00po opraHu3zoBaHy wmuroruiasmy. (B) V
[MUTOINIa3MH  METakapuolUTa Cc€ Hajla3e MHUTOXOHJpHje, MPOIIUPEHEe IHCTepHE
CHIOIUIa3MHHOI peTuKyiyMa, rpanyie u Besukyne ([) (E - epurporur, M - mujenonHa
henmmja, H - nHopmoOnact, T - TpomOomur, MK - Merakapuouur, r - rpaHyje, MT -
MHTOXOH/IpHja, TII- MPOLIMPEHE NUCTepHe) (YpaHWI-alleTaT, OJOBO-LMTpaT, yBehame
x4000)

YaTpacTpyKTypHa aHanu3a KOCTHE cpku manujeHata ca ET aujarHo3om mokasana je
MPHUCYCTBO henuja MUjeNONIHE W EPUTPOUIHE JI03€ U BEIMKUX METakaphoIMTa ca Beoma

CIIOKCHUM CHCTEMOM MeMOpaHa y LUTOIUIa3MH M HENpaBHIHOT OOJIMKa HyKJeyca ca
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XETepOXPOMAaTHHOM CMEIITEHUM Y3 HykieycHy MeMOpany (Cnuka 18A, b). ¥V nuromnazmu
METakaproIUTa Cy BWIJBHBE NPOIIUPEHE MUCTEPHE CHIOIUIA3MHHOT PETHKYIyMa, Maje
rpaHylie, BE3UKYyJIe pazIUYUTUX BEIUYMHA W HOpPMaJHe H oimTeheHe MHTOXOHApH]E.
WNuTeH3uBHa Mpexa JeMapKaloOHUX MeMOpaHa je Jonupana Ha nepudepuju henmje u
oMmoryhaBa peruoHaJIHy MOJeNy IUTOIIa3Me UCTULIakeM O0JIacTH 3a OJBajare TPOMOOIUTA

CHpeMHUX Ja Oyay nmymTeHu y nupkynanujy (Ciouka 18B, I).

Cauka 18. Enexrponcka mukporpaduja koctae cpxu narujenta ca ET gujaraozom (A-T).
VY KOCTHO] CpKHM cy NpucyTHe henuje MujelioMjHe W epUTPOMAHE J03e Kao W yBehaHm
Merakapuonuti (A, b). Y nuromnasMu MerakapuouuTa Cy yOUJbHBE NPOLIMPEHE IIUCTEPHE
CHJOIUIa3MHMHOT  PETHKYJIyMa, MaJle TpaHyle, BakKyoJie pa3IMuUTUX BEIUYMHA |
MHUTOXOHJIpHje, HOpMaJIHe U omrTeheHe cTpykrype. VHTeH3MBHa Mpeka AeMapKalnOHUX
MeMmOpana je nouupana Ha nepudepuju henuje (B, I') (E - epurount, M - MujenounnHa
hemmja, T - tpombouut, MK - Merakapuouur, r - TpaHylie, AMC - JeMapKalHOHH
MEeMOpaHCKU CHCTEM, MT - MHTOXOHJpHja, I - NMPOIIMPEHE IHUCTepPHE, B- BE3UKYyJe, *-
omreheHe MUTOXOH/IpH]je) (YpaHUII-alleTaT, 0JI0BO-IUTpar, yBehamwe X4000)

YaTpacTpyKkTypHa aHajan3a KOcTHE cpku narujenara ca [IM® nujarHo3zom mokaszana
j€ TMPUCYCTBO MPOITUPEHUX CHHYCA, hellrje epUTPOUIHE M MHjEIOUIHE JI03€ U TPOMOOIUTE
OKO M YHyTap CHHYCOMJa, Kao M Be3MBHa BlakHa u3Mel)y kpBHUX enemenara (Cnuka 19A, Bb).

MerakaprolMTH CaapKe CErMEHTHCaHE HYKIEYCe Ca XETEPOXPOMATHHOM Y3 HYKICYCHY
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MeMOpaHy. Y HUTOIUIa3MH CY MIPUCYTHE MPOIIUPEHE IIUCTEPHE EHAOIIa3MUHOT PETUKYIyMa,

omtehene MUTOXOHJIpH]je, peTKe rpanyse u Besukyine (Cnuka 19B, I).

Cuamka 19. Enexrponcka mukporpaduja kocTHe cpxu naiujerta ca [IM® nujarnozom (A-
I'). henuje eputponHe U MHjEIOUIHE JI03€ Ka0 M TPOMOOLUTH Cy IPUCYTHE OKO M YHYTap
cuayconna (A), kao u Be3uBHa BiakHa u3Mely kpBHux enemenara (Bb). Ilpucytau cy
METaKapuOIUTH Cca CEerMEHTHCAaHUM Hykieycuma (B), eHgommasMuH peTHKyIyM ca
MPOIIMPEHUM IMCTEepHaMa, omreheHe MUTOXOHIpHje, peTke rpanyie u Bakyone (I) (E -
eputouut, M - mujenounna henuja, T - TpomOouut, Mk - Merakapuorur, C - CHHyCOUA, BB
— BE3WBHA BIIAKHA, H - HYKJIEYC, T - TpaHyJe, Ml - MPOIINPeHe IUCTEPHE, B - BE3UKYyIe, *-
omreheHe MUTOXOH IpH]je) (YpaHUII-alleTat, 0J0BO-LUTpar, yBehawe X4000)

4.9 Crenen ekcnpecuje anrnorennx ¢gakropa koa MITH nmanujenara HakoH

Tepanuje XuApPoOKCHuypejom

AHanmu3a TIPOTEMHCKE EKCIpecHje aHruoreHux ¢akrtopa y rpanyigonutuma MITH
nanujeHaTa Koju Cy HajMame 6 Mecelnnd OWIM Ha Tepaluju XUJIPOKCHYpPEjOM BpIEHA je
MMYHOLIUTOXEMH]CKMM 0OOjeleM LUTOCIUH Tmpenapara. OBa aHanu3a je IOKa3ana
CTaTUCTHYKHU 3HA4YajHO CMameme excrpecuje cBa TpH ¢akrtopa - HIF-1a, VEGF u eNOS xon
cBa Tpu entutera MITH He3aBucHo ox npucycrBa JAK2V617F myranmje wim myramyje y

reny 3a CALR (***p<0,001) (I'padukon 40, Crnuka 20).
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Crenen npotentcke excapecnje HIF-1a y Crenen nporenncke excupecuje VEGF y Crenen nporenucke excupecuje eNOS y
rparyaonuTayMa MITH nanujerara naxon rpanyonuTaya MITH nanujenara saxon rpanyaonntaya MITH nanujesara gaxon
Tepanije XHIPOKCAYpejom § Tepanije XHApoKcHypejom Tepamuje XuIpoKCHypejom

I'paduxon 40. Iporeuncka ekcrnpecuja anruorenux dakropa HIF-1a (A), VEGF (B) u eNOS (B) y
rpanynorutamMa MITH nanujeHara HakoH Tepamnuje xuapokcuypejom (XVY) (***p<0,001)

4 _wn9

Camka 20. Excnpecuja HIF-1a (A) VEGF (B) eNOS (B) y rpanyiouutuma namnujenara ca I1B
JMjarHo30M HAaKOH Tepamnuje Xyapokcuypejom (x40)

4.10 Crenen excnpecuje anruoreHux ¢paxropa y HEL 92.1.7 henujama

HAKOH TpeTMaHa xuapokcuypejom u JAK2 cneunpuannM uHXuOMTOPOM

VY nuipy ucnuTrBama ytuiaja xugapokcuypeje u JAK?2 cnenuduunor naHxuOuTopa —
1,2,3,4,5,6-xekcaOpOMOITMKIIOXEKCaHa Ha CTENCeH eKCcIpecHje aHruoreHux ¢akropa, HEL
92.1.7 hemmje cy TperupaHe xuumpokcuypejom (100 puM) u  1,2,3,4,5,6-
xekcabpomorukioxekcanoM (50 uM) — moce6HO U 'y KOMOMHAIM|H, y Tpajamy o 24 u 48
catn. Creren ekcnpecuje anruoreHnx ¢akropa HIF-1a, VEGF u eNOS ucnuTnBaH je Ha
TEHCKOM HHMBOY M MpPOTEMHCKOM HHBOy mpumeHoMm Western blot 1 umyHoImTOXemujcke

METOAEC
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4.10.1. CteneH reHckKe ekcnpecHje aHruoreHnx (pakTopa HaKoH 24 cata TpeTMaHa

Y HEL henunjama nakon 24 cata TpeTMaHna, 10J1a3u 10 cMambeHe ekcnpecuje HIF-1a y
CBUM Tpylnama y oJHocy Ha KoHTposie. CTaTHCTHUKA aHanM3a, MehyTuM, HUje MmokKasajia Ja
MOCTOjU 3HAYajHA paszliuka y morieny creneHa ekcrnpecuje HIF-lo y ogHocy Ha xoHTpoOIe
(I'padukon 41A).

Crenen ekcnpecuje VEGF cmamen je nakon 24 cara tpermana ca 1,2,3,4,5,6-
XeKCaOpPOMOLIMKIIOXEKCAHOM, JOK Yy OCTajle JBE TIpyle Jaojia3u A0 moBehama Herose
eKCIpecHje y OIHOCY Ha KOHTpose. MelhyTuMm, HM KOJ jelHEe Tpyle CTaTHCTHYKAa aHalu3a
HUje MoKa3aja Jia MOCTOju 3HavyajHa paziuka y norieny creneHa ekcnpecuje VEGF y onnocy
na xkoutpoue (I'padukon 41B).

Crenen exciipecuje ENOS ¢akropa 610 je uctoj rpaHmIle JETeKIH]e.

A b

I'padukon 41. Crenen rencke excrpecuje HIF-1a (A) u VEGF (B) anrunorenux ¢akropa HakoH 24
cara TpetMmana ca xuapokcuypejom (100 uM) u 1,2,3.4,5,6-xexcabpomorrukioxekcanom (50 uM) y
HEL hemmjama (XVY-xuapokcmypeja, X-1,2,3,4,5,6-xekcabpomornikioxekcan). Pesynratn cy
HOPMaJIM30BaHH Y OJIHOCY Ha [3-aKTHH

4.10.2. CTeneH reHcke ekcrnpecuje anruorennx gaxkropa HakoH 48 caTu TpeTMaHa

Haxon 48 catm Tpermana, crenen ekcrpecuje HIF-1a m VEGF je cmamen y cBuM
rpynama y oHOCY Ha KOHTpoJie, Me)yTUM CTaTUCTHYKA aHaJM3a HUje MOoKasajia Ja MOCTOjU
3HavajHa paznuka (I"papukon 42).

Crenen excipecuje ENOS ¢akropa 610 je ucnoj rpaHuIle JETEKIH]e.
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I'paduxon 42. Crenen rencke excrpecuje HIF-1o (A) u VEGF (B) anrnorenux ¢akropa HakoH 48
catu TpeTMaHa ca xuapokcuypejom (100 pM) m 1,2,3,4,5,6-xexcabpomornmkiioxekcanom (50 uM) y
HEL hemujama (XVY-xuapokcuypeja, X-1,2,3,4,5,6-xekcabpomorikioxekcan). Pesynratu ¢y
HOPMAJIN30BaHH Y OHOCY Ha [3-aKTHH

4.10.3. CTeneH nNpoTeHHCKe eKcNpecuje aHTMoreHux akTopa HaKoH 24 caTa TpeTMaHa

nodoujen mpumenom Western blot merone

Western blot ananu3sa crernena mpoTenHCKe eKCIpecHje cBa TPU aHTHOTeHa (akTopa y
HEL henujama HakoH 24 caTa TpeTMaHa je ToOKasana jga jaoja3u 1o moBehama creneHa
IBUXOBE EKCIpecHje y CBUM TpymaMa. MelyTum, CTaTHCTHYKA aHa M3a HHje MoKaszana ja

MOCTOjH 3HAUajHA Pa3jIMKa y CTEMEHY eKCIpecrje y OJIHOCY Ha KoHTposHy rpyny (I'paduxon
43, Cnuka 21).

I'paduxon 43. Tlporenncka excnpecuja HIF-1a (A), VEGF (B) u eNOS (B) nakon 24 cata
TpeTMana ca xuapokcuypejom (100 uM) u 1,2,3,4,5,6-xexcabpomoruknoxekcanom (50 uM) y HEL
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hemmjama  (XV-xuapokcuypeja,  X-1,2,3,4,5,6-xexcabpomonukioxekcan).  Pesynaratu ¢y
HOPMAJTH30BaHHU y OJHOCY Ha -aKTHH

K Xy X XvV+X K Xy X Xy+X K Xy X XV+X

HIF-la

B-actin

Cauxka 21. Excrpecuja HIF-10, VEGF, eNOS u B-aktuna y HEL henujama nakon 24 cata tpermana
(K-xonrpona, XV-xugpokcuypeja, X-1,2,3,4,5,6-xexcaOpOoMOITUKIIOXEKCaH)

4.10.4. CteneH NpOTeHHCKe eKCIpecHje AaHTHOTeHUX (paKTopa HAKOH 48 caTh TpeTMaHa

nodoujen mpumenom Western blot merone

Western blot ananu3sa crernena mpoTenHCKe eKCIIpecHje cBa TPU aHTHOTeHa (akTopa y
HEL henujama HakoH 48 caTu TpeTMaHa je MOKasaja Jia J0ja3d O CMamema CTeleHa
IBUXOBE EKCIpecHje y CBUM Ipynama. MelhyTum, cTaTUCTHUYKa aHalu3a HUje MOKa3ana Ja

MOCTOjY 3HAUYajHA pa3jifKa y CTEIICHY eKCIIPECHje y OAHOCY Ha KOHTposHy Tpymy (I'padukon
44, Cnuka 22).

A b B

Crenen npotentcke excnpecuje HIF-1a sakon 48 cam Crene npoteiseke excnpecije VEGF Hakon 48 cam CTenen npotertcke excnpecije eNOS Hawow 48 cam
TPeTMAHA TpeTMaHa TPeT™aka

Kowrpom Xy X Xv+X Kosmpona X X XV+X Kowtpoas X X Xv+x

I'paduxon 44. Tiporeuncka excnpecuja HIF-1a (A), VEGF (B) u eNOS (B) nakon 48 caru
TpeTMana ca xuapokcuypejom (100 uM) u 1,2,3,4,5,6-xexcabpomoruknoxekcanom (50 uM) y HEL
hemujama  (XVY-xumpokcuypeja,  X-1,2,3,4,5,6-xekcabpomMoIukiioxekcan).  Pesyaratd  Cy
HOPMaJIM30BaHH Y OJIHOCY Ha B-aKTHH

K XY X XV+X K Xy X XV+X K Xy X  XV+X
HIF-1a VEGF eNOS
B-actin B-actin p-actin

Camka 22. Excnpecuja HIF-1o, VEGF, eNOS u B-aktuna y HEL henujama nHakon 48 catu
tpermana (K-kourpona, XV-xuapokcuypeja, X-1,2,3,4,5,6-xekcabpOMOIMKIOX CKCaH)
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4.10.5. CTeneH nNpoTeHHCKe eKCNpecHje aHrHoreHnx (paxkropa HaAaKoH 24 cata TpeTMaHa

100MjeH MPUMEHOM UMYHOIIMTOXEMHUjCKe MeTo/1e

UcnutuBame excrnpecuje HIF-1a, VEGF u eNOS umMyHOIMTOXEMHjCKOM METOJIOM
paheno je Ha muTocnuH npemnapatuma HEL henmja. IMyHOnMTOXEMHjCKa aHAM3a CTEIIEHA
excripecuje HIF-1o HakoH 24 carta TpeTMaHa IoOKa3aia je 3Ha4ajHO MoBehame eKcrpecuje
oBor (akropa kox HEL henuja xoje cy Tpetupane camo xuapokcuypejom (***p<0,001). Kox
ocTajux Tpyla, CTAaTUCTUYKA aHalM3a HHUje TOoKa3aia Ja IOCTOjH 3HadyajHa pasiuka y
excripecuju HIF-1a y ogrocy Ha koHTpose (I'padukon 45A).

Excrnpecuja VEGF Takohe je 3nauajuo nosehana koq HEL henuja koje cy Tpetupane
camo xuapokcuypejom (**p<0,01), 1ok KO OCTaNIUX rpyla HeMa 3Ha4YajHe Pa3IuKe Y OAHOCY
Ha KOHTPOJTY Yy Tioryiery ekcrpecuje oBor (akropa (I'paduxon 455).

Nmynornuroxemujcka ananmm3a crereHa ekcnpecuje €NOS je mokazama 3HaYajHO
noBehame excrpecuje koj hemuja Koje cy TpeTHpaHe caMo ca xuapokcuypejom (**p<0,01).
Mehytum, kox hemuja koje cy TpetupaHe ca xuapokcuypejom u 1,2,3,4,5,6-
XEKCaOpOMOIIMKIIOXEKCAHOM JIONIIO je JI0 3Ha4ajHOT cMamema ekcrpecrje eNOS y omHOCy

Ha koHTpoy (*p<0,05) (I'padukon 45B).

A b B

UTETEH MPOTEIHCKE ¢

I'padpuxon 45. Iporeuncka excrpecuja HIF-la (A), VEGF (B) u eNOS (B) nakon 24 cara
TpeTMaHa ca xuapokcuypejom (100 uM) u 1,2,3,4,5,6-xexcabpomonuknoxekcanom (50 uM) y HEL
hemmjama  (XVY-xumpokcuypeja, X-1,2,3,4,5,6-xexcabpomormkimoxekcan)  (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001)
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4.10.6. Crenen mnporteuHcke ekcnpecuje HIF-lo, VEGF u eNOS nakon 48 catm

TpeTMaHa J00MjeH NPMMEeHOM UMYHOUUTOXEMHjCKe MeTo1e

Nmynornuroxemujcka ananu3sa creneHa excrnpecuje HIF-1o mHakon 48 catu TpeTMaHa
MoKa3ajia je Ja He TMOCTOjU CTAaTUCTHUYKH 3HayajHa pa3iivka y morjieny ekcrpecuje HIF-1a
usmel)y tperupannx HEL henuja u kontpona (I'padguxon 46A).

Anammsza ekcrpecrje VEGF moxkazana je 3HauajHO cMameme OBOr (DakTopa KO
hemja xoje cy tpetupane camo xuapokcuypejom (**p<0,01), xkao u kox hemuja koje cy
TpeTHpaHe ca xuapokcuypejom u 1,2,3,4,5,6-xekcabpomorrikiioxekcanom (***p<0,001)
(I'paduxon 465).

Anammsa ekcrnpecuje eNOS 3HagajHO je cMameHa Koj hendja Koje Cy TpeTHpaHe
KoMOuHaIjoM xuapokcuypeje u 1,2,3,4,5,6-xekcadbpomorrikioxekcana (**p<0,01) mok kox
OCTAJIMX TPETHpaHWX henuja CTaTUCTHYKA aHAlM3a HUje MOKaszaja Jia IOCTOjU 3HavyajHa

pasznuka y ekcnpecuju eNOS y ognocy Ha kouTpoay (I'padukon 46B).

akor 48 cam (CTeneH npoTENHCKE €k fje eNOS Hakow 48 camn

I'padpuxon 46. Tlporenncka excnpecuja HIF-1a (A), VEGF (B) u eNOS (B) nakon 48 caru
TpeTMaHa ca xuapokcuypejom (100 uM) u 1,2,3,4,5,6-xexcadpomorukioxekcanom (50 uM) y HEL
henmjama (XV-xuapokcuypeja, X-1,2,3,4,5,6-xexcadbpomonmkinoxekcan)(**p<0,01; ***p<0,001)

4.11 CreneH nmpoTeMHCKe ekcnpecuje anruorennx gakropa y HEL 92.1.7

hesnjama nu Mmakpogparama HakoH TpermMaHa ca IL-6

C o03upoM Ha TO Ja je MOKa3aHO Ja cy eHmoreHu HuBou |L-6 moBehanm kox

narujenata ca ET u [IM® nujarno3oM kao U Ja MOCTOjU MO3UTUBHA Kopenaruja usmely IL-
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6 u a"ruoreHese y KkoctHoj cpxu MIIH manmjenara, Ham nusb je OMO Aa YTBPAUMMO YTHUIIA]
OBOT ITMTOKHMHA Ha CTEIEH eKcrpecuje anruorennx dakropa koa HEL henuja koje mocenyjy

JAK2V617F myrauujy u y nudepeHipaHiM Makpodazuma.

4.11.1. Tudepenuupame HEL heanja y makpodare

Ha 6u ucnuramu yrunaj IL-6 xao m JAK wmuXuOuTOpa Ha CTemeH eKcmpecHje
aHTMOTeHMX (aKTopa ald M Ha aKTUBAIMjy NponnudepaTHBHUX CHTHATHUX IyT€Ba KOJ

Makpodara, u3Bpimiu cmo audepenupame HEL henuja.

Cauxka 23. HEL henuje y cycnensuju npe u Hakon tpermana ca TPA. Kourponne HEL henuje
Koje pacty cioboaHo y cycnensuju (A) (x10) 72 cara Hakon Tpetmana ca TPA, Behinna henuja
YBPCTO IMpHjama 3a NOMJIOTY M MOKasyje 3HauajHo mmpeme nuromiasme (b) (x10); usnBojenn
makpodaru (B, I')(x40)

411.2. Crenen ekcnpecuje anruorenux ¢akropa y HEL 92.1.7 heaujama HakoH

TpermaHa ca |L-6 no6ujen npumenom Western blot meroae

Kako 6u wmcnuramu yrunaj |L-6 na crenen excmnpecuje HIF-1a, VEGF u eNOS
(dakrTopa y HEL henujama u3Bpmmnu cMo KynTuBHcame ca win 6e3 IL-6 y Toky pazmuauror

BpeMeHcKor nepuoja — 15 munyra, 30 munyra, 1 car, 2 cara u 4 cata, ¥ HaKOH HCTEKa
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TpeTMaHa ojJpehuBaiM CTEleH NMPOTEMHCKE eKcIpecuje HaBeaeHux dakxtopa Western blot
METOIOM.

HcnutuBame crenena excrpecuje HIF-1a je mokasano ga nakon 15 MuHyTa TpeTMaHa
ca IL-6 He momasu 10 3HaYajHE MPOMEHE y CTENEHY EKCIpPEecHje OBOT (pakTopa y OJHOCY Ha
koHTtposie. [lo 3nauajuor nmosehame ekcnpecuje HIF-1o mona3u HakoH TpeTMaHa y Tpajamy
on 30 MuHYTa W TpeTMaHa y Tpajamy on jemHor cara (***p<0,001), kao u HakoH 2 cara
tpermana (**p<0,01). Hakon 4 cara Tpermana, ekcrnpecuja HIF-la Huje merextoBana

(T'paduxon 47, Ciuka 24).

Edexkar IL-6 Ha cTeneH nporeHHcKke ekcnpecje HIF-1a y HEL
hennjama

2 %k
1.8 e l * %
1.6 1
1.4 I
1.2

1 - L
0.8
0.6
0.4
0.2

0

KoHTtpona IL-6 15 IL-6 30 IL-6 1 cart IL-6 2 cara IL-6 4 cara
MHHYTAa MHHYTA

I'paduxon 47. Excnpecuja HIF-1a nporenna y HEL henujama nakon tpermana ca IL-6 y
neT pa3lUuUTUX BpeMeHckux wuHTepBama (**p<0,01; ***p<0,001). Pesynaratu cy
HOPMAJIN30BaHU y OJJHOCY Ha [3-aKTHH

UcnutuBame crenena excrnpecuje VEGF nakon Ttpermana HEL hemwuja ca IL-6
MoKa3aJio je Ja J0jda3u 0 3HauajHor moBehama cTerneHa MPOTEHHCKE EKCIpPecHje OBOT
aHTHOTeHOT (pakTopa moj yrunajem IL-6, He3aBUCHO 011 My)KUHE Tpajarka TPETMaHa y OJHOCY

Ha KoHTpose (***p<0,001) (I'padukon 48, Cnuka 24).
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1
0.9
0.8 &k k
0.7
0.6 L
0.5
0.4
I
0.3
0.2
0.1
0
KoHTpona IL-6 15
MHHyTa

Edexkar IL-6 Ha cTeneH npoTeHHcKe ekcnpecruje VEGF v HEL

hennjama

e e e

ek I g
1 L
IL-6 30 IL-6 1 cat IL-6 2 cata

MHHYyTa

4 3% ok

IL-6 4 cata

I'paduxon 48. Iporeuncka excrnpecuja VEGF y HEL henujama nakon tpetmana ca IL-6 y
TOKY pa3iuuuTor BpemeHckor nepuoma (***p<0,001). Pesynratu cy HOpMaau30BaHU Yy

OJTHOCY Ha [3-aKTHH

Anammza crenena ekcrnpecuje eNOS HakoH Tpetmana ca IL-6, mokasana je ma ce

3Ha4ajHO noBehame excrpecuje oBor ¢akropa jaemasa Beh nocie 30 MUHyTa 0 TpeTMaHa ca

IL-6 (**p<0,01). Hajsehu HHBO ekcmpecHje AemiaBa ce Mocie jeIHOr caTa U Ba caTa HaKOH

tpermana (***p<0,001). Yetupu caTa HaKOH TpeTMaHa, CTATUCTHYKA aHAIN3a HUje TTOKa3aja

Ja TIOCTOjU 3HayajHa pasluka y creneHy ekcrpecuje eNOS y oaHOCy Ha KOHTPOIY

(T'pacdukon 49, Cnuka 24).

1
0.9
0.8
0.7
0.6 L
0.5 =
0.4
0.3
0.2
0.1
0
KoHTpona IL-6 15
MHHYTa

Edexkar IL-6 Ha cTEIeH MPOTEHHCKE eKcrpecrje eNOS y HEL

henujama

s 3 ok

s J. ok
i
1
IL-6 30 IL-6 1 cat IL-6 2 cata

MHHYTa

IL-6 4 cata

I'padpuxon 49. Excnpecuja eNOS nporenna y HEL henujama Hakon tperMana ca IL-6 y et
pasnUnTHX BpeMeHCKHX maTepBana (**p<0,01; ***p<0,001). Pesyaratu cy HOpMalIU30BaHH

Y OIHOCY Ha [3-aKTHH
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K 15° 30° 1 car 2 cara 4 cara

HIF-1a

VEGF

eNOS

B-actin

Cimka 24. Excnpecuja HIF-1a, VEGF, eNOS u B-aktuna y HEL henujama Hakon
TpetMana ca IL-6 y met pa3nuuuTix BpeMEHCKUX HHTepBaja

4.11.3. CreneH ekcnpecuje aHrHoreHux ¢axkropa y Mmakpodarama go0ujeH nmpuMeHOM

Western blot meTone

Y mwipy mcnuTuBama noreHnujanHor edekra IL-6 Ha cremen ekcmnpecuje HIF-1a,
VEGF u eNOS, HEL henuje cy mudepenmnupane y Makpodare 1 KyJITuBHcaHe ca wiu o0e3 IL-
6 y TOKY pa3IMuuTUX BPEMEHCKUX mepuoja — 15 munyra, 30 MunyTa, 1 cat, 2 cata u 4 cara,
Y HaKOH UCTEKa TpeTMaHa o/ipeliBaH je CTelneH NpOTeHHCKE eKCIpecHje HaBeAeHuX (akropa
Western blot metomom.

Amnamm3a excripecuje HIF-1o y makpodarama HakoH Tpermana ca IL-6 je mokasana nma
10 noBehama ekcripecrje oBor (akTopa J07a3u caMo I0ciIe TpeTMaHa y Tpajamby O jeAHOT
cara, JIOK IOCJIe YeTHpH caTa TpeTMaHa, ekcrnpecuja HIF-lo Huje nerekroBana. MehyTtum,
CTAaTHCTUYKA aHaIN3a HHje TOKa3aja Ja TMOCTOjU 3HadajHa pas3liika HHU KOJ jeIHE TpyIe

Tpetupanux henuja y ogaocy Ha koutpoie (I'papukon 50, Cnuka 25).

EdexarIL-6 Ha cTeneH NpoTeHHCKe ekcupecHje HIF-1ay
Makpodarama

KOHTPOJIA IL-6 15 IL-6 30 IL-6 1 CAT 1IL-6 2 CATA IL-6 4 CATA
MHHVYTA MIHVYTA

I'padpuxon 50. Excrnipecuja HIF-1a nporenna y makpodarama HakoH TpeTMana ca IL-6 y mer
Pa3IMYUTHX BPEMEHCKHX UHTEepBaia. Pe3ynTaTu cy HOpMaau30BaHU Y OJHOCY Ha [3-aKTHH

101



Amnanu3za crenena ekcnpecuje VEGF y makpodarama je rnokaszana aa u y ciaydajy OBOT
aHruoreHor (akTopa HE TIOCTOjU 3HAYajHA paslidka Yy CTeleHy ekcmpecuje wusmehy

TpeTupanux henuja u koutpona (I'padukon 51, Cnuka 25).

Edexat IL-6 Ha cTeneH NpoTeHHCKe ekcupecHje VEGF y
Makpodarama
I 1 I
) I
KOHTPOJIA IL-6 15 IL-6 30 IL-6 1 CAT IL-6 2 CATA IL-6 4 CATA
MHHVYTA MIHVYTA

I'paduxon 51. Excnpecuja VEGF npotenna y makpodarama HakoH Tpetmana ca IL-6 y met
Pa3IMYUTHX BPEMEHCKHX MHTEpBana. Pe3ynraTu cy HOpMaln30BaHU y OJJHOCY Ha [3-aKTHH

Amnanuza excipecuje eNOS daxropa koa Makpodara mokasasia je J1a HAKOH TpeTMaHa
oBux hemmja ca IL-6 y Tpajamy ox 15 MuHyTa ¥ jeqHOT carta jona3u 10 nmosehane ekcrpecuje
oBor (hakTopa 3a Koje Me)yTuM CTaTHCTHYKa aHaju3a HUj€ MOKa3ajia Jia MOCTOjU 3HavyajHa
pasiuKa y OJHOCY Ha KOHTposie. Y cCllyyajy OCTaJuX BPEMEHCKHUX TpeTMaHa J0Jia3Hu [0
cmameHe ekcrpecuje eNOS Kkoja je HajBUIIEe M3paKeHa HakoH TpeTMmaHa oxa 30 MuHyTa

(*p<0,05) u 4 cara (**p<0,01) (I'paduxon 52, Cauka 25).
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Edexar IL-6 Ha cTeneH IPOTeHHCKe eKcnpecHje eNOSy
Makpodarama

KOHTPOJIA IL-6 15 IL-6 30 IL-6 1 CAT IL-6 2 CATA IL-6 4 CATA
MIHVYTA MHHVTA

I'padgukon 52. Excripecuja eNOS npotenna y makpodarama HakoH TpermaHna ca |L-6 y mer
pasnmuuuTuX BpeMmeHckux uHTepBana (*p<0,05; **p<0,01). Pesynaratu cy HOpMann3oBaHH Y
OJTHOCY Ha [3-aKTHH

K 15° 30° 1 car 2 cata 4 carta

HIF-la
VEGF

eNOS

[-actin

Cuauka 25. Excripecuja HIF-10, VEGF, eNOS u B-akTHa y Makpodarama HakOH TpeTMaHa ca
IL-6 y meT pa3nu4uTHX BpEMEHCKHX HHTEpBaia

4.12 Crenen ekcnpecuje anruorenux ¢gakropa y HEL 92.1.7 henujama u

Makpodarama HakoH Tpermana ca |L-6 u JAK unxuéuropnma

Kako 6u ncniuranu norennujanan edexar asa JAK nHxuOuTopa, caMOCTaIHO WIH Y

koMmOuHamju ca IL-6, Ha crenen ekcrnpecuje HIF-1o, VEGF u eNOS npotenna y HEL

heij amMa u MaKpO(I)araMa HU3BpHIMJIA CMO HCKOJIMKO PAa3JINYUTHUX CKCIICPpUMCHATA.
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4.12.1. Crenen excnpecuje anruorenux ¢paxkropa y HEL 92.1.7 heamjama HakoH

Tpermana ca IL-6, pykcosutunnéom u 1,2,3,4,5,6-xexcadpoMoOIHKI0XEeKCAHOM

Amnamm3a cremnena ekcrpecuje HIF-1o y HEL henmnjama noka3syje 3nagajao nosehame
eKcrpecuje oBOr (hakTopa HAKOH TpeTMaHa ca pykcoinutuHuOoM (***p<0,001), HakoH
TpeTMmana ca 1,2,3,4,5,6-xexcabpomonukiioxekcanoM (*p<0,05), ka0 u HaKOH TpeTMaHa ca
kombOunaijom IL-6 u pykconmutunnba (**p<0,01). Hakon tpermana camo ca IL-6 wiu ca
koMmOuHarmjom IL-6 u 1,2,3,4,5,6-xekcaOpoMOIIMKIOXeKcaHa, 3a0enexkeHa je mnosehana
excripecuja HIF-la y omHOCY Ha KOHTpOJIe Qi CTATUCTUYKA aHAW3a HHjE MOKa3aja Ja

nocroju 3Ha4ajHa pasnuka (I'padpukon 53, Ciuka 26).

CTeneH NpoTEeHHCKE excnpecuje HIF-1o y HEL henujama

0.8
0,7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

KoHTpona IL-6 + P IL-6 +X

I'padpuxon 53. Excnpecuja HIF-1a nporenna y HEL henujama nakon tpermana ca IL-6 u
JAK uaxubutopuma (*p<0,05; ***p<0,01; ***p<0,001) (P-pykcomutunud, X - 1,2,3,4,5,6-
XeKcaOpOMOIIMKIIOXEKCaH). Pe3ynTaTti cy HOpMaai30BaHU Y OHOCY Ha [3-aKTHH

K IL-6 P X IL-6+P  IL-6+X

HIF-1a

B-actin

Cimka 26. Excripecuja HIF-1a u B-aktuna y HEL hemujama nakon tpermana ca IL-6 u
JAK WHXUOUTOpHUMA (K-koHTpona, P- PYKCOIUTHHUO, X- 1,2,3,4,5,6-
XEeKCaOpPOMOIIMKIIOXCKCAH)

Amnanmsa crenena ekcrpecrje VEGF nporenna je mokasana ja o Hajeher mosehama

ekcripecuje oBor (akropa monazu HakoH TpetmMana HEL henmuja ca pykcomutuHnOGom
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(***p<0,001), ka0 wu HaKOH TpeTMaHa ca KomOuHammjom IL-6 wu 1,2,3,4,56-
xekcabpomorukioxekcana (***p<0,001). Takohe, 3nauajuo nosehame excrnpecuje VEGF
youeHO je W mocie Tpermana camo ca IL-6 (**p<0,01), kao u mocie TpeTmaHa ca
komOuHarjom IL-6 u pykconmutunuda (*p<0,05) Hakon tpermana ca 1,2,3,4,5,6-
XEKCaOpPOMOIIMKIIOXEKCAHOM CTAaTHCTUYKA aHaJu3a HHUje IOKa3aja Ja TOCTOjU 3HavajHa

pasnuka y excrpecuju VEGF y ognocy na kontposte (I'padukon 54, Ciuka 27).

CreneH npotenHcke exkcnpecuje VEGF y HEL hennjama

o 3 ok
s 3 o

* %

1.2 B I * l

0.8 l

0.6

0.4

KoHTpona IL-6 P X IL-6 +P IL-6 + X

I'paduxon 54. Excnpecuja VEGF nmporenna y HEL henujama nakon tpermana ca IL-6 u
JAK unxuburopuma (*p<0,05; ***p<0,01; ***p<0,001) (P-pykcomutunuod, X - 1,2,3,4,5,6-
XEKCaOpOMOIIMKIIOXEKCaH). Pe3ynTatu cy HOpMaln30BaHU Y OHOCY Ha [3-aKTHH

K IL-6 P X IL-6+P  IL-6+X

VEGF

B-actin

Cauxka 27. Excripecuja VEGF u B-aktuna y HEL henujama Hakon tpermana ca IL-6 u JAK
naxuouropuma (K-konrpona, P- pykcomurunu6, X- 1,2,3,4,5,6-xekcaOpoMOIMKIOXEKCaH)

Amnanu3za crenena excrpecuje ENOS je mokasana na 1o Hajseher nosehama excnpecuje
oBor (aktopa J0j7a3d HAKOH TpeTMaHa ca pykcoautuHuOom (***p<0,001). 3mauajHo
noBehame ekcrnpecHje Takohe ce maemraBa ¥ HakoH TperMana ca IL-6 (**p<0,01), makon
TperMana ca 1,2,3,4,5,6-xekcabpomorukioxekcanom (**p<0,01), kao U HaAKOH TpeTMaHa ca

komOuHaujoMm IL-6 u pykcomurunuda (**p<0,01). ¥ HEL henujama koje cy Tpetupane y
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koMOuHamju ca IL-6 u 1,2,3,4,5,6-xekcabpOoMOIIMKIOXEKCAaHOM, CTAaTUCTUYKA aHAIM3a HUje
MoKasaja Jia JoJia3u 10 3HayajHor moBehama ekcrpecuje oBor (akTopa y OJIHOCY Ha

koutpony (I'padukon 55, Civka 28).

CreneH npoTeHHCKe ekcipecHje eNOS y HEL hennjama
1.4
e 3 ke
1.2
*ok I .. -
1 - -
L L I
0.8 1
0.6 I
0.4
0.2
0
KoHTpona IL-6 P X IL-6 +P IL-6 +X

I'paduxon 55. Excrpecuja eNOS mporenna y HEL henujama nakon tpermana ca IL-6 u
JAK wunxumburopuma (**p<0,01; ***p<0,001) (P-pykcomutunnd, X - 1,2,3,4,5,6-
XeKCaOPOMOITMKIIOXEKCaH). Pe3ynTatu cy HOpMalIn30BaHU Y OJTHOCY Ha [3-aKTHH

X IL-6+P IL-6+X

eNOS

B-actin

Cauka 28. Excrnpecuja eNOS u B-aktuna y HEL henujama nakon tpermana ca IL-6 u JAK
naxubutopumMa (K-kortpona, P- pykconmutuan6d, X- 1,2,3,4,5,6-xekcabpoMOIIHKIIOXEKCaH)

4.12.2. CteneH ekcrnpecHuje aHruorenux ¢axkropa y Makpogarama HAaKOH TpeTMaHa ca

IL-6, pykcoanTunudom u 1,2,3,4,5,6-xexcadpoMOIHKI0XEKCAHOM

AHanu3za cteneHa npotenHcke excripecuje HIF-1a y makpodarama je mokasana nma 1o
3Ha4ajHOT TToBehama eKcIpecuje oBoT (pakTopa mosia3u y Makpodarama Koje cy TpeTupaHe ca
pykcomutuanbom (***p<0,001) m IL-6 (**p<0,01). Hacympor Tome, koa Makpodara
Tpetupanux ca komOuHamujom IL-6 u 1,2,3,4,5,6-xexkcabpoMOIMKIIOXEKCaHa JI0JIa3u [0

3HaYajHOr cMmamema ekcrpecuje HIF-lo (*p<0,05). ¥V ocramum rpymama, craTHCTHYKa
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aHallM3a HUje TOKa3ajla 3HayajHy pa3iuky y creneHy ekcrpecuje HIF-lo y omgHocy Ha

koutpoie (I'paduxon 56, Ciuka 29).

CreneH mpoTeHHCKe ekcrnpecuje HIF-lo y makpodarama

ko
sk

1
0.8
0.6 *
0.4
0.2

0

X

KoHTpona IL-6 P IL-6 +P IL-6 + X

I'padpuxon 56. Excrnpecuja HIF-1a mporenna y makpodarama HakoH Tpermana ca IL-6 u
JAK uaxubutopuma (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) (P-pykcomutunub, X - 1,2,3,4,5,6-
XEeKCabpOMOLMKIIOXeKCcaH). Pe3ynTatu cy HopMalu30BaHu y OAHOCY Ha [3-aKTUH

IL-6+P  IL-6+X

HIF-1a

B-actin

Cauka 29. Excnpecuja HIF-1o u B-aktuna y makpodarama HakoH tpermana ca IL-6 u
JAK WHXHOUTOpHMA (K-xoHTpOINa, P- PYKCOJIUTHHUO, X- 1,2,3,4,5,6-
XEKCaOPOMOIIMKIIOXEKCaH)

Ananmm3a ctenena ekcrpecrje VEGF je mokazana na xox cBux makpodara gomnasu 1o
nosehama ekcrpecuje oBOr (hakTopa y OJHOCY Ha KOHTpody. MelhyTum, cTaTucTHuUKa

aHaJIM3a je ToKasaja Jia je moBehame eKCIpecHje 3Ha4ajHO jeJMHO HaKOH TpeTMmana ca IL-6

(*p<0,05) (I'padukon 57, Cnuka 30).
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CrenteH npoTtenHcKke ekcnpecHje VEGF y makpodgarama
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I'paduxon 57. Excnpecuja VEGF npotenna y makpogarama HakoH Tpermana ca IL-6 u JAK
unxuburopuma (*p<0,05) (P-pykcomutuand, X - 1,2,3,4,5,6-XeKkcaOpOMOIIMKIOXEKCAH).
Pesynratu cy HOpMain30BaHH y OJJHOCY Ha [3-aKTHH

K IL-6 P X IL-6+P IL-6+X

VEGF

B-actin

Cauxka 30. Excripecuja VEGF u B-aktina y Mmakpodarama HakoH tpermana ca IL-6 u JAK
uaxuouropuma (K-konrpomna, P- pykconmuruuu6, X- 1,2,3,4,5,6-xekcaOpoMOIMKIOXEKCaH)

Amnanu3za crenena excrpecuje eNOS je nmokasana na 1o Hajseher nosehama excnpecuje
oBOr (axkTopa y Makpodarama J[o0jla3M HAaKOH TpeTMaHa ca kKoMOuHauujom IL-6 u
pykcomutuanba (**p<0,01), kao u HakoH TperMana camo ca IL-6 (*p<0,05) wmu camo ca
pykcomutuarOoM (*p<0,05). V octamum rpynama, CTaTHCTHYKA aHaIM3a HHjE MOKasaia Ja
MOCTOjU 3HavajHa pa3nuka y creneny ekcrapecuje eNOS y onnocy Ha konTpony (I'padukon
58, Cmuka 31).
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CreneH IIpoTeHHCKe eKcrpecHje eNOS y makpodarama
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I'paduxon 58. Excripecuja eNOS nmporenHa y makpodarama HakoH Tpetmana ca IL-6 u JAK
unxuburopuma  (*p<0,05; **p<0,01) (P-pykcomutuau6®, X @ - 1,2,3,4,5,6-
XeKcaOpOMOILIMKIOXEeKCaH). Pe3ynTatu cy HopMali30BaHU y OHOCY Ha [3-aKTHH

K IL-6 P X IL-6+P  IL-6+X

eNOS

B-actin
Cauka 31. Excripecnja eNOS u B-aktuHa y Makpodarama HakoH Tpermana ca IL-6 u

JAK WHXHOUTOpUMA (K-xonTpOma, P- PYKCOJIUTHHUO, X- 1,2,3,4,5,6-
XEeKCaOPOMOIIMKIIOXEKCAH)

4.13 AxktuBanuja JAK2/STAT3, PI3K/Akt n MAPK curHajiHux myreBa y
HEL 92.1.7 hesimjama u makpodarama HakoH TpermaHa ca IL-6 u JAK

HHXMOUTOPUMA

Nmajyhn y Buny unmenuily aa IL-6 mpencraBiba MUTOKHH KOjU pEryiHIne OpojHE
henmjcke ¢pyHKUMje Kao mTO Cy nponudepannja, akTuBauja u audepeHuujamnuja, y CTyauju
j€é HCHUTHBAaH HEroB MOTEHIUjaHU edeKaT, caMOoCTaIHO WK y KomOuHammju ca JAK
naxuburopuma, Ha JAK2/STAT3, PI3K/Akt u MAPK curnanue nyrese, y HEL henujama u

Makpodarama, 3a Koje je Mmo3HaTo Jja MOTy OUTH YKJbYYEHH y TYMOPCKY aHTHOTEHE3Y.
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4.13.1. AkruBaumja JAK2/STAT3, PI3K/Akt u MAPK curnanuunx myreBay HEL 92.1.7

hesujama

Y HEL henujama ucnmrtuBana je ekcrnpecuja pochopunucanor n ykymHor STAT3
nporenna JAK2/STAT3 curnaignor nyra. Y cBuMm HEL henujama, KOHTpojgamMa U OHHM
tpetupanum ca IL-6 u JAK naxuburopuma, rmokasana je jacHa ekcrpecuja ¢Gocoprimcanor
STAT3 mporenna (Cnuka 32). KBanTu(ukanujom mpoTerHa MOKa3aHO j€ Ja je Y CBUM
henujama momio go moehane aktuBHoctH JAK2/STAT3 curHamHor myra Koja je
Hajuspakennja 'y HEL  hemmjama  tpermpanum ca IL-6 wu  1,2,3,4,5,6-
xekcabpomormkioxekcanom (***p<0,001), camo ca IL-6 wmm camo ca 1,2,3,4,5,6-
xekcabpomorukioxekcanom (**p<0,01), kao u HakoH TpeTMaHa ca IL-6 u pykcoIuTHHHOOM
(*p<0,05). B-aktuH je kopuimheH Kao KOHTpOJAa KOHICHTpAIMje CTaBJbEHHX MPOTEHHA

(I'padukon 59).

K IL-6 P X IL-6+P IL-6+X
NI Sn e R TN (S
TR R R

Camka 32. Excnpecuja pSTAT3, STAT3 nporenna u PB-aktuna y HEL hemujama nHakon
tpermana ca IL-6 m JAK wunxuburopuma (K-kontpona, P- pykcomurunmuo, X- 1,2,3,4,5,6-
XeKCaOpPOMOIIMKIIOXEKCAH)
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AxtuBanija JAK2/STAT3 curxHansor mnyra y HEL hcm{jama

1 TTTT

KoHTpona IL-6 IL-6 + P IL-6 +X

PSTAT3/STAT3

I'padukon 59. Onnoc nuBoa excnpecuje PSTAT3/STATS3 nporenna y HEL henujama Hakon
Tpermana ca IL-6 u JAK wunxuburopuma (*p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001) (P-
pykcomutuaun®O, X - 1,2,3,4,5,6-xekcaOpOMOIUKIOXEKCaH )

Hpyru 3nHaudajan nyt je PI3K/Akt curnamum myr. ¥ HEL henujama ucnutuBana je
excrpecuja dpochopunucanor u ykymnuor AKt mpoTerHa oBOr curHaaHor myTa. Y ceum HEL
henujama mokasaHa je jacHa ekcrpecuja ¢ochopuaucanor Akt nporemna (Caumka 33).
AHanmM30M CTereHa eKCIpechje IMpOTeMHa je TMOKa3aHo Ja 10 3HadajHor moBehama
aktuBHocTH PI3K/AKt myra monasu y henujama tperupanum ca IL-6 (**p<0,01), ok je y
hemmjama Tperupanum ca komOuHamujom IL-6 u 1,2,3,4,5,6-xeKkcabpOMOITUKIIOXEKCAHOM,
JIOIILIO JIO 3Ha4YajHOT cMamera akTuBHOCTH PI3K/AKt myra (**p<0,01). V ocranum rpymnama,
aHAJIM30M EKCIpecHje MPOTeHHa, HUje MpoHal)eHa CTaTHCTHUYKY 3HAa4YajHa pa3linka y OJHOCY
Ha [-akTMH Koju je KopuilheH Kao KOHTpoja KOHLEHTpalHje CTaB/beHUX NpOTEeHuHA

(I'padukon 60).

K IL-6 P X IL-6+P IL-6+X

pAkt

Akt

B-actin

Cuamka 33. Excnipecuja pAkt, Akt mporenna u B-akruna y HEL henujama vakon tpermana ca IL-
6 n JAK naxuburopuma (K-konrpomna, P- pykconurunu6, X- 1,2,3,4,5,6-
XEKCaOPOMOIIMKIIOXEKCaH)
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AKTHBaI_lHja PI3K/Akt curnansor nyra y HEL henujama

KoHTpona IL-6 IL-6 +P IL-6 +X

PAKt/Akt

I'paduxon 60. Oxnoc muBoa excmpecuje PAkt/Akt mporenna y HEL henmujama HakoH
tpetmana ca IL-6 u JAK wunxuburopuma (**p<0,01) (P-pyxcommutunud, X - 1,2,3,4,5,6-
XEeKCaOpOMOITMKIIOXEKCaH)

Pesynratu cy Takole nokaszanu na noctoju nojayana akrusHoct MAPK myta y cBum
HEL hemujama (Cnuka 34). Mehyrum, kama cy cabpane obe dopme MAPK mporemna
(p44/p42), nuje npoHal)eHa cTaTUCTUYKK 3HAYajHA pa3iuka uMely tperupanux HEL hemuja
u KoHTpona y aktuBanuju MAPK nyra. B-akTuH je kopuirheH Kao KOHTpoJa KOHIEHTpaluje

craBsbeHHX mporerHa. (I'padukon 61).

K IL-6 P X IL-6+P IL-6+X

p44
p42

pMAPK

p44
p42

MAPK

B-actin
Camuka 34. Excripecuja pMAPK, MAPK mporenna u B-aktura y HEL henujama HakoH TpeTmana ca

IL6 wu JAK wunxuburopuma  (K-konrpoma, P-  pykcommrunm6, X-  1,2,3,4,5,6-
XEKCaOPOMOIIUKIIOXEKCAH)
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AxtuBanrja MAPK cursansor nyra y HEL hennjama

PMAPK/MAPK

KoHTpona IL-6 P X IL-6 +P IL-6 +X

I'padukon 61. Oxnoc uusoa excrpecrje PMAPK/MAPK nporenna y HEL henujama Hakon
TpetmMana ca IL-6 u JAK wusaxuburopuma (P-pykcomurununo, X - 1,2,3,4,5,6-
XEeKCaOpOMOITMKIIOXEKCaH)

4.13.2. AxruBanmja JAK2/STAT3, PI3K/Akt m MAPK curHaauux mnyreBa Yy

Makpogarama

V makpodarama, kao u y HEL henujama, ucnutuBana je akruBauuja JAK2/STAT3
curHasHor nyta. [Ipahena je excripecuja gpochopunucanor u ykynHor STAT3 mporenna. ¥
CBUM Makpodarama, KOHTpojama u Tpetupanum ca IL-6 u JAK unxubutopuma, nokasasa je
jacHa ekcmpecuja (ochopunmucanor STAT3  mporemna (Cmmka 35). Mehyruam,
KBaHTU(UKAIMjOM EKCIpecHje MpoTenHa HHje NMpoHaleHa CTATUCTUYKM 3HAyajHa pas3liuKa
u3Mely TpeTMpaHuX Makpodara W KOHTposia. [B-akTMH je KopuilheH Kao KOHTpoja

KOHIIEHTpaluje ctaBibeHux npotenHa. (I'padukon 62).

K IL-6 P X IL-6+P IL-6+X

PSTATS <. # G  —— —

SIALS . . e m—

0 R — —— —— —

Cuauka 35. Excpecuja pSTAT, STAT nporenta u B-akTHHA y Makpodarama HaKOH TpEeTMaHa ca
IL-6 u JAK wusxubutopuma (K-kontpoma, P- pykcomutunuo, X- 1,2,3,4,5,6-
XEeKCaOPOMOIIMKIIOXEKCaH)
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AxtuBanHja JAK2/STAT3 cHrHaaIHor myTa y Makpodarama

KOHTPOJIA IL-6 1 X IL-6 +P IL-6 +X

I'padpuxon 62. Onnoc uuBoa excnpecuje pPSTAT3/STAT3 nporenna y makpoarama HaKOH
TpetmMana ca IL-6 u JAK wusxuburopuma (P-pykcomurunuo, X - 1,2,3,4,5,6-
XeKCaOpPOMOITMKIIOXEKCAH)

[Topen Tora, ucnutuBana je ekcupecuja ¢ocopunucasor u ykymuor Akt nporenHa
PIBK/AKt curnagsor myra. Y cBMUM Makpodarama je TOKa3aHa jacHa eKCIIpecHja
dochopunmcanor Akt mporenna (Crnuka 36). OnpehuBambeM HHBOA eKCIpecHje MPOTEHHa,
MOKAa3aHOo je Ja J0 3HauajHOr cMamerma aktuBHOcTH PI3K/AKt curnamHor myra nonasu y
Makpogarama koje cy Tpetupase ca IL-6 y komOuHanuju ca pykconutuauoom (**p<0,01). ¥
OCTaJIUM Tpynama, onpehuBameM HIBOA eKCIPECcHje MPOTENHA, HIje TpoHal)eHa CTaTUCTHYKA
3HAauajHA pasiuKa. [-akTUH je KOpWImTheH Kao KOHTPOJa KOHICHTPAIHje CTaBJbCHUX

nporeuHa (I'padukon 63).

IL-6+X

pAkt

Akt

B-actin

Cuamka 36. Excripecuja pAkt, Akt mporenHa u B-akTiHA y Makpodarama HakoH TpeTMaHa ca IL-
6 u JAK unxuouropuma (K-kontpomna, P- pykconurunu6, X- 1,2,3,4,5,6-
XeKCaOpPOMOIIMKIIOXEKCaH)
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AxtuBanuja PI3K/Akt curHamHOr Imyta y Makpodgarama

KOHTPOJIA IL-6 1 X IL-6 +P IL-6 +X

I'padpuxon 63. Onnoc uuBoa ekcmpecuje pAkt/Akt mporemna y makpodarama HaKOH
tpetmana ca IL-6 u JAK wunxuburopuma (**p<0,01) (P-pyxcommutunud, X - 1,2,3,4,5,6-
XEeKCaOpOMOITMKIIOXEKCaH)

HcnutuBamwe aktuBauuje MAPK curnamHor myra y makpodarama nokasano je na
MoCTOjM TojauyaHa akTHBHOCT oBor myta (Cmuka 37). OxppehuBameM HHBOA EKCIpECH]e
npoTenHa, Kaja cy cabpane ode popme MAPK mporenna (p44/p42), nokaszana je ma 1o
3HavajHor nosehama akruBHocT MAPK nyTta nonasu y makpogarama Koje cy TpeTHpaHe ca
IL-6 y xoMmOuHanuju ca pykconutuHuO6om (***p<0,001), kao u y mMakpodarama koje cy
TpeTupane camo ca pykcoautuauoom (**p<0,01). YV ocramum rpynama, oapehuBamem HUBOA
eKCTpecHje MNpOTeHHa, HHUje TMpoHal)leHa CTAaTUCTHYKMA 3HAYajHA pas3inuka. [B-akTuH je

kopuiheH Kao KOHTpoJa KOHIEHTpanuje craBbeHux nporenHa (I'padukon 64).

K IL-6 P X IL-6+P IL-6+X

pMAPK

MAPK

B-actin

Cumka 37. Excrpecuja pPMAPK, MAPK mnporenHa u f-akTuHa y Makpoda3uma HaKOH TpeTMaHa
ca IL-6 u JAK wunxuburopuma (K-xonTpoma, P- pykcomuturub, X- 1,2,3,4,5,6-
XEKCaOPOMOIIMKIIOXEKCaH)
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AxtHBanHja MAPK cHrHajdHOr myra y Makpodgarama

% 3k Xk

[

KOHTPOJIA IL-6 P X IL-6 +P IL-6 +X

I'paduxon 64. Onnoc nusoa excnpecuje pPMAPK/MAPK mpoternna y Makpodaznuma HaKOH
tpermana ca IL-6 u JAK wmaxubutopuma (**p<0,01; ***p<0,001) (P-pykcomutnnud, X -
1,2,3,4,5,6-xexcabpOMOIIKIIOXEKCaH)

4.14 AxtuBanuja JAK2/STAT3, PI3K/Akt u MAPK curHajHux myreBa y
rpanyiouuruma MIIH nanujenara nakon Tpermana ca IL-6 m JAK

HHXHOUTOpPUMA

ITopen ucnutuBama edekara IL-6 u JAK nuxuburopa Ha MozennMa XxymaHux henuja,
L1WJb OBE CTyAMje OMO je /1a ce UCTOBPEMEHO MCINTA HKUXOB YTHIQ] HAa MOryhy akTUBalujy
CUTHAJHUX TyTeBa y rpanyioruruma MITH nmanujenara y in vitro ycnoBuma. ['panysonuru
cy Tpetupanu ca IL-6 y paznuuntoM BpemeHckoM nepuoay (15 munyra, 30 munyrta, 1 cat),

kao 1 komOuHanujom |L-6 u JAK nnxuburopa y tpajamy 1 cara.

4.14.1. AxrtuBanuja JAK2/STAT3, PI3K/Akt u MAPK curHajJHuX mnyTeBa KoOJ

nanujenara ca IIB nujarnozom

V rpanynonutrMa namujesata ca [IB nujarnozom, Hajipe je HCIMTHBAaHA €KCIIpecHja
docpopunucanor u ykynHor STAT3 mporemna JAK2/STAT3 curnanHor myra. Y cBuUM
TpaHyJIOlMTHMA, KOHTpojiaMa u TpetupanuM ca IL-6 m JAK wmaxuOutopmma mokaszaHa je

jacHa ekcrpecuja pochopumucanor STAT3 nporenna (Cinuka 38). OnpehuBameM HEBOA

116



K IL-6 15° IL-6 30° IL-6 60° P X IL-6+P L-6+X

pSTAT3

STAT3

B-actin

Camka 38. Western blot STAT mnporeuna. Excnpecuja STAT mporenna u f-aktuHa y
rpa”ynonutuMa manujenata ca [IB Hakon Tpermana ca IL-6 u JAK wunaxuburopuma (K-
KOHTpoJa, P- pykcomutunn6, X- 1,2,3,4,5,6-xexcabpoMOIIMKIOXCKCaH)

eKCIpecHje MPOTEeHHa MMOKa3aHo je Ja JI0 3Ha4ajHor noBehama akTHBHOCTU OBOT ITyTa J0Ja3U
HaKoH TperMmana ca IL-6 y tpajamy ox 30 munyra (***p<0,001) u jemuor cara (**p<0,01).
Hacympot Tome, 10 3HauajHOT cMamewa akTuBHOCTH JAK2/STAT3 curHajiHor myra J0a3u
HakoH TpeTMmaHna ca IL-6 u 1,2,3,4,5,6-xekcabpomonukinoxekcanom (**p<0,01), kao u HakoH
tperMana ca IL-6 u pykconmutunubom (*p<0,05). ¥V ocranum rpynaMa, CTaTUCTHYKA aHAM3a
HUje MOKa3aJia Jia MOCTOjH 3Ha4yajHa pa3jiuKa y OJHOCY Ha HE TPETHpPaHE TPAHYIOIUTE. -

aKTHH je KopuINeH Kao KOHTPOJIa KOHIIEHTpaIlHje cTaB/beHuX npoterna. (I'padukon 65).

AxtuBaumja JAK2/STAT3 curHanHor myTa Kol nauMjeHata ca [1B

A **
*
*%
l l

BezTpermana IL-6 15" IL-6 30° IL-6 60" P 60" X 60’ IL-6 + P 60" IL-6+X 60'

PSTAT3I/STAT3

I'paduxon 65. Onnoc nuBoa excrpecuje pPSTAT3/STAT3 nporenna kox naiujenara ca [1B
HakoH TpetMana ca IL-6 u JAK wuHxubutopuma (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) (P-
pykconmutuauO, X - 1,2,3,4,5,6-XekcabpOMOIIMKIOXEKCaH )
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[Topen tora, ucnutrBaHa je ekcrpecuja pochopunucanor u ykynsor Akt nporenna
PI3K/AKt curnanHor myra. Y CBHM TpaHyJIOUMTHMA I[IOKa3aHa je jacHa eKcIpecuja

dochopunucanor Akt nporenna (Cauka 39).

IL-6 157 1L-6 30” IL-6 60° IL-6+X

pAkt
Akt

B-actin

Cuauka 39. Excnpecuja pAkt, Akt mporenna u B-akTHHa y rpaHyJIONUTAMA MAlMjeHaTa ca
[1B nakon tpermana ca IL-6 u JAK uaxuburopuma (K-xonrpona, P- pykcomntnan6, X-
1,2,3,4,5,6-xekcabpOMOIIMKIOXEKCAH)

KBanTudukanmjom nporerHa, MokazaHo je J1a A0 3HadajHOTr moBehama aKTUBHOCTH
OBOT' IyTa J10J1a3u y cBUM rpymama (*<0,05, ***p<0,001), ca u3y3eTKOM rpaHyJOMKUTa KOjU
cy Ttperupanu ca koMmOuHamujom IL-6 u 1,2,3,4,5,6-xekcaOpoMOLIUKIOXEKCaHa, TJe
CTaTUCTHYKA aHAJM3a HHjE IOKa3ajia Ja MOCTOjU 3HadajHa pasiMKa y aKTUBAIHjH OBOT
CHTHAJIHOT TyTa y OJHOCY Ha HeTpeThpane hemuje. B-akTHH je KopHmIheH Kao KOHTpOJIa

KOHIIEHTpaIlije cTaB/beHux nporenna (I'paduxon 66).

Axtueanpja PI3K/Akt cursansor myTa Koj naumjeHara ca [1B

K R
Py EE
- B kon
|

Be3Tpermana IL-6 15' IL-6 30" IL-6 60 P 60’ X 60" IL-6 +P 60" IL-6 +X 60°

PAKUAKL

I'padukon 66. Oxnoc uusoa excnpecuje PAkt/Akt mporenna ko manujenara ca [1B HakoH
tpetmana ca IL-6 u JAK wunxubutopuma (*p<0,05; ***p<0,001) (P-pykcomutunud, X -
1,2,3,4,5,6-xeKkcaOpOMOIMKIIOXCKCAH )
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HcnutuBame aktuBauuje MAPK curnansor nyra y rpanyinouutuma [IB namujenara

MOKa3aJIo je Ja MOCTOju CTUMYJIMCaHa aKTHBHOCT OBOT myTa y cBuM henujama (Ciuka 40).

K IL-615° 1IL-630° IL-660° P X IL-6+P IL-6+X

pMAPK
MAPK

B-actin

Camka 40. Excnpecuja pMAPK, MAPK mnporenna u B-akThHa y TpaHyJIONUTAMA
nanmjeHara ca [IB nHakon Tpermana ca IL-6 m JAK wunxuburopuma (K-xonrtpoma, P-
pykcomutunuob, X- 1,2,3,4,5,6-xekcabpOMOIMKIOXEKCaH)

OppehuBameM cTeneHa eKcIpecuje MpoTerHa, kana cy cabpane obde dopme MAPK
nporeuna (p44/p42), nokaszana je na no 3HadajHor mosehama aktuBHocTH MAPK myrta
JI0J1a3HM KOJI CBUX TPETUPAHUX TPAHYJIONHUTA y OJHOCY Ha HeTpetupane (*<0,05, ***p<0,001)

(T'pacdukon 67). B-akTuH je kopuiiheH ka0 KOHTPOJa KOHIICHTPALIUje CTaB/beHHX MTPOTEHHA.

Axtusaunja MAPK cursamtHor nmyra Koja nmaunjesara ca [1B

PMAPK/MAPK

bes tpermana IL-6 15' 1L-6 30’ IL-6 60' P 60' X 60" IL-6 + P60' IL-6 +X60'

I'padpuxon 67. Onnoc nusoa excrpecuje PMAPK/MAPK mporenna kon nanujenara ca [1B
HakoH TpeTMana ca IL-6 u JAK unxuburopuma (*p<0,05; ***p<0,001) (P-pykconutunuo, X -

1,2,3,4,5,6-xexcabpOMOITMKIIOXEKCaH)
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4.14.2. AxtuBanmja JAK2/STAT3, PI3K/Akt u MAPK curHajinux mnyreBa Koj

nanujenara ca ET nujarnosom

Y rpanynonutuma mnanujeHata ca ET awmjarHo3oMm, uCHUTHBaHA je EKCIpecHja
docpopunucanor u ykynaor STAT3 nporenna JAK2/STAT3 curnanHor myra. AKTHBaLuja
oBor myra npahena je ucroBpemeno kon ET manmjenara xoju cy JAKZ2+, kao u kopg
nanujeHata koju cy JAK?2-. V cBuM rpanynouutuma, KOHTPOJIHUM U TpeTupaHum ca IL-6 u
JAK unxubutopuma, mokazaHa je jacHa ekcmnpecuja (ochopunucanor STAT3 mporenna.
OnpehuBameM HEBOA ekcripecHje mpoTerHa kox JAK2+ manujenara, mokasaHo je Ja IoCcToju
CTUMYJIMCaHa aKTHUBHOCT OBOI IIyTa Yy rpaHyJionuTHMa TpetupanuMm ca IL-6 y tpajamy 30
muHyTa (***p<0,001), ka0 ¥ HAKOH TPETMaHa ca PyKCOJIUTUHUOOM Y Tpajamy O]l JeIHOT caTa
(***p<0,001). HacympoT TOoMe, HakoH TpeTMmaHa ca IL-6 y Tpajamy oa 60 MuHyTa 1071434 10

3HAYajHOT CMamema akTuBanuje oBor myra (***p<0,001), ka0 W HAaKOH TpeTMaHa ca

komOuHanujom IL-6 u pykconutiauda (*p<0,05) (I'paduron 68A, Cnuka 41).

K IL-6 15" IL-630° IL-660° P X IL-6+P IL-6+X

pSTAT3
STAT3

B-actin

Cimka 41. Excrnpecuja pSTAT, STAT nporenHa u fB-aktiHa y rpanynouutuma JAK2+
naiujeHata ca ET nakoH tpermana ca IL-6 u JAK wunxubutopuma (K-xonrpona, P-
pykcomutunn6, X- 1,2,3,4,5,6-xekcabpoMOIMKIIOXEKCaH)

Kon JAK2- namujenara nonasu o 3HaudajHor moBehama aktuBHOCTH JAK2/STAT3
CUTHAJIHOT IIyTa camMoO y TpaHyjouuTuMma Tpetupanum ca IL-6 y Ttpajamy 30 MunyTa
(***p<0,001). V rpanynonutimMa Koju cy Ttperupanu ca IL-6 y Tpajamy 15 mwuHyTa,
CTAaTUCTUYKA aHAJIN3a HUjE TMOKa3ajia Jia MMa 3HadyajHe paslIuKe y aKTHUBAllUjH OBOT MyTa y
OTHOCY Ha HE TpeTupaHe rpanyiaonute. Kox CBHX OCTamMX TPETHPAHHUX TpaHYJIOIUTA,
onpehuBameM HHMBOA €KCIpecHjeé MpOTeHHa, IO0Ka3aHO je Ja IOCTOjU CTUMYJIHCaHa

akTHBHOCT oBor myTa (***p<0,001) (I'padukon 68B). f-akTHH je KopuIinheH Kao KOHTpoJa

KOHIIEHTpallKj€ CTaB/bEHUX MPOTEHHA.
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A Avupamsja JAK2/CTAT3 cursamior myra ko3 JAK2+ naujesara ca ET B Astupangja JAKY/STAT3 curnangor myra o3 JAKD- namgesara ca ET

i
.
| I . '
660" P&y Xe

IL4+P60 [L6+XE besmpenaass 1L
I'paduxon 68. Onnoc HuBoa excnpecuje PSTAT3/STAT3 mnporenna kox JAK2+ (A) u
JAK2- (b) manujenata ca ET nakon Tpermana ca IL-6 u JAK wmaxuburopuma (*p<0,05;
***n<0,001) (P-pykcomutunnd, X - 1,2,3,4,5,6-xekcabpoMOIUKIOXEKCAH)
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S15 L4630 L4660 P&
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LT

Beyrpenama L4618 L4630

PSTATISTATS
PSTATI/STATS

037

[Mopen tora, ucnutuBana je aktuBanuja PI3K/AKt curnamnor myra. Y cBum
rpaHyJIOIMTHMAa ITOKa3aHa je jacHa excnpecuja pochopumucanor Akt mporenna (Crnuka 42).
OnpehuBameM cTerneHa eKkcrpecHje IpoTerHa, mokaszaHo je na koa JAK2+ namnujenara ca ET
JIMjarHO30M JI0ja3u J0 3HayajHOI moBehamka aKTHBHOCTH OBOI IyTa Y IpaHyJIOLHUTHMA
TpetupanuM ca IL-6 y tpajamy on 30 MuHyTa, HAKOH TpeTMaHa ca KomOuHarjoM IL-6 u
PYKCOTUTHHHOOM, Kao W HAKOH TpeTMaHa ca KkoMmOuHarmmjom IL-6 w 1,2,3,4,5,6-
xekcabpomortukioxekcanoM (***p<0,001). Takohe, no crumynucane aktuBHocTH PI3K/AKt
CUTHAJIHOT TyTa JI0jla3u M HaKoH TpeTMaHa ca IL-6 y Tpajamy o1 15 MuHyTa, Kao U HaKOH
Tper™mana ca 1,2,3,4,5,6-xekcabpomorikioxekcanom Tokom 60 munyta (*p<0,05). Hacympot
TOMe, HaKOoH TpeTMmaHa ca IL-6 y Tpajamy on jeaHor cara, o1a3u 10 3HA4YajHOT CMamberha

aKTUBHOCTH OBOT curHamHor myta (*p<0,05) (I'padukon 69A).

K IL-6 15" IL-630° IL-6 60° P X IL-6+P IL-6+X

pAkt

Akt

B-actin

Camnka 42. Excrnpecuja pAkt, Akt mporenna u B-aktuHa y rpanyigonutama JAK2+
nanujeHara ca ET nakon Tpermana ca IL-6 m JAK waxuburtopuma (K-xontpona, P-
pykconmutunuo, X- 1,2,3,4,5,6-xekcabpOoMOITHKIOXEKCaH)
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Kon JAKZ2- mammjenara ca ET nujarHo3om, 10 3HauajHOr moBehama aKTUBHOCTH
PI3K/Akt curnamHor myrta Iojia3u caMoO HakoH TpeTtMmana ca IL-6 y Tpajamy ox 15 munyra
(*p<0,05). Kox cBuUX ocCTaiMx TPETHPAHHUX IPaHYJIOIUTA J0Ja3H O CMameHE aKTHBHOCTHU
OBOT CUTHAJTHOT ITyTa KOj€ j€ CTATUCTUYKH 3HAYajHO KOJ| TpaHyJonuTa TpeTupanux ca IL-6 y
30 (**p<0,01), 1,2,3,4,5,6-

xekcabpomonukioxekcanom (***p<0,001), kao u HaKOH TpeTMaHa ca komOuHanujom IL-6 u

Tpajamby ol MUHYTA, PYKCOTUTHHHOOM

pykconutunuba (*p<0,05) (I'padpuxon 69B). P-akTuH je KopuinheH Kao KOHTpOJA

KOHIICHTPALIMj€ CTaBJbEHHUX MPOTEHHA.

A Asruparnija PIK/Akt curamvor myra woq JAK2+ namjerara ca ET B usaua PK/AU cormansor myra kop JAK- maupeana ca ET
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Papenam L4158 L63  L460 el X6 ILG+P6I L6+ K60 bamenum L4615 D430 L4660 P K60 ILE+Por I6+X60

I'padukon 69. Onnoc HuBoa excrpecuje PAKt/Akt nporenna kog JAK2+ (A) u JAK2- (B)
narjeHara ca ET nakon tpermana ca IL-6 m JAK wmaxubutopuma (*p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001) (P-pykcomutunn6, X - 1,2,3,4,5,6-xekcabpoMOIHKIOXEKCAH)

UcnutuBame axtuBaruje MAPK curnamuor myra y rpanyinonutuma ET marujenara
MOKa3ajo je Ja MOCTOjU IojayaHa aKTHBHOCT OBOT myTa y cBuM henmujama (Criuka 43).
OnpehuBameM HUBOA €KCIpecHje MpoTerHa, Kajaa cy cabpane ooe popme MAPK mporenna
(p44/p42), mnokazano je ma konx JAK2+ manujeHara gonasd 0 3Ha4ajHOT TmoBehama
AKTUBHOCTH OBOT MyTa y TpaHyJOIMTHMAa HAaKOH TpeTMmaHa ca IL-6, mocne 15 u 30 munyTa,
HAKOH TpeTMaHa ca PYKCOJIMTHHHOOM, Ka0 M HAKOH TpeTMaHa ca komOuHamujom IL-6 u
pykconutuauOa (***p<0,001). Takohe no moehane akruBHocth MAPK myra momasu u
HAKOH TpeTMaHa ca komOuHarjom IL-6 u 1,2,3,4,5,6-xekcabpomonukioxekcana (*p<0,05)

(I'paduxon 70A).
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Kon manujenara ca ET xoju cy JAK2-, no 3navajuor nosehama akrusHoctu MAPK
MyTa J0J1a3d HAaKOH TpeTMaHa ca PyKCOJIMTUHUOOM, Ka0 M HAaKOH TpeTMaHa ca KOMOMHAIIN]OM
IL-6 wu  pykcomutunuba  (***p<0,001), wakon Tpermana ca  1,2,3,4,5,6-
xekcabpomorukioxekcanom (¥*p<0,01), kao u HakoH TpeTMaHa ca IL-6 y Tpajamy 01 jeaHor
cara (*p<0,05). [lo 3Hauajuor cMamema akTuBHOocTH MAPK 1yTa 1051831 HAKOH TpeTMaHa ca
IL-6 y Tpajamy 30 munyta (**p<0,01) (I'padukon 70b). B-akTuH je kopuurheH ka0 KOHTpoOJIa

KOHIICHTpPALIMj€ CTaBJbEHHUX MPOTEHHA.

K IL-6 157 IL-630° IL-6 60° P X IL-6+P IL-6+X

p44
p42
MAPK p44

p42

pMAPK

B-actin

Camka 43. Excnpecuja pPMAPK, MAPK mnporenHa u B-aktunHa y rpanynonutuma JAK2-
nanujeHata ca ET nHakon Tpermana ca IL-6 m JAK wunxuburopuma (K-xontpona, P-
pykconutinu6, X- 1,2,3,4,5,6-xeKcabpOMOLUKIOXEKCAH)

A Aursaija MAPK cursarsor myra wo1JAK2+ amgjenara ca ET b Awmusasgria MATIK camassor myra wo JAKD- naipjesara ca ET
"

i "
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PMAPI/MAPK
PMA P RE/MAF

Bsmpenum LL61S' 630 L5660 Pel X6 L47P& IL§+X60 Paenam L61Y  L4%' [L4K0 P&y X6 [L-6+P6Y IL6-X6

I'paduxon 70. Oanoc HuBoa excrpecuje PMAPK/MAPK mporenna xox JAK2+ (A) u
JAK2- (b) manujenara ca ET nakon tpermana ca IL-6 u JAK maxuburopuma (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001) (P-pykconuturuod, X-1,2,3,4,5,6-xexcaOpOMOIIMKIOXCKCaH )
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4.14.3. AxtuBanmja JAK2/STAT3, PI3K/Akt m MAPK cursajqnux myreBa Koj

nanujenara ca [IM® nqujarnosom

AxruBanuja JAK2/STAT3 curransor nyra y rpanyjionutuma namujeHara ca [IM®
nujarnoszom, npahena je ynopeno xox JAK2+ u JAK2- nauujenara. Y rpanyinonuTumMa CBUX
[IM® narnwmjenara nmokasaHa je jacHa ekcripecuja dpochopunucanor STAT3 nporenna (Ciuka
44). Tlopen Tora, mokasaHo je Ja 10 3HadajHor nosehama aktuBHOcTH JAKZ2/STAT3
CUTHAJIHOT ITyTa J0J1a3U KOJ CBUX TPETUPAHUX T'PAHYJIOIHTA Y OJHOCY Ha HETPETHPAHE U TO
u kon JAK2+ u JAK2- TIM® nanwmjenara (**p<0,01, ***p<0,001) (I'paduxon 71A, B). B-

aKTHH je KOpUIIheH Kao KOHTPOJIa KOHLEHTpAl1je CTaBJbEHUX MTPOTEHHA.

K IL-615° IL-630° IL-660° P X IL-6+P IL-6+X

pSTAT3
STAT3

B-actin

Cimka 44. Excnpecuja pSTAT, STAT nporenna u f-aktuHa y rpanynonutima JAK2-
nanujenata ca [IM® nakon Tpermana ca IL-6 m JAK wmnxuburopuma (K-xonTtpoma, P-
pykconutiau6, X- 1,2,3,4,5,6-XxeKcabpOMOITHKIOXEKCaH)

A Avripaja JAKYSTATS coreamior myTa w03 JAK+ nangenara ca MO b A JAKYSTATS cmmesmmor ayns oo JAK- nasieeana ca IO
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I'paduxon 71. Onnoc muBoa excrnpecuje PSTAT3/STAT3 mporenna kox JAK2+ (A) u
JAK2- (B) nanmjenara ca [IM® HakoH Tpermana ca I1L-6 u JAK unxuburopuma (**p<0,01;
***p<0,001) (P-pykconutunud, X - 1,2,3,4,5,6-xexcaOpoMOIHNKIOXSKCaH )
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AxtuBanuja PI3K/AKt curnamHor nyra je takohe ucnuruBana kox JAK2+ u JAK2-
nanyjeHara. Y CBUM IpaHyJOLMTHMA MOKa3aHa je jacHa ekcrpecuja pochopumucanor Akt
nporenHa (Crnuka 45). OnpehuBamem creneHa ekcnpecuje MpoTerHa, MOKa3aHo je Ja KOJl
JAK2+ namujenara ca [IM® nujarHo3om osa3u 10 3Ha4ajHOT ToBehama akKTUBHOCTH OBOT
nyTa y TpaHyJjoiuTuMa tpetupanum ca IL-6 y Tpajamy ox 15 u 30 munyra (¥**p<0,001).
[Topen Tora, no moBehama aKTUBHOCTH OBOT IyTa J0Ja3d U HAKOH TpermaHa ca IL-6 y
Tpajamy ox 60 munyra (**p<0,01), HakoH TpeTmaHa ca pykcoimutuaHOOM (*p<0,05), Kao u
HAKOH TpeTMaHa ca komOuHarmjom IL-6 u 1,2,3,4,5,6-xexcabpomoriukioxexkcadoM (*p<0,05)

(I'pacdukon 72A).

K IL-615° IL-630° IL-6 60° P X IL-6+P IL-6+X

pAkt
Akt

B-actin

Cimka 45. Excnpecuja pAkt, Akt nporenHa u fB-aktinHa y rpanynomutuma JAK2+
nanujeHara ca [IM® nakon tpermana ca IL-6 u JAK unxuburopuma (K-xonrtposa, P-
pykcomutunn6, X- 1,2,3,4,5,6-xekcabpoMOIMKIIOXEKCaH)

Kox JAK2- nanujenara ca [IM® nujarnosom, 10 3HayajHOT moBehama aKTUBHOCTH
PI3K/AKt curnamHor myrta noja3u HakoH TpermaHa ca IL-6 y Tpajawy onm 15 muHyTa
(***p<0,001) u jemnor carta (**p<0,01), ka0 W HAKOH TpPEeTMaHa Ca PYKCOIMTHUHHUOOM
(**p<0,01). Hacynpor Tome, 10 3HAa4ajHOT CMamEHa AKTHBHOCTH OBOI CHUTHAJHOT IyTa
J0Ma3d HakoH TpeTmaHa ca 1,2,3,4,5,6-xexcabpomornukioxekcanom  (¥**p<0,001)

(I'pacdukon 72b). B-akTHH je KopuIIheH Kao KOHTPOJIa KOHLEHTPAIHj€ CTaB/bEHUX MTPOTEHHA.
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I'padukon 72. Onnoc HuBoa exkcrnpecuje PAKt/AKt mporenna kox JAK2+ (A) u JAK2- (B)
narujeHara ca [IM® nHakon Tpetmana ca IL-6 n JAK wnxubutopuma (*p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001) (P-pykcomutunn6, X - 1,2,3,4,5,6-xekcabpoMOINKIOXEKCAH)

PAKL AKE
AL AL
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¥
X6 L6+P6r LHX60

WcnutuBawe aktuBanuje MAPK curnanHor mnyra y rpanyinoumutuma [IMO
nalyjeHara mokasaso je J1a HOCTOjU MojadyaHa akTUBHOCT OBOT IyTa y cBUM henujama (Cnuka
46). KanTudukarmja ekcrpecuje npoTenHa, kaaa cy cabpare ooe popme MAPK mporenna
(p44/p42), nokasana je na kox JAK2+ marnujenara g0 3Ha4ajHOTr moBehama akTHBHOCTH OBOT
myTa 0Jla3u y TpPaHyJIOIMTUMa HaKoH TpeTMaHa ca IL-6, mocne 15, 30 MuHyTa 1 jeHOT caTta
(***p<0,001), kao 1 HaKOH TpeTMaHa ca pykconutiHHuOOM (***p<0,001) u HaKOH TpeTMaHa
ca xomOuHanujom IL-6 u pykcomutunuba (***p<0,001). IToBehawe akruBHOCTH MAPK
CUTHAQJIHOT TyTa JieliaBa c€ U HAaKOH TpeTMmaHa ca 1,2,3,4,5,6-xekcabpoMOITUKIOXEKCAHOM

(*p<0,05).

K IL-615° IL-630° IL-660° P X IL-6+P  IL-6+X
pPMAPK pa4
p42
MAPK pa4
p42
B-actin

Cauka 46. Excripecuja pPMAPK, MAPK mnporenna u B-aktuna y rpanynoiuriMa JAK2+
naiyjeHara ca [IM® wnakon tpermana ca IL-6 u JAK wunxuOuropuma (K-xontpomna, P-
pykconmutunu6, X- 1,2,3,4,5,6-xekcabpoMOITHKIOXEKCaH)
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Hacynpor Tome, 10 cMamema aKTUBHOCTH OBOI CHTHAJIHOI IIyTa J10JIa3M HAaKOH
TpeTMaHa ca koMmOuHanmjom IL-6 u 1,2,3,4,5,6-xekcaOpoMOIMKIOXEKCAaHOM, MehyTum
CTAaTHCTUYKA aHallM3a HHje TMOKa3aja Ja MMa 3HAa4yajHEe Pa3JIMKe y OJHOCY Ha HETpPETHpaHE
rpanynouute (I'papukon 73 A, Cruka 46).

Kon JAK2- TIM® mnamumjenarta, g0 nojadane aktuBHOCTH MAPK curnamxor myra
Jojla3l  HakoH TpetmMaHa ca IL-6 y Tpajamy 15 MuHyTa, HaKOH TpeTMaHa ca
pykcomutuaHOOM, 1,2,3,4,5,6-XeKcaOpOMOIIMKIIOXEKCAHOM, Kao M IOClie TpeTMaHa ca
komOuHarjom IL-6 u 1,2,3.,4,5,6-xexcadbpomonukiioxekcana (***p<0,001). /o mojauane
aKTUBHOCTH OBOT ITyTa Joja3u Takohe u HakoH TpeTMmaHa ca IL-6 y Tpajamy ox 60 munyta
(**p<0,01). (I'paduxon 73B). P-akTuH je kopuiihieH Kao KOHTpOJa KOHIECHTpAIHje

CTaBJbCHUX IMPOTCHHA.

PMAPK/ MAPIK
~

I'paduxon 73. Oanoc nHuBoa excrpecuje PMAPK/MAPK mporenna xox JAK2+ (A) u
JAK2- (b) manujenara ca [IM® nakon tpermana ca IL-6 u JAK unxubutopuma (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001) (P-pykconuturuod, X-1,2,3,4,5,6-xexcaOpOMOIIMKIOXCKCaH )
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415 Crenen npojudepaumje u amonrtoze HEL 92.1.7 henuja nakon

TpermMaHa ca |L-6 u JAK unxudburopuma

VY mnspy ucnutuBama edekara IL-6 u JAK nnxubutopa Ha creneH npoiudepanuje u
anmontoze HEL henuja, mpahen je muxoB henujcku nukiyc. NeaujcKu HUKIYC ce 3aBpIlaBa
wi n1eobom henmje, Kpo3 Koje OHA MPOAYKaBa CBOjE TPajale WIH CTAPCHEM U YMHPAHEM,

T1a ce TaKo aronTo3a MocMaTpa Kao KOHaYHU cTafaujyMm nudepennujanyje henuja.

Hyata KoHTpOaa IL-6 g PykcomuTHHHG 2 XercaOpoMOLHEKI0XERCAH
é f
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Cauxka 47. hemujcku muknyc kox HEL henuja makon 16 catu tpermana ca IL-6 u
JAK wmaxubutopuma. IIpuka3 penpe3eHTaTHBHOT XHCTOrpama (piayopecueHle, HaKoH
00jema IPONHINjyM jOAUIOM, METOZOM IPOTOYHE [TUTOMETPH]E

HcnutuBame henujckor nukiyca koq HEL henuja nakon 16 catu tpermana ca IL-6 u
JAK maxubutopuMa je mokasaino na ce Hajpehu 6poj henuja, 6e3 003upa Ha TpeTMaH, HajJa3u
y T'0/T'1 ¢a3u hemujckor mukinyca (Cnuxa 47). CTaTUCTHMUKHM 3HAYajHO CMameme Opoja
hemja y oBoj (a3u hemmjckor mukiayca Oummo je ko hemvja TpeTupaHUX ca KOMOWHAIN]OM
IL-6 u pykconutunu6a (***p<0,001), kao u kox henuja TpeTupanux ca komoOuHaijom I1L-6

u 1,2,3,4,5,6-xekcadbpomoriukioxekcana (¥*p<0,05) (I'papukon 74A).
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VY C ¢a3u henujckor mukiIyca HaJla3u ce MPUOIIKHO jeHak Opoj henuja cBUX rpyna,
C TUM WITO C€ KOJ KOHTpPOJHHX henmuja mocie 16 catu TpeTMaHa Hajla3Wo 3HAYAjHO Mamu

Opoj henuja y ogHocy Ha HyATy KoHTpOy (¥p<0,05) (I'padukon 74B).

A [OTT daza hemtjckor mmcTyca IN C dhasa fiemmjcxor mxyca

i L P X L P X L6+P IL-6+X
B [2M thasa hemujcxor mixryca I Anonmosa
10 P ¥k%
] T -
EET EEEs
q J ¥4 ; J. +
: T L 1
| i I
& - -
* hi
. ; B l -
| 1
1 - 4
0
L6 P X L6+P IL-6+X xoHTpoma

HYTa IL-6 P X [6+P IL-6+X roHTpOmE

I'paduxon 74. henujcku uukinyc koq HEL henuja nakon 16 catu tpermana ca IL-6 u
JAK unxuburopuma. I'0/I'l daza (A), C daza (b), [2/M ¢aza (B), anonrosa (I') (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001)(P-pykconmutuand, X-1,2,3,4,5,6-xexcabpoMOIUKIOXEKCAH)

VY I'2/M da3u henamjckor nukiIyca ce Halasu HajMamwH Opoj henrja Koa cBUX rpyma, C
THM HITO je y rpynu Tpetupanux ca IL-6 kao u ca 1,2,3,4,5,6-xekcaOpOMOIMKIOXEKCAHOM,

Mamu 0poj henuja yirao y C ¢asy y oxHocy Ha HyaTy koHTpony (*p<0,05) (I'padukon 74B).
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[ITo ce Thue amonTo3e, KOJ CBUX T'pyIia JI0JIa3u 10 3Ha4ajHOT nmoBehama Opoja henmja
KOje yJa3e y amomnTo3y y OJHOCY Ha HyaTy KoHTpony (**p<0,01; ***p<0,001) (I'padukon
740).

4.16 Crenen npouaudepanuje u anonrose rpanyaouura MITH naumujenara

HaKoOH TpeTrMaHa ca |L-6 u JAK nnxuénropnma

4.16.1. Crenen npoJudepanuje 1 anonrose y rpaHyJJonUMTHMA Ko nauujenara ca I1B

AHjATHO30M

Kox nmammjenara ca [1B aujarHozom ucnutuBame henujckor mukiyca HakoH 16 caTu
tpetmana ca IL-6 u JAK unxubutopuma je nokasano na ce Hajsehu 6poj henuja, 6e3 063upa
Ha TpetMaH, Hanasu y I'0/I'l ¢as3u henmjckor nukiyca. CratucTuyka aHainuza, MehyTum,
HUje ToKa3aia Ja MOCTOjU 3HA4YajHa pa3jiMKa y rnorieday Opoja hemuja koje ce Hayase y 0BOj
¢a3u henujckor nukiyca u3mel)y HyITHX KOHTpOia M TpeTupanux rpanynonura (I'padpukon
75A).

VY C da3u henujckor mukiIyca KoJ CBUX Ipyla I'paHYJIOLUTA, U3Yy3€B OHUX KOjU Cy
Tpetupanu ca IL-6, Hanasu ce 3HauajHO Mamu Opoj henuja (***p<0,001) y ogHOCY Ha HYyITE
koutpouie (I'padukon 75B).

VY I'2/M ¢a3u ce Hanazu HajMawbU OpoOj TPAHYJIOIMTA CBUX IpyIa y OJTHOCY Ha HYJTe
koHTpose. CmameH Opoj henmja y oBoj (a3u henmjckor mumkiyca y OJHOCY Ha HYNTY
KOHTPOJTY j& BUCOKO cTaThcTHUKH 3Ha4ajan (***p<0,001) (I'paduxon 75B).

[ITo ce Tnye amonTo3e, KOA FOTOBO CBUX TpyIia TPaHYJIOIMTA JA0Ta3H 10 3HAYAjHOT
noBehama Opoja henuja koje ynase y amomnrto3y y OJHOCY Ha HynTe KoHTpone (**p<0,01,
***p<0,001) ca u3y3eTKOM TpaHyJIOLMTAa KOjHU Cy TPETUPAHU PYKCOJUTHHUOOM Kao U

KOHTPOJIHHUX TpaHynonura nocie 16 catu tpermana (I'paduxon 75I7).
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A T[0T dhasa hemjcxor mikmyca IN C thasa hemijexor winyca

B ['2M da3a hemijckor wmkmyca | B Anommosa

I'paduron 75. henujcku UKIyC rpaHyyonuTa namdjenara ca [1B aujarHozoM HakoH 16
catu TpetMmaHa ca IL-6 u JAK waxubutopuma. I'0/I'1 daza (A), C da3za (b), ['2/M da3za (B),
aroIrro3a O (**p<0,01, ***n<0,001) (P-pykconutunuo, X-1,2,3,4,5,6-
XEeKCaOpPOMOIIMKIIOXEKCAaH )

4.16.2. Ctenen nmpoJsndepaiuje ¥ anonro3e y rpaHyJouuTuMa ko nauujenara ca ET

AHjATHO30M

Kon mammjenara ca ET nujarHozom, y I'0/I'l ¢a3u henamjckor nukiyca y CBUM
rpynama ce Hajla3u Mamwu Opoj henmja y ofHOCY Ha HYATY KOHTPOJNY, ajM CTaTUCTHYKA
aHaJM3a HUje ToKa3ana Jia je Taj Opoj 3HauajHo Mamu (I'paduxon 76A).

Kana je y nuramy C ¢aza hemujckor mukiayca, MOKa3aHo je Ja caMO HaKOH TpeTMaHa
ca IL-6 monmasu mo mosehama Opoja henmja koje ymaze y oBy ¢asy, ITO je BUCOKO

cratucTHuku 3HadajHo (***p<0,001) (I'padukon 76b).
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T0T1 dasa hemyjexor mrktyca b C tasa hemtjcror mikmyca

B ['2M dasa hemjexor mmyca r Anorrosa

%% - #%

I'padpuxon 76. henujcku mukiayc rpanyionuTa nammjerata ca ET mujarHozom HakoH 16
catu TpetMmaHa ca IL-6 u JAK waxubutopuma. I'0/I'1 daza (A), C da3za (b), ['2/M da3za (B),
amonroza (I') (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) (P-pykcomuruuu6, X-1,2,3,4,5,6-
XEKCaOpOMOITUKIIOXEKCaH)

Y I'2/M ¢a3u, 3abernexer je cMameH Opoj henwja y cBum rpymama (*p<0,05) y
oJlHOCY Ha HyATy KoHTpony (I'padukon 76B), a HacynpoT TomMe y CBUM TpylaMa 3HauajHO
Behu Opoj henuja ynasu y anonrosy (**p<0,01) y omHocy Ha Hynre koutpose (I'paduxon
767).

4.16.3. Crenen mpoaudepanuje ¥ anonTo3e y rpaHyJoNMTHMA KoOJ MalujeHaTa ca

IIM® gujarnoszom

Kon marmmjenara ca [IM® nujarao3om, kao ¥ KOJI OCTaIuX MalyjeHara, Hajeehu 0poj
rpanynomuta ce Hanasu y I'0/I'l ¢asu hemujckor nmkimyca. Y oBoj ¢asu 10 3HaYajHOT
cMamema Opoja henuja go0ma3u HaKoH TpeTMaHa ca komOuHanjoM IL-6 u pykconuTuHuOa
(*p<0,05), kao wu HakOoH TperMaHa ca KoMmOuwHammjom IL-6 wu 1,2,3,4,56-
xekcabpomonuknoxekcana (**p<0,01) (I'padukon 77A).

Y C ¢da3u henmjckor mukiyca, 10j1a3d A0 3Ha4ajHOT MoBehama Opoja hemuja koje

yiase y oBy a3y camo HakoH TperMmana ca [L-6 (***p<0,001) (I'paduxon 775b).
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TOT1 dasa hem

I'2/M dasa hen

HjCKOT INMKTYCa

I1jCKOT IRy ca

N C (asa hemtjekor mmwryca

T Anommosa

I'paduron 77. henujcku nuknyc rpanynonuTa nanujeHara ca [IM® nujarno3zom HakoH 16
catu TpetMmaHa ca IL-6 u JAK uaxubutopuma. I'0/I'1 daza (A), C da3za (b), ['2/M da3za (B),

alronTo3a

(') (*p<0,05;

XEKCaOPOMOIIMKIIOXEKCaH )

**p<0,01;

***p<0,001) (P-pykcomutunu6, X-1,2,3,4,5,6-

Y T'2/M ¢a3u ce, ka0 U KOJA OCTIMX JHMjarHo3a, Haja3u HajmMawmM Opoj hemuja.

[TputoM y cBUM rpynamMa Joja3u JI0 3Ha4ajHOT cMamema 0poja henuja koje cy y oBoj dazu y

onHOCY Ha HynTe KoHTpose (**p<0,01,***p<0,001) (I'padukon 77B).

[Topen Tora, nmokazano je aa Hajsehu Opoj henuja ynasu y anonto3y HaKOH TpeTMaHa

ca komOuHaijom IL-6 u pykconmuTuanba, Ka0 ¥ HAKOH TpeTMaHa ca koMOuHanujoM IL-6 u

1,2,3,4,5,6-xexkcabpomonmkinoxekcana (***p<0,001) (I'padukon 77T).
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S. IMCKYCHUJA
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5.1 MujenonpoiaudepaTuBHe HeolvIa3Me — OIIITe KapaKTepPUCTHKE

aHaJM3uPaHe rpyne 00JIeCHUKA

MujenonpomudeparuBae  Heomnazme (MIIH) cy XpOHHYHM — XEMaTOJIOIIKH
MQJINTHUTETH KOJU C€ OJUIMKY]y ayTOHOMHOM INpoJiudepannjoM ONpeesbeHuX MPOreHuTopa
Xemarornoe3e M aOepaHTHOM aKTHBALMJOM THPO3UH KHMHA3HUX CHUTHAIHUX IIyTeBa Yy
KOMOMHAIIM]H ca CHAXXHUM OJIrOBOpPOM Ha IUTOKHHE U (hakTope pacta. MITH oOyxBatajy 3
eaturera: nonunuremujy Bepy (I1B), ecenmumjanny tpomoOommremujy (ET) m mpumapry
mujenopuoposy (IIM®). One noka3zyjy 3HauajHy (HEHOTUIICKY MUMHUKpPH]Y, i€ MOXKe Aohu
1o ¢denorurncke nmpomene o ET y I1B, kao u 1o eBonyuuje y mujenodudposy (moct-I1B/
noct-ET mujenodudposa) (Cervantes u cap., 2013).

Hama rpyma ncnimtanuka cacrojana ce of 160 manujenata ca MITH u mokazana je
HEKe 3HavajHe Kapakrepuctuke. IIpoceyna crapoct nucnuranuka je Ouna 63 roause, To je y
CKJIaJy ca MO3HAaTUM JIMTepaTypHUM HoJalKMa o KojuMa ce 0Bo 000Jbere cMarpa 6osenrhy
cTapHjer >KUBOTHOT 7100a (ocobe mpeko 60 roguHa). OHO WITO HANIy TPYITY HCTUTAHUKA YHHU
cienu(UYHOM jecTe WHIMBHIyaTHAa PA3HOJMKOCT CTApOCTH TMAallfjeHaTa YHjH Ce OICer
kpetao ox 27 no 90 roauHa.

Baxno oOenexje oBux 6onectH je nmpucyctBo “missense’ JAK2V617F myranuje kox
CBE€ TpH OOJIECTH, C TOM PA3JIMKOM IIITO j€ MPOIIEHAT 3aCTYIULEHOCTH MyTallje mo 6onectuma
paznuuut. [lo nruTeparypu, mporieHat 3acTymbeHocTr myTtanuje ko [1B je 97%, kox ET 50-
60% a xon IIM® 55-60% (Kralovics u cap., 2005). 3HauajHa KapakTepUCTHKA HAIIHX
ucnuraHuka jecre to na je JAK2V617F myranuja nerekroBaHa y BUCOKOM IPOLIEHTY U TO
kon cBux [IB mamumjenara, xao u koxm 53% ET um 61% I[IM®. Opn ykymHor Opoja
ananu3upanux [1B manujenara, gak 39% je umano Bume ox 50% MyTHpaHOT ajena MmTo Ce
o0jallmkaBa YHHEHUIIOM TYOUTKA XeTepPO3UTOTHOCTH U JIOBOhEHEM MyTalllje Y XOMO3UIOTHO
ctame. 3a paznuky of [1B u [IM®, ko ET mocToju moivkiIoHaTHA XeMaTOmoe3a U MOKa3aHo
je ma Wt KJIOH HHje CYNPUMHPaH TOCTOjalbéM MYTHPAHOT KJIOHA, Kao W Ja je IojaBa
MUTOTHYKE pekoMOmHarje perka (Scott m cap., 2006). Tako cy u y Hamoj rpymu ET
nanyjeHaTa NPUCYTHH caMo Xxerepo3urotd. On ykymHor Opoja anamusupanux [IMO
nanujenata, JAK2V617F myranmja je Ouia HpUCyTHa y BHCOKOM IIPOLIEHTY, MelhyTum
MPOIIEHAT TPAHYJIOIHTA Y KOjUMa je MyTalija MPUCYTHA Y XOMO3UTOTHOM CTamy j€ TYyIUIO
Mawu (17%) y onHOCY Ha IrpaHyJIOIUTE y KOJUMa je MyTallja MPUCYTHA Y XETEPO3UTOTHOM

ctamy (34%).
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Y jemHo] 00jaBJbEHO] CTYAWjU JeTaJbHO j€ aHAJIM3UpPaH YTUIA] T0Jia Kao
Moaudukyjyher ¢akropa Koju yTHY€ Ha 3aCTYIJbEHOCT MyTalldje, Kao M Ha KOJIUYUHY
MYTHpaAHOT ajeiia KoJ Myinkapaia u keHa (Stein u cap., 2010). Ciu4HO Kao U y OBO]
CTyauju, y Hamoj rpynu nanujenata ca ET npeonanasajy sxene (70%), nok y rpynu ca 1B
JIOMHHHUPajy Mymkapuu (56%). Melyytum, 3a pasnuky on oBe cTyauje y Kojoj kona [TM®
JOMUHUPAjy MyLIKapiy, y Hamoj rpynu [IM® nauujenara nomunupajy xene (61%).

3HauajaH Kopak y pasymeBamy mnartorenese MIIH mpencraBipa oTkpuhe comarcke
mytanje y reHy 3a CALR koju xomupa KalpeTWKYNWH, KaJllWjyM-Be3yjyhu NpoTenH
noBe3aH ca eHjomasmMuauM perukyinymom (Klampfl u cap., 2013). IIpucyctBo myranuje y
reny 3a CALR xon o6onenux ox MIIH, uckibyuyje npucyctso JAK2 myranuje u o6pHyTo,
TaKo Ja TMpOLeHa OBE MYTallMjeé 3HA4YajHO MoOOJbIIaBa AWjarHOCTHYKW mpuctyn 3a ET u
[IM® mnanujente. [Ipema nutepaTypu, MpoleHaT 3acTyIUbeHOCTH oBe Mytamuje koa ET je
20-30% a xox IIM® 25-35% (Langabeer u cap., 2015). Kox Hammx mnamujeHara ca
nocraBibeHOM aujarHo3oMm ET, myranuja y reny 3a CALR je nerexroBana xox 31,9%, xao u
kox 31,7% IIM® nanmjenara. Mako mocieauiie mprucyTBa OBE MYTallHje jOII YBEK HHUCY Y
normyHoctd ucnutane, CALR wmyramuonm cratyc MoXke Ja Tpyxu wuHDopmammje o
KJIMHUYKOM (EHOTHUIly M NMpOorHo3u Ooznectu. McerpaxuBama cy mokaszana na ET u [IM®
CALR-myTHpanu manujeHTH UMajy Mamd PU3HMK O]l TpoMOO03€, HUKH XEMOIJIOOUH U AYXKY

CTOIly MpeXHBJbaBarma Hero nanujentu ca JAK2 myramumjom (Klampfl u cap., 2013).

5.2 Aarnorene3a koax MITH

J1oOpo je mo3HATOo Ja ce pacT COJIMIHUX TyMOpa CacTOjU O] aBacKyJlapHE U HaKHATHE
Backynapue ¢ase (Ribatti u cap., 1999). ITox npermocraBkoM J1a 0Ba KacHHuja (asza 3aBHCH OJ1
aHruoreHese u ociiobahama aHTHOTeHHUX (aKTOpa, CTUIAKE aHTHOTEHE CIIOCOOHOCTH MOJXKE
Ja ce IOoCMaTpa Kao Hu3pa3 HEOIUIaCTHMYHE TpaHCPOopMalldje Ka TYMOPCKOM pacTy u
MeTacTtasu. [IpakTHYHO CBU CONIMIHHM TYMOPH Harpeayjy kpo3 ose ase dase (Ribatti., 2009).

Kako cy kocTHa cpk 1 TUMGHU OpraHH JTIOMHHAHTHA MECTa aKyMyJIalyje TyMopa Ko
XEMAaTOJIONIKUX MAaJMTHUTETa, Y MOYETKY C€ HHUje BEpPOBAJIO Jia je aHTHOTeHEe3a peJieBaHTHA
KOJ OBHMX T3B. ,TCUHMX TymOopa™, 3a pa3MKy OJ COJHJHUX. 3ampaBo, IOLITO Ce
XEMAaTOJIOIIKKA TYMOPH HE pa3BHjajy Kao KOMIAKTHH, MOTPeda 3a aHTHOTEHE30M HHj€ TOJIUKO
OUMIJIeHA Ka0 Yy COJMMIHUM TymMopuma. Mehyrum, moBehana MukpoBackyiapHa IrycTHHA Y

KOCTHO] Cp>kH ¥ TUM(HUM YBOPOBUMA MOKE OUTH O] 3Ha4aja 3a 00e30ehuBame KUCeOHNKa U
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XpaHJBUBUX MaTepHja Mmanuraum henujama. [lltaBuiie, moBehana maca eHaoTeIHUX hennja je
BOKHA 3a MPOM3BOJKY IUTOKMHA M (hakTOopa pacta KOju JeNyjy Ha Majurde hemnuje
npomoBuiiyhn mBHUXOBY mponudepanujy wWid mnpexuBibaBame. Kako Mamurae henumje
MPOM3BOJIE AHTUOTEHE (AKTOpe W EKCHPUMHPAjy perentope 3a mbHuX, (QyHKIHOHATHE
ayTOKpHUHE IeTJbe Takohe cy BaykHE y XemarosomkuM mManuraureruma (Ribatti., 2009).
bpojHe kiuHHMYKE cTyauje Cy IOKa3aje Jia je CTENeH aHTMOTeHe3e WM HUBO
aHTMOTeHHMX (haKTopa y KOpENaluju ca CTEIEHOM OO0JIECTH, MPOTHO30M WJIM OATOBOPOM Ha
tepanujy (Rajkumar u cap., 2002). IIpema Tome, TH TOJAIM CYTEpHINy da HHIYKIHja
AQHTUOTCHE3€ Y XEMAaTOJIOIKUM TyMOpHUMa MMa MaTO(QHU3UOJIONIKK 3HA4aj 3a HAlpelOBambe

0oJIecTH.

5.2.1. Auruorenu ¢paxrop HIF-1a xox MITH

UcnutuBame rencke ekcrnpecuje HIF-la xom MIIH mnamujenata mnokaszano je
nosehany excrnpecujy oBor ¢akTopa y rpanynonuruMa nanujenata ca [1B u ET nujaranozom,
He3aBHCHO oJ mpucyctBa JAK2 myraruje, OK je meroBa eKCIpecHja KoJ HarfjeHara ca
[IM® nujarHO30M CMameHa y OAHOCY Ha 3apaBe KoHTpose. Y CD34" mporeHuTopckum
hemmjama ceux MIIH nanujenara, reHcka ekcrpecuja oBor ¢akrtopa je Beha y onHocy Ha
31paBe KOHTpoJie M Takohe je Beha y OIHOCY Ha TEHCKY €KCIpPEeCH]y y TpaHyJOIUTHMA.
HcnutuBame rencke excrpecuje HIF-1a y oqHocy Ha myTanujy y reny 3a CALR mnokasaino je
na y rpanyinouutuma ET namnujeHata Hema pasjiMKe y €KCIIPECHjU Yy OJJHOCY Ha KOHTpOJIE,
JO0K je y rpanynouutuma [IM® namnujeHara ekcrnpecuja 3Ha4ajHO CMambeHa, HE3aBHCHO O]
npucyctBa myranuje y reny 3a CALR. Ilopen Tora, ucnurtuBame MPOTEHHCKE EKCIIPECHje
HIF-1a y rpanynountuma u CD34" henmmjama MITH mnanujenata mokasano mosehany
excripecujy oBor ¢akropa xox csux MIIH mamujenata uezaBucHo ox JAK2 umum CALR
mytanuoHor craryca. IloBehana excnpecuja HIF-lo cmarpa ce JOmMM HpPOTHOCTUYKHM
dakTopom y comumauM Tymopuma (Bangoura wu cap., 2007). T'enepanno, mosehana
eKcrpecrja oBor (pakTopa y KOpemaldju je ca pacToOM TyMOpa M OTIIOPHOCTH Ha Tepamujy,
IITO JTOBOJM 10 moropmama oonectu (Mimeault u cap., 2013). Kox neykemuja, mpekomepHa
excnpecrja HIF-lo mpencraBiba Mapkep Jomle HpPOTHO3€ M XEMOTEPAINUjCKOT HCXOa.
Pesynratu Hame cTyauje y carjacHOCTH Cy ca IPeTXOJHO IoKa3aHoM moBehaHoM
excrpecujom HIF-1a ¢akropa koa akyrHe mujenouane aeykemuje (AMII) (Forristal u cap.,
2015), akyrae mnpomujenonutae Jaeykemuje (AILI) (Coltella u cap., 2014), akyrHe

mumdorutae aeykemuje (AJLJT) (Forristal u cap., 2015) u XxpoHUYHE MUjETOUTHE JCYKEMH]C
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(XMJI) (Chen u cap., 2015). Kog AMJI 1 MHjeI0UCIIIACTUYHUX CHHAPOMA IOKAa3aHo je Ja
Cy jaunHa 00JIECTH U TIpeXHUBIbaBame ynpaBo noxa yrunajem HIF-1a dakropa (Song u cap.,
2014).

NMyHOXHMCTOXEMHjCKAa WCIHUTHBama creneHa ekcrnpecuje HIF-lo mporemna cy
IoKa3ajla J1a jeé OH NPEKOMEPHO EKCHPHUMHUpPAH y BEIMKOM Opojy INpUMapHUX KaHlepa U
MeTacrasa y nopehemy ca nopmannum tkuBuma (Hellwig-Burgel T u cap., 2005). ITopen Tora
nokasaHo je na uuBo HIF-1a xopenupa ca mojasanom akymynaiujom pS53, bel-2 excripecujom
u Ki67 unnexcom (Zhong u cap., 1999). V Haioj cTyauju, ocuM y neprudepHoj KpBHU, CTEIICH
excripecuje HIF-1a mpotenna je mpahen u y koctHoj cpxu MIIH nanujenara. Ilpahena je
eKCIpecHja MUTOIUIA3MAaTCKOT Tj. YKYIHOI Ka0 M €KCIIpecHja HYKJICYCHOI' Tj. aKTUBHUPAHOT
HIF-1a nporenna. Excripecuja 0o6a HIF-1a nporenna nosehana je xon rotoBo ceux MITH
narujenata. Y onHocy Ha CALR myranmonu craryc, Huje OMio 3HadajHe pa3jifKe y CTEIeHY
excripecuje HIF-1o nporenna usmely ET u [IM® nanujenara u 3apaBux KOHTPOJIA.

C 003upoM Ha HM3y3€THO BEIMKH MPOTHOCTUYKU MU AujarHocTUykd 3Hava] HIF-la
OMOJIOIIKOT MapKepa KOJ BEJIMKOT Opoja pa3IMYUTUX TYMOPCKUX IPOMEHA, MOXKEMO
3aKJbYYHTH Jla C€ FHErOB 3HAYa] y OBO] CTYAMJU OIJIeJla Y UYMILCHHIM Ja je TmoBehaHa
eKcrpecHja 3a0enexxeHa U Ha TeHCKOM M Ha MPOTEMHCKOM HMBOY Koja cBa Tpu Tunma MITH.
Hapounto je yowsMBa BHCOKa eKcrpecuja oBor wmapkepa y CD34" henujama wu
IpaHyJIOLMTHMA Y OJHOCY Ha hennje KocTHe cpxku KoJ ucnutanuka ca MITH, mto ykasyje Ha
3Hauyaj MH(]IAMaTOPHUX TpaHyJIOLUTa y pa3Bojy aHruorenese. Mmajyhu y Buny na HIF-1a
MOKE Ja MMa M NPOTHOCTHUYKH 3HAuaj, a JUPEKTHO je MOBe3aH ca MoBehaHUM CTENeHOM
aHTMOTeHe3e TYMOPCKHX MPOMEHA, MOXKE C€ 3aKJbYUHUTH Jla je BUCOK HHMBO €KCIpPEcHje KOJ
MITH nanujenara, Hapouuto y rpynu [IB u IIM® yka3yje Ha jo11 1 arpecuBaH TOK 00J1eCTH
1 BepoBaTHO Kpahe mpexuBibaBame. Benuku Opoj cTyauja je TOKazao Ja Cy XUIMOKCHYIHE
TyMopcke henuje OTHOpHMje Ha 3pauemhe M XEeMHOTEepamujy, Kao U Ja IOCeayjy BEJIUKU
MOTEHIIH]jall 32 MHBA3H]y, MeTacTa3e 1 MOpTaIUTET nanujenata. Takohe je mokazano na HIF-1
nocpeayje y toj ornoproctd (Semenza i sar., 2003). IIpema tome, maxubunuja HIF-1o

AKTUBHOCTH TMPEJICTaBJba BAXKHY KOMIIOHEHTY Y T€parijyi aHTHOTCHE3E.

5.2.2. Auruorenu paxkrop VEGF xon MITH

VY oBoj crynuju npatuiau cMo excripecujy VEGF anruoresor ¢gakropa Ha TEHCKOM H
nporernHckoM HUBOY koj MITH mammjenara, y omnocy Ha JAK2 MyTanmoHu cTatyc Kao U y

OJHOCY Ha mpHucycTBO Mytauuje y reHy 3a CALR. Hamm pesynaratu cy mokaszanu jaa je
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IeHCKa eKCIIpecHja 3HauajHO cMameHa y rpanynonutuMa ceux MITH nanujenara, He3aBUCHO
on JAK2 myranuonor craryca. Y CD34" henujama, ekcpecuja VEGF je 3Hauajuo Beha Hero
y TpaHyJOLUTUMA, aJI1 U MTOPEJ] TOTa je 3Ha4ajHO cMameHa kox mauujeHara ca [1B u ET, gok
je xon [IM® noBehana y oHOCY Ha KOHTpOJIE, ali HHje JOCTHUTIIA CTATHCTUYKY 3HAYajHOCT.
HcnutuBame rencke excrnpecuje y ogqnocy Ha CALR myTanumonu craTtyc je mokasaio jaa je y
rpanyionutuMa cBux ET u [IM®, nanujenara 3Ha4ajHo cmameHa excripecruja VEGF mok je
y CD34" hemujama 3Hauyajuo Beha excrnpecuja VEGF nerekroBana camo kox I[IM®
nanyjeHaTa kKoju mmajy mytanujy y reHy 3a CALR. Hacympor TeHCKO] eKcIpecHju,
nporenHcka ekcrpecuja VEGF nosehana je kon roroBo csux MIIH nanujenata u 1o
He3aBUCHO of npucycTtBa JAK2 myrauuje unu mytauuje y reny 3a CALR.

Pesynrartu Haiie cTyauje Ccy y CKiIaay ca Hajasuma nperxoaaux cryauja (Maktouf u
cap., 2011; Alonci u cap., 2008; Panteli u cap., 2007). Y oBuM cTyanjama Takohe je mokazaHa
nosehana ekcrpecuja VEGF xon MIIH mnanujenara. Ilpema oBuM ayTopuma, BHCOKa
koHuenrpauja VEGF, xao um mo3utuBHa kopenanuja usmely oBor ¢akropa M TI'yCTHHE
Karuiapa y KOCTHO] CpXH MOXKE yKa3aTH Ha MoBehaHy aHTHOTE€HEe3y M HPEAHCIIO3UIH]Y 32
pa3Boj TpomOoembonmjckux gorahaja. Tauan Mmexanuzam koju aktuBupa excrpecujy VEGF-a
y XEMaToJIOIIKMM TyMOpPHMMa JOII YBEK HHUj€ IMO3HAT, M je OYEeKMBAHO Ja OyJe CIuYaH
oHnMa y comuaHuMm tymopuma (Frater u cap., 2008). TokoM NpoOTEKIMX TrOAWHA, KOJ
OoJieCHUKA ca Pa3IUYUTHM XEMaTOJIOIIKUM TyMOpPHUMa, TOKA3aHO j€ J1a j6 HUBO EKCIpecuje
VEGF/VEGF penenropa (VEGFR) moBe3ana ca cMambeHHM MPEKHUBIHABABEM M HUKHM
crerneHoM pemucuje (Aguayo u cap., 2002). Jenna HoBHja cTyauja je mokasana nosehan HUBO
excnpecuje VEGF-a y mnasmu Gonecruka ca MIIH, kao u na je Hajeha BpeqHOCT oBOT
¢daktopa mpucytHa koja OonecHuka ca [IB a najHmka kon 6ornecuuka ca ET aujarnozom
(Lekovic u cap., 2017).

CreneH aHTHOTE€HE3e Y KOCTHOj Cp)KHM YECTO KOpeiaupa ca TEKHUHOM OO0JIeCTH,
MIPOTHO30M U JieueweM. henuje, IUTOKUHU U (DaKTOPH pacTa KOoju OAp:KaBajy (pU3HONOIIKY
aHTUOTE€HE3y y HOPMAaJHO] KOCTHO] Cp>KM HHUCY M30alaHCHpaHH Yy HEOIJIaCTMYHO] KOCTHO]
cpku. Ilopem Tora, Tymopcke henmje KOCTHE CpXKH PETYNIHINY HEKOIHKO (aKTopa,
ykibyuayjyhu VEGF u IL-6, npousBoaehu ayrokpuse u napakpute eekre Ha BHILIE TUIIOBA
henmja crumynuinyhu anruorene3y u Behy npokpsisenoct (Medinger u Passweg., 2014). ¥
HEKMM XEMAaTOJIOIIKMM MAJIWTHUTETHUMA II0Ka3aHa je JUpPeKTHa Kopenamuja wusmehy
noBehanux konneHtpanvja VEGF wu npyrux anrmorenmx ¢akropa, ca moBehamem
MUKpPOBACKyJIapHEe TYCTHMHE Yy KOCTHOj cpxku (Aguayo u cap., 1999). V Hamoj crynuju,
ucnutuBame excrpecuje VEGF mporenna y koctaoj cpxu MIIH manujenara, y onHocy Ha
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JAK2 MytanuoHu craryc, mokasajo je mpeTexxHo cMameme ekcrpecuje VEGF. ITosehana
ekcripecrja 3abenexena je camo kon ET m I[IM® xereposurora, ajim HHje IOCTHIJIA
CTaTUCTHUKY 3Ha4ajHOCT. Takohe, ucnutuBame excrnpecuje y ogHocy Ha CALR myranmonu
cTaTyc je mokasajo cMameme excnpecuje kog ceux ET u [IM® namnujenara, He3aBUCHO O
npucyctBa mytanuje y reny 3a CALR.

Xurokcuja je cHakan ctumynyc aydera VEGF. V xunokcnunum ycnoBuma, VEGF
TeH mpejacTaBiba riaaBHU b HIF-lo TpanckpunmmoHor (aktopa Koju aKTHBUPA HETOBY
tpanckpunuujy (Shihi u cap., 1998). V wnamoj cryauju Tect Pearson-ose kopenamuje je
MOKa3ao Ja MOCTOjU CTAaTUCTMYKM 3HA4YajHa HEraTMBHA Kopenanuja usMmel)y mporemHcke
excripecuje VEGF u HIF-1la xox IIB xomo3urotHux mnamujenara, kao u kog [IM®
XETEePO3UTOTHHX ITallijeHaTa.

3nayaj VEGF 1 meroBux myreBa y XeMaTOJOUIKUM MaJHUTHUTETUMA, YKIbY4dyjyhu u
MIIH, ornema ce y TOMe IITO C€ aHTU-aHTUOTEHE Tepamnuje HajBUIle 0a3upajy Ha
nnxubunuju BesuBama VEGF 3a meroB penentop kopucrehu HeyTpanumiyha aHTHTena
NPOTHB JIMTaHAZa WM DPELUENTOpa, 3aTUM PACTBOPJPUBE DELENTOpe, Maje WHXHOUTOpHE
MOJIEKYJIC WJIA C€ KOPHUCTE Teparuje yCMepeHe IPOTUB TUPO3UH-KIUHa3He akTuBHOCTH VEGF
penientopa. HoBu areHcu cy TpEeHYTHO Y pas3nuuuTuM (azama KIMHHUYKOT pas3Boja H

uctpaxusamwy y MITH (Medinger u Passweg., 2014).

5.2.3. Anruorenu ¢paxrop eNOS kox MITH

Mebhy Opojuum nzopopmama NOS, eNOS mnpencrasmba npumapHy ¢GopMmy Koja je
VKJbYYCHA y aHTHOreHe3y. M3 Tor pasnora, y oBoj cTyamju npaTmind cMo excrpecrjy eNOS
Ha TEHCKOM W MPOTEHHCKOM HHUBOY y TpanyiorutiMa 1 CD34" henujama, Kao U y KOCTHO]
cpxu MITH nmanujenara y oqHocy Ha JAK2 MyTaIiioHu cTaTyc Kao ¥y OJHOCY Ha IIPUCYCTBO
mytanuje y reny 3a CALR. IToka3zano je aa je rencka ekcrpecuja ENOS y rpanynountuma u
CD34" henujama nmosehana kox Behune MITH nmanujenara, vezaBucuo o JAK2 myranuosor
craryca. Hacynpor tome, y CD34™ henujama xoz ceux ET u IIM® nanujenara, He3aBHCHO
o1 npucyctBa myTanuje y reny 3a CALR, excipecuja eNOS je mama y 0qHOCY Ha KOHTpOJIE,
mTo je nocebHo u3paxeno koa ET manujenara koju nocenyjy opy myrauujy. Takohe, Hamm
pe3yaTaTu cy mokasaiu Ja je u npotenncka ekcrpecuja eNOS 3nauajHo nmoBehana Ko cBUX
MITH mamujenarta HezaBucHo on JAK2 wim CALR myranuonor craryca. Ilopen Tora, Tect
Pearson-oBe kopenanuje je TMOKa3ao Ja IIOCTOJU CTAaTUCTUYKH 3HAa4YajHa TIO3WTHBHA

kopenaija u3mely nporenncke excrnpecuje VEGF u eNOS kon cBux marnujenara ca [1B u
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Behune marnujenara ca ET u [IM® nujarnozom. OBH pe3ynTaTu Cy y CKIaay ca IPEeTXOAHUM
crynujama koje cy nokasane na VEGF unnykyje excripecujy eNOS y XyMaHUM €HIIOTSITHUM
henujama mynmuane Bene (err. Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC) kao u na
VEGF unnykyje npoaykiujy NO mosehaBajyhu ekcrpecujy u akruBHoct NOS ensuma in
vitro (Hood u cap., 1998). Ilokazano je Takohe ma xemorakcuunu edekar VEGF nHa
enporenne henuje 3aBucu of enporenne NO cunrase (Murohara u cap., 1999). Jla NO uma
KJbY4HY yJory kao Hu3BoaHu meaujatrop VEGF roBope m pe3ynrtaTu Ja Cy MHILIEBU KOjU
Hemajy eNOS ornopuu Ha VEGF-unaykoBany anruorenesy (Murohara u cap., 1998). ITopen
TOra, HallM pe3yiTatd cy nokaszanu na konx ET mammjenara 6e3 JAK2 myranuje mocroju
3HauyajHa HeraTHBHa Kopenainuja udMely nporenncke ekcrpecuje eNOS u HIF-1a. Panuje
cryaudje cy mokasane aa je moehan mmBo HIF-lo mporemna moBe3aH ca u3iarameM
€r30reHOM a30T OKCH/Iy M PEaKTHBHMM KHCEOHHMUYHHMM BpcTama (eHr. reactive oxygen species,
ROS) y pazmuuutum henmjama u tkuBuma (Brune u cap., 2007). [Tokazano je Takohe ma
(bapmakoIonike U reHeTHYKe MaHHIyanuje koje moehasajy in vitro ROS u mpoaykiujy
a30T okcupaa, yrudy Ha crabmimHoct HIF-1o mporenna (Brune u cap., 2007). IIpu Tome je
HarJalleH 3Hayaj JOKaJlHe KOHIIEHTAaIMje Kao U AYXKHHA Tpajarkba U3JI0KEHOCTU a30T OKCHIY
kao ¢akropuma koju nedunury cradmwinsanujy HIF-1a nporenna (Thomas u cap., 2008).

ITpahewe excnpecuje eENOS y koctHOj cpxku MITH manumjenara, nokasano je aa je
uuBo eNOS mnporemna moehan kox roroBo cBux MIIH mnammjenara, mTo je moceOHO
n3paxkeHo koj manujenara ca [IM® mujarao3om. Excnpecuja eNOS 3HauajHO je cMameHa
camo koj ET manujenara 6e3 JAK2 myranuje. Y ogHocy Ha myTanujy y reny 3a CALR, vuje
NoKa3aHa 3HayajHa pasjMKa y Iorjeny ekcrpecuje usmely mauujeHata u kontposa. Tect
Pearson-ose kopenarmuje Takohe je Mmoka3ao Ja MOCTOJH CTAaTHCTHYKH 3HAa4yajHA MO3WTHBHA
kopenarja n3melhy nporenncke excrpecuje eNOS u VEGF y henujama kocTHE Cpikd KOJT
[IM® nmanujenara 6e3 JAK2 myranuje.

VY mnorneny mnosesanoctu ¢ynkuuja NO, VEGF u HIF-loa nocroje onpeunun
n3pemraju. [lopex cryamja y kojuma je mokazano ma NO yrude Ha moBehame ekcrpecuje
VEGF (Chin u cap., 1997), mocroju ¥ HEKOJIMKO [Ipyraddjux wH3Bemraja. Isurumi u
capagaunu (1997) cy mokazamu na NO nonop, Hartpujym HuTpomnpycua (eHr. sodium
nitroprusside, SNP) mucxonno perynuiie aktuaoct VEGF mpomoropa u meroBy cuHTe3y y
BacKyJapHuM henmjama riarkux wmummuha (enr. vascular smooth muscle cell, VSMC)
omeTtajyhu BesuBamwe AP-1 Tpanckpumnmuonor dakropa. Jpyre cryauje cy nokazane na NO
uHxuOupa xunokcuuHy wuHAykuujy VEGF rena mnyrem cmabmsema HIF-1  Besyjyhe

aKTUBHOCTH M crpedaBambeM akymynanuje HIF-lo mporemna y VSMC u Tymopckum
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henujckum muarjama (Huang u cap., 1999; Liu u cap., 1998). IToctoje Takohe u cryamje y
kojuma je mokazano ga NO unaykyje cunresy VEGF u y ycnoBuma nHopmokcwuje. [Tokazano
je ma NO monopwm, u3y3eB SNP, unnykyjy excnpecujy VEGF kpo3 jauame HIF-1 Besyjyhe
akTHBHOCTH W akymynanujy HIF-lo nporenna y hemujckum nuamujama tymopa (Kimura u
cap., 2000). OBakBa xkounTpaaukTopHa ynora NO nHa excripecnjy VEGF u HIF-1a o ceemy
cynehu 3aBucu on excnepumeHTanHuX ycioBa. Ytumaj NO unum NO nonopa Ha ekcripecujy
VEGF mosxe 3aBucutu of anconytHe konuenrpamnuje NO, dapmakonomke aktuBHoctd NO
JIOHOpa, KOJMYMHE JOCTYIMHOI KHCEOHHWKa, Kao W BpCTe henmja Ha KojuMa ce BpIIe

CKCIICPUMCHTHU.

5.3 B-karenun u PPARY ¢akropu y kocTHoj cpxxu MITH nanujenara

Nako je ynora P-kaTeHWHa y XEMaTOJOMIKUM OojecTMMa (XpOHMYHA W aKyTHA
MUjeIIONIHA JICYKeMHU]ja, MYJITHIUIA MUjesioM ® ap.) mokaszana (Moskalev u cap., 2012),
werosa ynora koa MITH no cana Huje myHO ucnuTHBaHA. Y OBOj CTYAMjU, UCTUTUBAIN CMO
ynory B-karenuHa u PPARy y matorenesu MIIH. ¥V nureparypu moctoje ABe cTyauje o
yno3u P-katenmHa kox MIIH. Serinséz u capamnunm cy mnpBH Moka3aiau moBehaHy
eKkcrpecujy [-kareHuHa y merakapuonmtuma koj MITH (SerinsOz u cap., 2004). [pyra
CTyIMja, KOjy Cy U3BpIIMIK Jauregui u capagHUIM je OTKpHUIA Ja je eKcrpecHja -KaTeHuHa
nosehaHa y nuToruiazMaTckoM pernony merakapuonura ko I1B u ET y nopehewy ca [IMD
u [IMJI (Jauregui u cap., 2008). Bojeme HykIeyca HUje npuMeheHo HU Y jeHO] O CTyIH]a.
Hyxneycna nokanu3zanuja B-kaTeHuHa npeacTaBba Mepy aktuBanuje Wnt curnanHor myra,
Maja IMTOIUIa3MaTCKa akKyMmyjaluja Takohe Moxe OWTH OLEemeHa Kao WHAMPEKTHU
UHAMKATOp. Y CKIaay ca NPeTXOAHMM CTyadjamMa M Hallla CTyadja je IoKasana Ja je
eKcrpecuja -kareHnHa 3HauajHo noBehaHa koj nmanujeHata ca [1B nujarnosom y ogHocy Ha
nanujerre ca ET u [IM® nujarno3om, kao ¥ Ja MOCTOju 3Ha4yajHO moBehame ekcmpecuje
oBor ¢akropa koj mnamujeHara ca ET aujarHozom y oaHocy Ha mnanujenre ca I[IM®
nujarnozoM. Kon mammjenara ca 1B u ET ngujarHo3om je mpuCyTHO CHaXXHO Oojeme Y
MerakapuouTHMa, ITo MoKe ynyhuBatu Ja B-KaTeHHH UMa 3HadyajHy yJory y TpoMOonoe3u
I1B u ET. Ilopen tora, y jeanoj cryauju je mokazano ga PDGF u bFGF unmykyjy PB-
katennn/TCF myt 3a BackynapHy henujcky nponudepanujy npeko Moaynanuje nukinaa D1
u p21 (Chen u cap.,2014). Y namoj cTyauju, Takohe je nerekroBano 0ojerme y BaCKyJIapHUM

eHgoTenTHUM henwjama KocTHe cpyku marujeHara ca [IM® nujarHo3oM, Tako Ja ce MOXKe
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npernoctaBuTd Aa WnNUB-kaTeHUMH CUTHaJHU IyT MMa 3HAa4yajHy aHTMOTeHYy YJIOory Yy
natorenezu [IM®. Ilopen Tora, Hama cryauja je mokasaia Jia, 3a pas3ivKy ol -KaTeHUHa,
PPARy nokasyje apyraumju oOpasan excrnpecuje. Ilpe cBera, xon csux MIIH manujenara
npucyrad je jako wmamu Opoj PPARy-umynHomosutuBHHMX henmja M TO TpETEKHO
Merakapuoruta. [lopen tora, Hajpehu 6poj PPARy-umyHono3utuBauX henuja je oTKpUBEH
koJ nanujenara ca [IM® gujarHo3om, ok je ko nanujenara ca ET nujarnozom taj 6poj 6uo
HajMamu. Y JUTEpaTypu IOCTOje MOAAM KOjU TOBOPE O aHTaroHu3Mmy usMmel)y [-kareHuH
nyra 1 PPARy mro je y ckmagy ca momanmma Hamie crynuje. AHtaroHusam m3mely [-
kareHuH nyta u PPARy yrBphena je y pasnuuutum henujckum TUNOBHMMA, Kao IUTO CY
amunoruta (Gerhold u cap., 2002) u xemarorutu (Sharma u cap., 2004). Takohe je
nokazano na PPARy cynpumupa WnU/B-xaTeHnH CHUTHaIHM TYT TOKOM aJUIIOT€HE3e U
o0pHyTo, aktuBanuja WnU/B-kaTeHWH CcuUTHaMHOT myTa WHXMOMpa excrnpecujy PPARy
(Takada u cap., 2009).

[TokazaHo je na je KOHCTUTYTHMBHA cTa0wiM3anuja [(-KaTeHHHa Yy CTPOMAaTHUM
henujama KOCTHE CpKH IMOBE3aHa ca pas3BojeM MujenonpoiudepaTuBaux Oconectu (Kode u
cap., 2014), mrto ykasyje ma Wnt curnanuzanuja y crpomannum henvjama Mmopa 0ute GUHO
MoJIeIIeHa 3a KOOPAMHHUCAHY peryjanujy MHKPOOKPYKEHha XEMaTONOeTCKe aKTHBHOCTH.
VImyHOMOYIapHHU JIeK TaIMIOMUJ] MMa aHTUAHTMOTEeHU epeKaT MyTeM HUCXOJHE peryialuje
bFGF u VEGF. HoBuje cryamje cy mokasajie jJa OH Kao0 CaMOCTaJHM JICK WMa 3HauajaH
epekar xkox [IM® anmu nma ce jomie MOAHOCH MPU BHCOKUM jgo3ama. Mehytum, Takohe je
MOKa3aHO Ja Kaja ce KOpUCTH Yy KoMOuHaumju ca Wnt wuHXHUOUTOpHMA IOCTOjJH
cuHepructiuuky edekat Ha henuje mujenoma (Kim u cap., 2011). OBu pesynraru ykasyjy na
umibabe WnU/B-kareHuH curHamHOr MyTa y KOMOMHALMJU Ca HMYHOMOJYJATOPHUM

JIEKOBUMa, MOXe€ MPEICTaBbaTh euKacaH MIPUCTYI 3a Jieuewme [IMO.

5.4 IIpoaudepaunja y koctHoj cpxku MITH nmauujenara

Csa 1pu enrturera MIIH — IIB, ET u IIM® mnpexacrasspajy kioHanHe nopemehaje
MaTtuyHe henuje KOCTHE CpiKHM Koje KapakTepuiie mpoiudepalija jeHe WM BHIIE JIMHHU]a
EPUTPOUHE, MH]EJIOUJIHEe WM MerakapuornuTHe henujcke nuHUje. OBa mposmdepanuja
pe3yaryje moBehameMm Opoja epUTpOLMTA, TPaHYJIOLUUTa WIM TpoMmMOomuTa y mnepudepHo]
KpBH. Y OBOj CTYyIWjH M3BpIIMIKA cMO aHann3y ekcnpecuje Ki67 mapkepa y KOCTHO] Cpu

MIIH mnanujenara, ¢ o03upom ga Ki67 wuMa MmUpOKy MpUMEHYy Kao HHIMKATOP
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nposndepaTuBHOT KanaluTeTa y APYruM XeMaTOJIOMIKKM MaJurHuTeTuma. Hamm pesynraru
MoKa3yjy na je mponudepaTuBHA HHACKC, Yy okBupy MIIH manujenara, HajBehw Kon
nanujeHata ca [IM® a najmamu kop nmanujenata ca ET mujaraoszom, mto ymyhyje Ha To na
narujenta ca [IM® nujarHo3oM nmajy HajTeXu TOK Oonect. Hamm pesynraTtu cy y ckiaxy
ca IPETXOJHUM CTyadjamMa y Kojuma je mokaszano jaa ce kog MITH namujenara Ki67 mapkep
eKkcrpumupa u a0 2,7 myra Buire y mopehemy ca kontpoinama (Malherbe u cap., 2016).
Takohe je mokaszano na je excnpecuja Ki67 mperexxHo HyKjIeapHa U TO y MErakapHOI[MTHMa

MITH nanujenara (Malherbe u cap., 2016).

5.5 YarpacrpykrypHe kapakrepucTtuke koctHe cp:xxu MITH nanujenara

UcnutuBame ynrpactpyktypHe rpahe koctHe cpku MIIH mnanujenata myrem
EJIEKTPOHCKE MHUKPOCKOIHMjE TOKa3ajo je na mamnujente ca 1B mujarHo3oM kapakTepuiie
MaHMUjeI03a, MaKo Cy CPHUTPOIMTH aalieko Hajopojuuje hemmje. I[lopen Bemukor Opoja
3peNuX epUTPOLIUTA, IOKA3aHO je U IPUCYCTBO HOpMoOIIacTa, henuja MyujeIouaHE JIMHUje Kao
u tpombouurta. Kon mnaunmjenatra ca ET nujarHo3oM ymagbuBa KapaKTepUCTHKA jecTe
MIPUCYCTBO BEJIMKHUX MEraKapHoIUTa ca CIIOKEHHM CHCTEMOM JIeMapKallMOHUX MeMOpaHa Ha
nepudepuju henmje, koje omoryhaBajy pervoHajHy IMOAENy IUTOIJIa3Me HCTULAKEM
obmactu 3a oxaBajame TpomOouuta. [lamujenre ca [IM® nujarHo3om, mopen henmja
EpUTPOMJIHE U MH]jEJIOUIHE JI03€, KapaKTepulle 1nojaBa (pubdpo3HuX BiakaHa u3Mal)y KpBHHUX
eleMeHaTa. Y MpPEeTXOAHUM CTyaMjaMa Takohe Huje npoHal)eHO peneBaHTHO MoBehame
¢Gbubpo3HKx BiakaHa npu aujarHoctukoBamwy ET (Georgii u cap., 1996), anu je mokaszaHo jaa
kox 1B, mame on 20% nanujeHata Moxke UMaTH ojpeheHu crenen Mujenoduodpose. OBako
HU3aK MPOLEHAT ce 3Ha4ajHO pas3nukyje oa Buie ox 80% mnamujenata ca [IM® kox kojux ce
mujenodudpo3a Mmoxe yountu Beh o ycrmocrasibamy aujaraose (Georgii u cap., 1996).

PaznmukoBawme 3 MIIH moaruma y panoj (a3u Oosiectu je BeomMa BakHO 300T
Pa3NUYUTOr pU3MKa O TPoMOOeMOONIMjCKMX KOoMIUIMKanuja koa IIB, xao u Huxe crome
npexuBsbaBamba [IM® y ognocy Ha ET manujente (Wilkins u cap., 2008). Pesynratu cryauje
Koja je oOyxmatuia mpeko 1500 mamumjenata ca [IB cy mokasanm 1a HEMOBOJBHU
MMPOTHOCTHUYKY TapaMeTPH 3a YKYITHO TMPEKUBJhaBamke MPEACTaBbajy Beha cTapocT, mojaBa
BEHCKE TpOoMOO03€e, IMPUCYCTBO JICYKOIMTO3e U marosoukor kapuoruna (Teffer u cap., 2013).
Oxo 30% manujenara ca I1B nujarHo3oM pas3BHja TOKOM BpeMeHa MHjeI0(puOpo3y, MO3HATY

kao noct-I11B mujenodudposa, 1ok ce neykemujcka tpanchopmanja nemasa koa 10% oBux

144



narujenara (Cervantes u cap., 2013). Kox manumjenara ca ET mpucyctBo ¢ubpose je
M3Y3€THO PETKO U jaBJba ce KoJ jako Major Opoja mamujeHata (<10%), mrto je mo3HaTo Kao
noct-ET mujenodubposza (Cervantes u cap., 2013). [Tanujentu ca npedpudpotrunom [TMD
uMajy Majio KOMIUTHKauja. MehyTum TOkoM OoJiecTH, CTENeH peTUKyIuHCKe pudpose ce
noBehaBa y KOCTHOj CP)KM M CIIE3MHH INTO PE3YNTYje IMOjaBOM KoJiareHCKe (uOpose ca
OCTEOCKJIEPO30M U CMameHOM Xxemaromnoe3om (Cervantes u cap., 2013).

Hama ctynuja, kao u mpeTxojHe, je nokasana aa koa ceux MITH manujenara gonasu
no nponudeparnrje MerakapuolnuTa KOju IMOCeNyjy CerMEHTHCaHe Hykieyce u (popmupajy
Kjactepe y KoctHoj cpxu (Briere u cap., 1997). Iloka3aHo je 1a MHIIEBU ca HEIOCTATKOM
Gata 1 y merakapuonutuma uMajy noBehan Opoj He3peanX MerakapuoluTa U 030UIBbHY
¢ubpo3y y xoctHoj cpxku (Vannucchi u cap., 2002). Takohe je nokazaHo na koj nanujeHata
ca [IM®, merakapuouuTt u3nydyjy noehane konmmuuae pubOpormuyHor nurokuHa TGF-f
(Ciurea u cap., 2007). Mehyrtum, y K0joj Mepu Cy MeErakapuOLUUTH TMOTPeOHH 3a
Mujernopudpo3y u Aa 1 je HuIbamke MErakapuoIUTHE JIMHUjE JOBOJBHO J1a CIIpeyu 00JecT 110
caja HUje yTBpheHo. 3a cajma He MOCTOoje TepanujcKe ONIUje, OCUM TPaHCIUIAHTAIje, 1a Ce

crpeuu pa3Boj Gudpo3e WK 3ayCTaBU HEHO HANPEOBAE.

5.6 Edexar xuapoxcuypeje Ha ekcnpecujy anruorenux ¢gakropa xkoaq MITH

namnuMjeHara

Xuapokcuypeja npejcTaBiba CTaHAapIHy HUTOPEIYKTUBHY TEPAIUjy KOja ce KOPUCTH
y nedewy nanujeHata ca MIIH. Bben anTuanruorenu egexar onucas je y cpnactoj aHeMUju
(Lopes u cap., 2015). ¥V namioj crymuju je ko 15 MITH narujenara (o 5 u3 cBake rpyme —
IIB, ET u [IM®) HakoH 6 Mecelu Jieuema ca XHAPOKCUYPEJOM H3BpIIEHA peeBajyalrja
eKCIpecHje aHTMoreHux (hakropa y rpanysionuTuMa. Hamm pesynraTi mokasyjy Ja je cTerneH
ekcrpecuje cBa Tpu aHruorena gaxrtopa - HIF-1la, VEGF u eNOS 3nHauajno cmameH y
rpanyionuTiMa cBux MIIH mnanujeHata, HakoH Tepamuje ca XUIAPOKCHYPEJOM, IITO
MOCTeNTyje TepanujCKh 3Hayaj XUIAPOKCHYpEje jep aHTHOoTreHe3a JONMPUHOCH Pa3BOjy
Mujenopudpo3e Kao Kpajiber HemoBoJbHOT cTamujyma Oonectu (Lekovic u cap., 2016,
Campbell u cap., 2005). Hamu pesynratu cy y CKiIaay ca CTyaHjoOM y KOjoj je OKa3aHo Ja
HaKoH 6 Mecelnu Jeuyewma Xuupokcuypejom kon MIIH mammjenata nonasu 10 3Ha4ajHOT
cmamema VEGF u bFGF y miasmu (Lekovic u cap., 2016). ITopen Tora, va HEL hemwujckoj

JUHHjH, U3BPIIMIM CMO W IN VItr0 uMcnuTHBama yTHIAja XHAPOKCHYpEje W CHeHu(pHIHOr
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JAK2 wunxumbutopa — 1,2,3,4,5,6-xekcaOpoMOLIMKIOXEKCaHa, CaMOCTAIIHO WIH Y
KOMOWHAIM]HU, y Tpajamby oa 24 u 48 caTw, Ha CTEMEH EKCIpecHje aHTHOreHux (akTopa.
Hamm pesynratu cy mnokasaqu Ja TpeTMaH XYIPOKCHYpPEjOM HHjE€ YCHEO JAa CMambu
ecknpecHjy anruorenux akropa y HEL henmjama nakon npoxyxxeHor Tpermana ox 24 u 48
catu, uzyzeB VEGF nakon 48 catu. Tperman cnenupuynum JAK2 WHXHOUTOPOM JOBEO je
1o noBehama ekclipecuje aHruoreHux (akTopa HakoH 24, anu He U nocie 48 catu TpeTMaHa.
3ajenHuuYKd TpeTMaH xuapokcuypejom u JAK2 wuxubOutopom moBeo je a0 moBehama
eKCIpecHje aHTHOTeHHX (haKTopa HAKOH 24 cara TpeTMaHa, JOK je HaKoH 48 caTu Jouuio a0
cmamema ekcrnpecuje HIF-1o u eNOS. Ilopen dakrtopa anrmoreHese Koju Cy H3pa3uUTO
CMaWkEHU Yy TpaHyloNHTAMA TnalnMjeHata obonenux ox MIIH HakoH TpeTrmaHa ca
XUJIPOKCUYPEjOM, IIOKa3aHO je Ja XHIpokchypeja cmamyje ontepeheme JAK2V617F
mytanjom ko IIB m ET manujeHara camo TOKOM TpeTMaHa, ajldi HE W HAKOH TNPEKUAA
tepanuje (Ricksten u cap., 2008, Besses u cap., 2011). Mehyrum, apyra cryauja HEje
MoKasaja 3HayajHO cMmameme ontepehema JAK2V617F myranmjom TOKOM TpeTMaHa ca
xunapokcuypejom (Larsen u cap., 2009). Onrepehewe JAK2V617F myranmjom je moBezaHo
ca pa3Bojem mujenopudpose koa [1B, anu He U ca MojaBOM aKyTHE MHjEJIOUJIHE JIEyKEMU]e
(AMJI) (Passamonti u cap., 2010, Koren-Michowitz u cap., 2012). NutepecantHo je aa u
MOpe/l MHTEH3UBHUX KIMHUYKU CTY/AM]a, IIMTOCTATUK XUIPOKCHYpEja jOII YBEK INpe/CTaBIba

Tepanujy nzdopa xox MITH.

5.7 Edexar IL-6 u JAK1/2 wunxuOuropa Ha heaumjckm uHUKIYC H
aktuBanujy JAK2/STAT3, MAPK u PI3K/Akt curHajgnumx myreBa Yy

rpanyaouutuma MITH nauujenara u HEL heaujama

IL-6 mpencraBiba MyITHU()YHKIIMOHAIHU LUTOKMH 3a KOJU C€ INPETIOCTaBJba Ja je
BaO)KaH aKTUBATOp MH]jEJIOIoe3e, Kao OJAroBopa Ha XpoHWYHE HMH(]IIamMaTtopHe mopemehaje,
ykbyayjyhin u MITH (Mirantes u cap., 2014). TlokasaHo je na je muBo IL-6 moBehan kox
nanujenara ca [IM® (Panteli u cap., 2005), a Takohe je moka3zaHa ¥ TO3UTHBHA KOpPEaIHja
usmel)y IL-6 u anruorenese y koctuoj cpsku MITH nanujenara (Tefferi u cap., 2011). Harra
rpyna je takohe mokaszama moBehan HuBO IL-6 y mmasmum xao m y koctHO] cpxku MITH
nanpjeHara, TOe je IMoka3zaHa 3aBuUcHOCT on mnpucycrBa JAK2V617F wmyramuje kox

narujenara ca ET u IIM® pujarsosom (Cokic u cap., 2015).
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Y o0BOj cryauju Ham oMb je OWo ma mpBo yTBpaumo yrtunaj IL-6 Ha cremen
ekcripecuje anruoreHux ¢akropa Ha HEL henujckoj nunauju ca JAK2V617F myranujom, kao
U y nudepeHrpaHuM Makpodasuma, y TOKY pa3IHuuTor BpeMeHCKoT nepuosa (15 Munyra,
30 munyra, 1 car, 2 cara u 4 cara). Hamm pesynraru mokasyjy ma ce kox HEL henuja
3HauajHo moBehame cremena mnporewHcke ekcrnpecuje HIF-1la m eNOS ¢akrTopa nemara
HakoH 30 muHyTa, 1 cat u 2 cara TpeTmaHa ca IL-6, 1ok je cTeneH mMpOTEenHCKE EKCIIpecHje
VEGF 3nauajuo moBehan y cBMM BpeMEHCKMM Taukama. MehytuMm, y ciydajy cBa Tpu
dakropa, Hajpehe moBehame CTeneHa eKCIpecHje ce JeliaBaao HakoH TperMaHa ca IL-6 y
Tpajaby on 1 cara. Kon nudepennmpanux makpodara je moka3zaHo, Ja HaKO IMOCTOjU
TCHEpaJHU TPEH] Olajama CTEleHa MPOTEHHCKE eKclpecHuje cBa Tpu ¢akropa, HajBehe
noBehame excripecuje ce Takohe jemanano HaKOH TpeTMaHa y Tpajamy ox 1 cara ca IL-6.

Ha 6u ce ucniurana JAK-STAT 3aBucnoct y aktuBaoctu IL-6, y cinenehoj dasu cmo
kopuctunu JAK1/2 unxuburop pykconutuHuO, kao u crneuuduunu JAK2 waxubutop
XEeKCaOpOMOLIMKIIOXEKCaH, TOKOM MPBOT caTta uHKyOaruje. Pykconutunub je Hecneuuduunu
JAK1/2 wHXMOMTOp KOjH IOBOAM [0 3HAYAJHOT CMamemka BPEIHOCTH HH(IAMATOPHUX
murokuna y [IM® (IL-1R, MIP-1, TNF-o, VEGF, IL-6 u IL-8), mrTo je nmpaheHo peaykiujom
KOHCTUTYLMOHAIHUX CUMIITOMA KoJl 46% OosiecHUKa, U BoJlyMeHa cie3uHe > 35% kox 59%
oonecuuka (Koppikar u cap., 2012). EdukacHoct neka je He3aBucHa on JAK2 myranuonor
cratyca. 3a pasnmuky oxa mera, 1,2,3,4,5,6-XxekcaOpOMOIMKIIOXEKCAH TPE/ICTaBba
cnenupuuan JAK2 uHXuMOUTOp 3a KOJU je MOKa3aHO Ja jé BeoMa NOTEHTaH HHXUOUTOp
ayrodochopunamuje JAK2 (Sandberg u cap., 2005). O meMy reHepaqHO MMa jaKO Majo
IUTepaTypHuX mnojaaraka. Hamm pesynratu cy mokasanu ga cy o6a JAK1/2 unxuburtopa
omokupana IL-6 crumynaunjy excnpecuje HIF-la y HEL henujama u mudepenunpanum
Makpodasuma, amm He u ekcnpecnjy VEGF. Camo cnemudpuuan JAK2 waXxuOuTop
XeKcaOpoMOLMKIIOXeKcaH je cMamuo IL-6 crumynanujy excrnpecuje €éNOS mporenHa u y
HEL henujama u y nudepennupanum Makpodaszuma. Jlakie, U3 OBHX pe3yiTaTa ce MOXKe
3aKJbYYHTH J1a je moBehame ekcrpecuje anruorenor ¢akropa HIF-1o mocpemoBano JAK1/2
myteM, 1ok je eNOS mporenna nocpenoBano camo npeko JAK?2 myra, u y HEL henujama n y
nudepeHIpaHuM Makpodazuma.

OcuM HCTIMTHBaWka EKCIPEeCcHje aHTMOTeHUX (hakTopa, MpaTHIU cMO Takohe U edekar
IL-6 u JAK unxuburopa Ha aktuBaiujy JAK2/STAT3, PI3K/Akt 1 MAPK curnamHux
nyreBa koa HEL henuja u nudepernupannx Makpodara aii UCTO TaKO My TPaHYJIOMUTHMA
MIIH nanujenara. Hamm pesynratu cy nokazanu na crumynanuja JAK2/STAT3 u MAPK

curHamm3auuje ca IL-6 Huje cmpeyena JAK1/2 wnxubOuropuma, nok je PI3K/Akt
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curHaym3anyja Onokupana ca o6a JAKI1/2 wuHxuOuUTOpa — W PYKCOTUTHHUOOM H
xekcabpomonukinoxekcanom y HEL hemujama. Kox mudepennupanux wmakpodara,
aktuBanuja JAK2/STAT3 u PI3K/AkKt myra ca IL-6, 3HayajHo je cMameHna ca oba JAK
nHXUOHUTOPA, 10K je ctumynanuja MAPK myta ca IL-6 nojayana pyKCOITUTHHUOOM.

Kon MIIH mnanujeHata, TOKOM jeQHOCATHOI TpeTMaHa rpaHyionura ca IL-6,
aktuBanuja JAK2/STAT3 u PI3K/Akt curnamuzamnuje mokaszana je KOHTUHYHPAHHU IOPACT
ko manujeHara ca [IB u [IM® anmu ve u ET aujarHo3om, ca majaoMm IOCie jeJHOT cara.
Axtuupame MAPK curnammsanuje ca IL-6 koHTHHYHpaHO je moBehaHo y rpaHynonuTuMa
nanujeHata ca [1B, a penykoBano y rpanynonutum mnanujeHara ca [IM® u ET aujarnozom
nocje jeqHor cara uHkyoOauuje. Jla 6u ncnuranu yrunaj npucycrsa JAK2V617F myranuje
Ha CTUMYJIAIMjy CUTHAJTHUX ITyTeBa of cTpaHe 1L-6, mopeaunn cMo akTHBHpamhe CUTHATHUX
myreBa koj nanujerara ca ET u [IM® nujarnosom, ca u 6e3 JAK2V617F myranuje. Hamm
pe3yaTatu cy mnokaszanu ja npucyctBo JAK2 myranmje 3HauajHo M crabuiHo nosehaBa
aktuBaijy JAK2/STAT3 nyrta y rpanynonuTuMa namujeHara ca ET, a camo moBpeMeHo y
rpanynouuTMa namujesara ca [IM® nujarnozom. llTto ce tuue PI3K/AKL curnanuzammje,
npucyctBo JAK2 myranuje 3HauajHo nosehaBa HEHO aKTHUBUpPame caMoO HakoH 30 MHUHYTa
TpeTMaHa y rpanyiouutuma nanujesata ca ET u [IM® aujarHozom. Axtuanmja MAPK
CUTHaJIM3alMje Takohe je mojayaHa y onpHocy Ha mnpucyctBo JAK2 wmyrauuje y
rpanynonutuma nanujeHara ca ET u [IM® ngujarnosom, ca Hajsehom pasnukom nocie 30
MUHyTa U 00pHYTUM eexToM camo koj ET manujenara HakoH jeqHOT caTa HHKyOaluje.

ITopen Tora, Hamm pe3ynTaTd cy Mmokazaau jga cy oba JAK wnxuburopa u
PYKCOMUTHHHO 1 XeKcabpoMolukioxekcan cnpeurnnu [L-6 akruBanujy JAK2/STAT3 nyra y
rpaHyjonuTHMa manujeHata ca [1B qujarHo3om HakoH jeTHOT caTta MHKyOaIuje, Kao U Ja je
dbochopunanuja PIBK/Akt u MAPK mnyreBa mojauyaHa pyKCOJIMTHHHOOM a Ci1abo
MHXUOMpaHa XEKCaOpOMOIMKIOXEKCAaHOM. Y TpaHyjlomuTHMa mnanujeHara ca [IM®
IMjarHo30M je mokazaHo na Ha IL-6 akrtuBanmjy JAK2/STAT3 curHanmzamnuje He yTU4Ye
uujenan JAK naxubutop, nok je MAPK curnanusanuja nopehana Hecrienmduanum JAK1/2
uuxuouropom (1,6 myra) u cmamena crenuduaanm JAK?2 uaxudburopom (1,6 myra). Takole,
IL-6 nuje ycneo na aktuBupa MAPK curnamau myt y rpanyrnouutuma namnujerara ca ET
JIMjarHO30M, ajld jeé 3aTO OBaj CHTHAJHHU NYT y BEJIUKO] Mepu mnojadaH (3,5 myTra) TOKOM
JEHOT caTa YHOPEIHOTI TpeTMaHa pykconuTuHHOOM. Y omHocy Ha JAK2V617F craryc,
MOKa3aHO je Ja je€ MPUCYCTBO MYyTalHje TMOIApKalIo TpeBeHnujy cnenuduunor JAK?2
uaxuouropa IL-6 uaxubunmje JAK2/STAT3 curnanusanuje, JOK je OJCYCTBO MyTallHje

nonatHo naxuoupano JAK2/STAT3 curnanmuzamyjy (1,75 myra) ox cTpaHe pyKCOIUTUHHOA.
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O6a JAK unxuburopa, y komOunanuju ca IL-6, crumynucana cy PISK/AKt curnamuzamujy
(mo 1,7 myra) xox JAK2 myrtupannx ET mamujenara, anmu He W koja namujeHara 6e3 JAK?2
mytanuje. ltasume, pykcomutuau® yrinasuom ctumynmume MAPK curnammusanujy (mo 6,5
IyTa) HE3aBUCHO OJl MpHUCycTBAa MyTaluje kopi mnanujeHara ca ET nujarnosom, mox
XEKCaOpPOMOIIMKIIOXEKCaH OJjlaro CTUMYJIMIIE OBaj CHUTHAIHM TyT camo kox JAK?2
no3utuBHUX manujeHara ca ET. ¥V rpanynouutnma manujeHata ca [IM® gujarHo3om je
nokasano 1a je aktuBanuja JAK2/STAT3 ca IL-6 (1,6 myra) nogatHo noBehana ca 06a JAK
uHXuOUTOpa M TO He3aBucHO ox JAK2 wmyranmonor craryca. AkrtuBanmja PI3K/Akt
curHanm3anyje ca IL-6 (1,4 myra) 6mokupana je pykconutunuOom kon JAK2 myTtupanux
[IM® nanujenara, 10k je ca 06a nuxudburopa 6mokupana koj [IM® nanujenara 6e3 JAK2
mytanuje. OHO WTO je mHTepecaHTHO je aa je aktuBauuja MAPK curnanmsammje ca IL-6,
nojayaHa y TMpPHCYCTBY pykcoinutuHuOa (mo 1,6 myra) amm  peaykoBaHa ca
xekcabpomouukioxekcanoMm (1o 1,7 myra) kox cBux mnauujeHara ca [IM®, ne3aBucHO oA
JAK2 myranuoHor cratyca.

ITopen edexra IL-6 m JAK wnxumOuropa Ha akTHBauMWjy mponudepaTuBHUAX
CUTHAJHUX NyTEBa, Y OBOj CTYAMJU CMO Takole MpaTWiud M HUXOB yTHUIA] Ha henujcku
mukiayc y HEL henmjama xao u y rpanynonuruMa MITH nanujenara. Hamm pesynratu
noka3zyjy aa ob6a JAK unxuOutopa, y komOunamuju ca IL-6, 3HauajHO cMamyjy MpoleHat
HEL hemuja y T'0/I'l ¢da3u henmujckor mmkiryca, IOK je PyKCOMMTUHUO moHMIITHO [L-6
penykiujy HEL hemmuja y T'2/M ¢da3u henujckor muikyca HakoH 16 catu uHKyOarwuje.
Canuno Tome, ob6a JAK mHXMOUTOpa 0JAaTHO Cy CMamuiIa mpoleHaT rpanynonura JAK2
no3utuBHux [IM® mnammjenata y I'0/I'l ¢a3su Toxkom tpermana ca IL-6, mTo HHje
nocturayro koa JAK2 weraruBuux I[IM® mnaunmjenara. Ilopex Ttora, kox cBux [IM®
naiyjeHaTa, youaBa ce fojadyaHa arnonTo3a IpaHyJIoluTa HakoH 16 catu Tpermana ca IL-6 u
o6a JAK umnxuburopa. Benuko nosehame nporenra rpanyionuta [IM® u ET nanujenara
ytBpheHo je y C ¢a3u henujckor mmxiyca HakoH TpeTmaHa ca IL-6, mTo je rotoBo y
MOTIIYHOCTH YKHHYTO oj cTpaHe oba JAK wuuxuburopa. IL-6 mHAYKOBaHO 3aycTaBJbame
hemjckor muknyca y C dasu Takohe je mpumeheno u y rpanynonutuma [1B nanujenara u
takole je maxubupano ca o6a JAK nuxuburopa.

VY Hamoj CTyAuju CMO TOKa3ajdu Ja cy HH(pIaMalujoM CTHUMYJIMCAHU AaHTHOTEHH
(akTOpM W CUTHAJIHM TYyTeBH YKJbY4YeHH Yy henwjcky mnponudepannjy, amonToly Hu
aHruoreHe3y, uctoppemeHo perynucanu JAK1/2 waxubunmjom. Y mpeTxomHO] CTyIUjU je
MOKa3aHO Ja aKTUBHUpAaHU cTpoMmainHu ¢uOpobmactu mnpousBoxe IL-6 koju moBoam [0

nojayane npoaykiuje VEGF u anrunorenese (Nagasaki u cap., 2014). Takohe, mokaszaso je 1a
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STAT3 nocpenyje y MHjeIOMIHO 3aBUCHO] TYMOPCKO]j aHrHoreHe3u ko muiiena (Kujawski u
cap., 2008). ITopen tora, IL-6 moBehaBa STAT3 docdopunamnujy a VEGF nosehaBa MAPK
dochopunanujy y enmorennum henmjama (Gopinathan wu cap., 2015). Ilopen STAT3
aktuBaije VEGF rena u rymopcke anrunorenese (Klein u cap., 2014), IL-6 takohe nosehasa
STAT3 JIHK-Be3yjyhy akruBrHocT 1 ekcnpecujy VEGF (Xu u cap., 2005). Ou nmoganu cy y
ckiany ca HamuMm pesyaratuma ga IL-6 mosehaBa excnpecujy VEGF u STAT3
docpopunanujy y HEL henmmjama, xkao u STAT3 dochopunanujy kon nanujerara ca [1B u
[IM® nujarHozom. IL-6 cmamyje HuBo xymane €éNOS wPHK kxao m HMBO mpoTemHa y
eHaoTenHuM henujama nyrem docdopmianuje STAT3 U mocneAMYHOr Be3UBama Y
npomotopy €NOS-a (Saura u cap., 2006). Hacynpor tome, IL-6 moehaBa uuBo INOS
npotenHa, HUBO NO u dochopunammjy STAT3, mto je 6nokupano JAK2 uaxubOummjom y
muortuma (YU u cap., 2003). Hamm pesynratu mokaszyjy na IL-6 mosehaBa HuBo eNOS
nporenHa y HEL henujama u audepenuupanum makpodasuma. Ilopen Tora, STAT3 je
Heonxonan 3a IL-6-unaykoBany u PI3K/Akt mocpenoBany mosehany ekcmpecujy HIF-1a,
nok aktuBanuja Aktl u STAT3 ca IL-6 je npahena unaykiujom u HIF-1a u VEGF, kao u
TymMopcke anruorenese (Xu u cap., 2005). Mu cMo younnu na cy nosehame IPOTEMHCKOT
HuBoa HIF-1a ca IL-6 u aktuBupana Akt curnanusanuja nocpenoBanu JAK2 aktuanujom y
HEL henujama. AxrtuBanuja Akt curHammsanmje Ttakohe je JAK2 mnocpemoBana kon
narujenata ca [1B u [IM® u oz yrunajem je JAK2V617F myraunonor onrepehema.

IL-6 crumynume npomudepanujy hemmja wmynatamior wmujenoma, g0k  PI3K
uHxubunuja 6mokupa IL-6-unnykosany I'l/C tpansunmjy u 3actoj y I'l ¢dasu hemujckor
nuknyca (Hideshima u cap., 2001). IL-6 unaykuuja henwja y I'l ¢a3u moBosbHa je na
uuaykyje ynasak y C dasy u cnpeun amonrosy (COté u cap., 2005). Takohe je mokazano maa
IL-6 moBehaBa mponudepalnjy KyJITHUBUCAHUX XemaTouuTta u mporeHar hemuja y C ¢asu
npeko aktuBaimje JAK2/STAT3 u MAPK mnyreBa (Suh u cap., 2008). Hamm pesynraru
noka3yjy aa IL-6 renepanHo nosehaBa 3actoj nukiyca y C ¢asu y rpanynouutuma MITH
nanujenara, kpo3 JAK1/2 xoutpomny. JAK2/ STAT3 nyr ce aktuBupa ca IL-6, roe ce 1L-6
perenTopu ocnamajy Ha Tupo3uH kuHaze JAK1/2, koje ce moBe3yjy ca HHUTOIIa3MAaTCKUM
peniom gp130 u nupextHo pocopunuiry STATS, nzazusajyhu TpaHcIOKalM]jy aKTUBUPAHUX
STAT3 mumepa y nykieyc (Yu u cap., 2014). Axkrusupanu STAT3 nosehasa nponudepanyjy
1 TyMOpcky wH(paamanujy, mok uaxuoupa anontosy (Klein u cap., 2014). Ilpema Hammm
pesyararuma IL-6 HHIyKYje CMameHy armonTo3y, Koja je y BeIuKoj MepH mojauana JAK1/2
unxubummjom. IL-6 mHaykoBana ¢ochopunanuja MAPK u Akt je menmmuuna u Huje

cnpeuena uaxubunujom PISK u MAPK curnanusanuje y henmjama MynTHIUIOT MHjenoma,
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nok m3azuBame aktuBanuje STAT3 ca IL-6 Humje cmpeyeno momohy MAPK u PISK
uaxubunuje (Hideshima u cap., 2001). IL-6 aktusupa MAPK u PI3K curnanusanmjy 10k je
npucycTBo pactBopsbuBor IL-6 pereniropa HeonxoaHo 3a STAT3 dochopunanujy (Fahmi u
cap., 2013). Mu cmo nokazamu na JAK1/2 uaxubunmja y Benukoj mepu aktuupa MAPK
curHam3anujy y rpanyiaonutuma ET u [IM® namnujenara nperxoaHo tperupanux ca IL-6,
nok uaauBuayanna JAK?2 naxubunuja peaykyje MAPK aktuBarujy.

Knuanukn perucrtpoBan umaxuburtop IL-6, cuntykcumad, antu-L-6 antureno, y
BEJIMKMM HACYMUYHHM CTyJjaMa pa3InuUTHX KaHIIepa, HHje MMOKa3a0 HUKAKBY €(PHUKACHOCT,
YIIPKOC TIOTIyHe HHXuOUIMje npoaykiuje L{-peakruBnor nporenna (eur. C-reactive protein,
CRP) u mouetHe kpatkopoune uuxubuiuje hemujcke nponudepanuje (Rossi u cap., 2015).
[Topen tora, cnontano popmupame MerakapuonuTHux kononuja ko ET u 1B, Takohe Huje
3HAa4YajHO CMameHO TpeTMaHoM ca aHTu-lL-6 anTurensom (Li u cap., 1994). [enernuja STAT3
HE3HaTHO CMamyje CepUTPOLIMTE M BPEIHOCT XeMaTOKpHTa, oK noehaBa TpombouuTe,
HeyTpoduie U 3Ha4ajHO cMmamyje mnpexuBibaBambe JAK2V617F knock-in mumesa (Yan u
cap., 2015). Jenemmja STAT3 y xemartomoerckum henmujama u3z JAK2V617F wmumesa
noehaBa TpombonuTo3y M ckpahyje yKymHO TpexuBibaBame (Grisouard u cap., 2015). V
paHMjUM CTyaujama je moka3aHo aa je ¢ochopunanuja STAT3 3HauajHo Beha y JAK?
no3utuBHOj rpynu MIIH namnujenara, Hero y JAK2 HeraTuBHOj, 0€3 3HauajHE MO3UTHBHE
kopenarmje usmely JAK2V617F anenckor ontepehema u pSTAT3 Bpeanoctu (Risum u
cap., 2011). IToehana pochopmianuja STAT3 npumehena je y koctaoj cpxu [1B u ET, nok
je penykoBana kox [IM®, 6e3 063upa Ha npucyctBo JAK2 myrauuje (Teofili u cap., 2007).
Mu cmo nokazanu na je, |L-6 mnnykoBana nnxubunuja STAT3 ¢ocopunaiuje ono3zaHa
JAK?2 waxubunmjom xkox JAK2 nmo3utuBHUX Uiau qoaatHO ocinabibena JAK1/2 naxubuimjom
kox JAK2 wneratuBHux ET mnaunwujenara. Hacympor Tome, IL-6 uHIykoBaHa akTuBaluja
STAT3 docdopunanuje nonatHo je nojavyana JAK?2 ognocHo JAKI1/2 muxubuumjom xon
JAK2 nosutuBuux ognocHo JAK2 neraruaux [IM® nanujenara. JAK2V617F myranuja je
noBe3aHa ca 3HaTHO mnoBehanuM HuBomMa (dochopunammje STAT3 u Akt y
MerakapuoOIUTHMA M Y Marb0j MepH Y APYruM XxematonoerckuM henujama (Grimwade u cap.,
2009). Mu cmo nokazanu aa je |L-6 naxuounuja AKt curnanusanyje HaNPOTUB CTUMYIIMCaHA
JAK1/2 naxubunujom camo y rpanynonutuma JAK?2 nosutusnux ET nanmjenata. Mehytum,
IL-6 axtmBammja Akt curmamusamumje cnpedena je JAK1/2 wuaxubumujom xom IIMO,

He3aBucHO o JAK?2 craryca.
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HcnutuBamem 3acrymibeHoctn JAK2V617F myramuje ko obonenux on MIIH je
MOKa3aHo Jia je OBa MyTaluja Owia MpUCyTHA KOJ CBUX MalldjeHara Koju 00iyjy o
[1B, 53% mnanujenata xoju 6onyjy on ET u 61% nanujenara xoju 6onyjy ox [IMO®.
[Topen tora, myramnuja y reny 3a CALR npucytna je xox 31,9% manujenara xoju
6omyjy on ET xao u 31,7% namujenara koju 6omyjy on [IM®.

Amnruorenesa, ananusupana npeko ekcmnpecuje HIF-1a, VEGF u eNOS dakropa,
nosehana je kox ceux MITH nauujenara, HesaBucHo of npucycrtsa JAK2V617F unu
mytanuje y reny 3a CALR. Excnipecuja cBa Tpu dakropa je Beha y rpanynouutuma y
onHocy Ha hemuje xoctHe cpxu wnu CD34+ henmje, mTo ykasyje Ha 3Ha4aj
nH(IaMaTOPHUX TPAHYJIOLUTA Y Pa3BOjy aHTHOTEHE3E.

CranpmapiHo Jiedyeme HpuUMeHoM xujapokcuypeje kox MIIH nanujenata uma
AQHTUAHTHOTEHH MOTEHIIMjaJl y CMHCIY CMamemka cBa TpH aHruoreHa akropa — HIF-
la, VEGF u eNOS y rpanynonutuma.

Excnpecuja f-karenuHa 3Ha4ajHo je noBehana xon manujeHara ca [1B nujarmozom y
onnocy Ha mnanujente ca ET u [IM® mujarnosom. Kon mamujenarta ca I1B u ET
JIMjarHO30M MPUCYTHO j€ CHa)KHO 00jere Y MerakaproLuTHMa, IITO MOXKe yrnyhuBaTu
na B-kaTeHUH MMa 3HaudajHy yiory y TpomOomnoesu IIB u ET. Kon manujenara ca
[IM® nujarHO30M JAETEKTOBAaHO je OOjeme y BaCKyJapHUM EHJIOTSIHHM hennjama
KOCTHE Cp)KM IIa C€ MOXKE€ IMPEeTHOoCTaBUTH na Wnt/B-KaTeHMH CUTHAJIHM IMyT UMa
3Ha4yajHy aHTMOTeHy yiory y natorenesu [IM®.

PPARy moka3syje npyraumju oOpasall ekcrpecuje y oaHocy Ha [B-catenin. Hajsehwu
6poj PPARy-umyHono3utuBHux henuja mpucyran je xox mamujeHara ca [IM®, a
HajMamu Koj manujeHatra ca ET gujarnoszom. Ilopen Ttora, xoxm cBux MITH
nanyjeHaTa, npucytal je jako Manu O6poj PPARy-umyHonosutuBHuX henuja u TO
IpeTeXHo MerakapuouuTa. OBU mojanu ykasyjy Aa Wnt/B-kaT€HHH CUTHAJIHU ITyT
nHxubupa excrpecujy PPARy, kao u aa musbame Wnt/B-KaTeHHMH CHUTHAIHOT IyTa
MOJK€ MpeJICTaB/baTH ePuKacaH NpUCTyI 3a Jeuerwe [IMD.

[Mpomudeparusuu nHaekc, npahen npeko Ki67-nosutiBHuX henmja y KOCTHO)j CpKu
MITH manwmjenara, 3na4ajHo je Behu ko nmanujeHara ca [IM® y onHocy Ha mamujeHTe
caIIB u ET nujarnozom. OBu pe3yntatu nokasyjy Ja NalyjeHTd ca O0BOM JHjarHO30M
MMajy HajTeXH TOK OOJIECTH.

JAK1/2 uuxuburopu Gnokupajy IL-6 crumymanujy excrnpecuje HIF-lo, amu e u

excnpecnjy VEGF, y HEL henujama n nudepenuupanum Makpodaruma, 1ok JAK?2
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naxuouTOop cMamyje IL-6 crumynamujy excripecuje eNOS ¢akrTopa. OBu pesyaraTu
nmokasyjy na je noBehame ekcnpecuje HIF-1a mocpenoBano JAK1/2 myrem a eNOS
camo npeko JAK?2 nyra.

IL-6 akrtuBanuja JAK2/STAT3 u PI3K/Akt curnanusanuje mokasyje KOHTHHYHPAHH
mopact y rpanyinouutuma mnanujeHata ca IIB u IIM® pgmjarHo3oMm, J0K je
aktuBupatbe MAPK  curnammzamuje ca IL-6  xonTtuHympano moBehano y
rpaHynonuTUMa namnujesata ca [IB a penykoBaHo y rpaHyjonuTUMa ManyjeHara ca
[IM® u ET mmjarHozom. IIpucycrBo JAK2V617F myraunmje 3nauajuo mosehaBa
aktuBanujy JAK2/STAT3, PI3K/Akt 1 MAPK curnanuszaiuje y rpaHyJonuTHMa
nanujenata ca ET u [IM® nujarnozom.

Hecnemmuduuna JAK1/2 naxubuimja cHaxHo crumynume MAPK curnammsanmjy y
rpanynonutuma nanujerara ca ET u [IM® nujarnoszom, 3a pa3nuky of criernupuyHe
JAK2 nuxubunuje. OBaj mapagokc ce MOKe 00JaCHUTH Pa3IMYUTUM MOJIEKYIapHUM
MexanuzmMoMm mHxuOunuje m3mehy JAK1/2 maxuburtopa — pykconmutununba n JAK?2
MHXHOUTOpA - 1,2,3,4,5,6-xexcabpoMOIMKIIOXCKCaHA. 1,2,3,4,5,6-
xekcabpomonukinoxekcan penykyje JAK2 tuposmn kunHazHy ayrodochopunaiujy
MHXUOMpajyhu JIuranj 3aBUCHY aKTHUBAaLUjy, OK PYKCOIMTUHUO aenyje kao ATP —
KOMIIETUTUBHU UHXUOUTOP JAK?2 THPO3MH KMHA3HE aKTHUBAllM]€ HU3BOJHUX MTyTEBA.
IL-6 3aycraBsba rpanynouure MIIH manumjenara y C ¢asu hemujckor nukiyca,
crumynuinyhun pemnukauujy JHK wu cnpeuaBajyhm anonrosy, mpexo JAKI1/2
crumynanuje. Mcrospemeno, JAK1/2 naxubuiuja cmamyje anonrtody y JAK2V617F
no3uTuBHUM a noehaBa y JAK2V617F HeraTuBHUM rpaHyJoLUTHMA MallMjeHaTa ca
[IM®.

dakTopu aHrMoOreHe3e CTUMyNUcaHW HH(pIamanujom cy nosehanun konq MIIH u
cMamyjy ce TmnpuMeHoM xemuotepanuje. HWudnamamumja crumynume JHK

peruukaiujy u JAK1/2 3aBuchy nponudepanujy, KapakTepUCTUYHO I0jayaHy KOJ
MITH.
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Hpuaor — Cnimcak ckpahennna

AMJI — akyTHa MUjeonIHa JISyKeMHja

AP-1 — TpaHCKpUIIIIHOHU (PAKTOP

bFGF (enr. basic fibroblast growth factor) - 6asuunu dakrop pacra pubpobdaacra
CALR - kanmpeTukynua

DAB — nu-amMuHO0-0€H3UIUHOM

JAHK — neokcuprOOHYKIEMHCKA KHCEIIMHA

ELIM - ekcTpauenyiapHOr MaTpukca

EDTA (enr. etylenediaminetetraacetic acid) — erunenauamMunTeTpacupheTHa KucenmnHa
EGF (enr. epidermal growth factor) - enunepmanau dakrop pacra

EGF (enr. epidermal growth factor) - ¢axrop pacra enumepma

EGFR (enr. epidermal growth factor receptor) - perenrop enuaepmainor pakropa pacra
EIIO - epurponoetun

ET (enr. essential thrombocythemia) — ecenuujansa TpomoOonHTEMHja

eNOS - enfoTenHa a30T OKCUI CUHTETA3a

EPOR - penenrtop epurponoerrsa

ERK (enr. Extracellular Signal-Regulated Kinases) — kuna3za perysucana
EKCTpaleNlyJJapHUM CUTHAJIMMa; CUTHAITHA MOJICKYIT

FAD - ¢bnaBuH aieHUH TUHYKJICOTH 1A

FDA (enr. US Food and Drug Administration) - Amepuuke afMUHUCTpAIMja 32 XpaHy
JIEKOBE

FMN - ¢pnaBuH MOHOHYKIICOTHA

G-CSFR (enr. Granulocyte colony — stimulating factor receptor) — perienirop daktopa
CTUMYJTAIMje PacTa TPaHyJONUTHUX KOJIOHHUja

GM-CSF (enr. Granulocyte Macrophage Colony-Stmulating Factor) — ¢akrop crumynanuje
pacra rpaHyJIOIMTHO-MaKpo(arHux KoJoHHUja

HGF (enr. hepatocyte growth factor) - gaxTop pacra xenarorura

HIF-1 (enr. Hypoxia-inducible factor 1) - Xunokcuja uaayuouinau dakrop 1;
TPAHCKPHUITIIUOHU (HaKTOP

XMUJI — XpOoHHYHA MU]jEJIOUIHA JIEYKEeMH]a

HRE (enr. hypoxia responsive elements) - xumokcuja-oAroBOpHH €JIEMEHTH y TeHIMA

HRP (enr. Horse radish peroxidase) — nepokcuaasa pena
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HUVEC (ear. Human umbilical vein endothelial cells) - xymane ennorenne hemuje

M30JIOBaHE U3 YMOMIIMKAITHE BEHE

IFN-y — uaTepdepon y

IGF-1 (enr. Insulin-like Growth Factor 1)- uncynuny ciudan daktop pacra 1

IL - unTEpACYKMH

INOS — unaynubuiIHa a30T OKCHJ] CHHTETa3a

IRES (enr. internal ribosome entry site) - yayrpaiiimse pud030MCKO yIa3HO MECTO
JAK - (eHr. janus kinase) - HepeenTOpCKUX THPO3UH KHHA3a

LOH (enr. loss of heterozygocity) - rydutak XxeTepo3uroTHOCTH

JICM (enr. Lymphocyte Separation Medium) — menujym 3a pasnBajame TuMQOIHTA;

aumbonpen

MAPK (enr. Mitogen Activated Protein Kinases) — MUTOreHOM aKTHBHPAHE MPOTEHH KHHA3E

MB/I - MukpoBacKyiapHa IryCTUHA
MMII (enr. matrix metalloproteinase) - marprukcne MeTaaonpoTenHase
MIIH (enr. myeloproliferative neoplasm) — mujenonponudepaTHBHE HEOILIa3Me

MPL - peuenrtop TpoMOonoeTHHA

NF-E2 (enr. nuclear factor erythroid-derived 2) - jenapuu dhakTop eputpouHe 03¢

NF-kB - nykneapuu daxtop kb; Tpanckpumnimonu aktop

NNOS - HeypaiiHa a30T OKCHJT CHHTETa3a

NO - a3ot okcun

NOS (enr. Nitric oxide synthase) - a3ot okcua cuHTeTa3a

NOX-1 - xem-okcurenasa -1

NRP-1 — HeyponuinH, HEKHWHA3HU PELETITOP

PDGF (enr. Platelet-derived growth factor) — rpom6orutau dakTop pacra
PGF (enr. placental growth factor) - mnanentau dakrop pacra

PHD (enr. prolyl hydroxylase) - nponun-xuapokcunasza

Pl (enr. Propidium lodide) — nporunujym joaua

PI1-3K (enr. phosphatidylinositol 3-kinase) - docharuaunuao3uron 3-kruHa3e
PLC-y (enr. Phospholipase C, gamma 1) — pocdonmnasza L]

MM® (enr. primary myelofibrosis) — npumapua mujenodudposa

PPARYy (enr. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma) - Ilepokcuzom
nposuQeparop-aKTMBUBUPAHU PEIETITOP T'aMa; TPAHCKPUTIIIMOHU (aKTop

PRV1 - nonmuuuremuja pyopa Bepa 1
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PTEN (enr. Phosphatase and tensin homolog) - Ten3un generupanu xoMmojor xpomoszoma 10
IIB (enr. polycythemia vera) — monuiureMuja Bepa

PHK — puboHyKierHCKa KUCEINHA

SCF (enr. Stem Cell Factor) — ¢akrop maTrunux hesuja

SPARC (enr. secreted protein acidic and rich in cysteine) -

STAT3 (enr. Signal Transducer and Activator of Transcription ) — npeHOCHHK CUTHAJIA U
aKTHBATOP TPAHCKPHIILUj€; TPAHCKPUIIIMOHH (HAKTOP

C30 - Ceercka 3/1paBCTBEHA OpraHU3aIHja

TAMs (eur. Tumor-associated macrophages) - makpodasu moBe3aHu ca TYMOPOM

TNF (enr. tumor necrosis factor) - ¢pakrop Hekpo3e Tymopa

TPA (enr. Tetradecanoyl phorbol acetate) - terpanexanown ¢popoot arierat

VEGF (enr. vascular endothelial growth factor) - ¢axtop pacra BackymapHoOr eHoTe a
VEGFR1 (FIt1, enr. vascular endothelial growth factor receptor 1) — penenrop BackynapHor
eHoTerHor (akropa pacra 1

VEGFR2 (KDR, enr. vascular endothelial growth factor receptor 2) — perienirop
BaCKYJIapHOT €HJO0TEIHOT (pakTopa pacta 2

VHL (enr. von Hippel-Lindau) - E3 nura3au koMiuiekc
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Bbuorpagmuja ayropa

Tujana Cy6otuuku je pohena 12. anpuna 1979. rogune y beorpany. OCHOBHY KOy
Mapuja bypcah kao u 5. Georpajcky ruMHasujy 3aBpiiwia je y beorpany ca ommyuHum
ycriexoM. Ha buonomkom dakynrery, YauBep3ureta y beorpany (rpyma Onmira Guosnoruja,
cmep Xucronoruja u eMOpuonoruja) quruiomupana je 02.jyma 2008. rogune ca mpocedHoM
oueHoM 9,06. [luruiomcku paj ,,KarexomamuHu y TUMYyCy alioBa TOKOM CTapema’ ypaauia
je Ha MHCTUTYTY 3a MMYHOJIOIIKAa HCTpakuBama ,bpanucnas JankoBuh“ Ha Topmaky y
beorpany u onbpanmia ca onerom 10. Jlokropcke crynuje Ha UCTOM (GaKyiaTeTy, CTYAU]CKU
nporpam buonoruja henmja u TkuBa, ynucana je mk. 2010/2011. roguHe U moNoXuIa CBE
HCIIUTE ca IPOCEYHOM OLIeHOM 9,42.

Opn jyna 2011. ronuHe 3amocieHa je y HCTpaXKUBauKOM 3Bamby, MPBO Ka0 UCTPaKHUBAU
IIPUIIPABHUK, a MOTOM o1 (ebpyapa 2014. xao ucTpaxkuBau capagHuk Ha MHctuTyTty 3a
MEIMIIMHCKA UCTPAXUBama, YHHUBEp3uTeTa y beorpany y HaydHoucrpaxuBaukoj Tpymnu 3a
MOJIEKYJIApHY OHKOJIOTH]y. Y TOKY J0CaJalllkher HaydHOMCTpaXMBaukor pajaa Ouia je
aHra)koBaHa Ha INpPOJEKTy ,,MICHUTHBame MaToreHe3e XeMmaToJIOMKUX Manuraurera® (2011-
2019), xoju ¢uHaHcupa MUHHCTApPCTBO MPOCBETE, HAyKe M TEXHOJOMIKOT pa3Boja. ITopen
Tora Ouja je aHra)koBaHa Ha MelhyHapogHOM mpojekTy ,,Determination of the mutational
landscape and clonal architecture and its application in angiogenesis and thrombosis of MPN
patients* (2014-2016) xoju je punancupao Swiss National Science Foundation y capanmu ca
Department of Biomedicine, University Hospital Basel, I1Isajuapcka. bopasuina je Ha Oncexy
3a OuomemuiuHy y YHuBep3uteTckoj OomHunu y bazeny, IlBajmapcka, 2017. roaune y
OKBUPY jEIHOMECEYHOI CTPYYHOI YycaBpilaBama. JIOOMTHHK je Harpajae 3a HajOooJbu paj
WNHcTuTyTa 32 MEIMIIMHCKA HcTpakuBamwa y 2018. rogunu.

Jlo cazna je y capaamu ca ApyruMm ayropuma oOjaBuia 31 6ubnuorpadceky jeTuHHILY:
5 pagoBa y Boaehum uacomucuma melyyHaponnor 3Havaja (M21), 3 pama y HCTaKHYTHUM
qaconucuma mehyHapoHor 3Hadaja (M22), 8 panosa y meljyHapoaaum gaconmcuma (M23) u

15 caonmrema ca Me)yHapoJHHMX CKYIOBa IITaMIaHUX Yy u3Boay (M34).
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N3jaBa o ayTopcTBY

Hme u npe3ume ayropa Tujana M. CyGoTHUKH

Bpoj uHnexca B3017/2010

H3sjasibyjem
JIa je JOKTOpCKa AWCepTalyja I, HacI0BOM

Anammsa excnpecuje eNOS u anrnoremux ¢akropa HIF-la u VEGF y
MHujejgonpondepaTHBHEM HeOIIa3MaMa: Be3a ca NPHCYCTBOM MyTalHja y FeHuMa 3a
JAK2 u CALR

®  pe3yJiTaT COIICTBEHOT HCTPAKHUBAYKOI' paja,

e Jla [ucepTanMja y UENMHK HU Yy Iel0oBHMa HHje Owmia IpelIoKeHa 3a CTHLAKE Apyre
JUIUIOME MpeMa CTYAHjCKHM MpOrpamMpuMa APYTHX BHCOKOIIKOJCKHX YCTaHOBA,

® Ja Cy pe3yJITaTh KOPEKTHO HAaBEACHU U

® Jla HNMCAM KPINWMO/JIa ayTOPCKa MpaBa W KOPHCTHO/JIa MHTEJIEKTYalHy CBOjHHY IPYIUX
JHIa.

IoTnuc ayTopa

V Beorpany, 24. neuem6ap 2018.roqune.
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M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U eJICKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOPCKOI paja

Wme u npe3ume aytopa  Tujana M. Cy0oTuuKkH
| Bpoj HHzeKca 53017/2010
| Crynujcku nporpaMm  Buosoruja heanja n Tkusa
Hacnos pana

Ananuza excopecuje eNOS u anrmorenux ¢akropa HIF-la n VEGF y
MHujesionpoandepaTHBHEM HeONJIa3MaMa: Be3a ca NPUCyCTBOM MyTaluja y FeHuMa 3a
JAK2 u CALR

Mentopun  JIp OsmBepa MutpoBuh AjTuh, HayuyHu capagHUK,
WHeTuTyT 33 METUIMHCKA HCTPAXKUBADA,

VHupep3urer y beorpany

Jp Maja Yaxknh Muaomesuh, goneHt

buonomxu dakynter,YHuBep3urer y beorpamy

UsjasibyjeM 1a je mTamiiaHa Bep3uja MOT HOKTOPCKOT paja HCTOBETHA CICKTPOHCKO] BEp3HjH
KOjy caM Mpenao/ia pagd HoxpambeHa y JMrHTaJHOM peno3uTOpHMjyMy YHHBEpP3UTETa Y
Beorpany.

JlosBospaBaM jga ce oOjaBe MOjH JIMYHHM IOJAlld Be3aHH 3a A00Wjame aKkageMCKOr Ha3HuBa
JOKTOpa HayKa, Kao LITO Cy UMe U Tpe3nuMe, FOOMHA 1 MecTo poherma u natym oabpaHe paja.

OB IMYHM TOJAA MOTY Ce OOjaBHTH HAa MPEKHHM CTpaHWIaMa TUTHTaNHe Oubimoreke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory ¥ y myOnukanyjama YHuBepsuTeTa y beorpany.

Hornuc ayTopa

V Beorpany, 24. neuembap 2018. roguse
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N3jaBa o kopumhemy

Osnamhyjem VYuuBepsutercKy Oubnuoreky ,Csero3zap Mapkosuh® ma y Jlururansu
pernozutopujyM YHuBepsutera y beorpamy yHece MOjy MOKTOPCKY IHCEpTalljy IOX
HacJIOBOM:

Ananmsa excnpecuje eNOS wu anrmorenux ¢akropa HIF-la u VEGF vy
MujejonpojudepaTHBHAM HeoIIa3MaMa: Be3a ca NPHCYCTBOM MyTaluja y FeHHMA 3a

JAK2 n CALR
KOja je Moje ayTOpCKO HET0.

Jlucepranujy ca CBEM MPIIO3MMA PENa0/Ja caM y eNIeKTPOHCKOM hopMaTy MOFOZHOM 32 TPajHo
apXUBHPAIBE.

Mojy IOKTOpPCKY AMCepTanijy MoxpameHy y JIUTHTATHOM pPEeIO3HTOPHjyMy YHHBEp3UTETa Y
Beorpamy u HOCTymHY Y OTBOPEHOM IIPHUCTYIy MOTY Aa KOPHCTe CBH KOjH IIOWITYjy oApende
caipkane y onabpanom tumy nuuenne Kpearusae 3ajenaune (Creative Commons) 3a Kojy cam
ce OIUTy4Hro/mna.

1. Aytopcereo (CC BY)

2. AyTtopctBo — HekomepiujanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HekoMepiujaano — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLHMjAITHO — AeuTy nox uetuM yeaosuma (CC BY-NC-SA)
5. Ayropcreo — 6e3 mpepana (CC BY-ND)

6. AytopcrBo — menmtH mox uctum yeiosuma (CC BY-SA)

(MonuMo 1a 3a0KpY)KHTe caMoO jedHy O INeCT MOHyheHHX JIHIEHLH.
Kparax oImic JWIEHIN je CacTaBHU IE0 OBE M3jaBe).

Hornuc ayropa

V Beorpany, 24. nenem6bap 2018. ronune
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1. AyrtopcrBo. Jl03BOJbaBaTe yMHOXaBamwe, AUCTPUOYLHMjy M jaBHO caolINTaBame Jena, U
npepaie, ako Ce Hapele WMe ayTopa Ha HauuH oipeljeH ox crTpaHe ayropa IUIM AaBaona
JIMIEHIE, YaK H Yy KoMeplujanHe cBpxe. OBo je Hajcino00qHUja Of CBUX JHUIEHIIH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuHjaiaHo. Jl03BoJbaBaTe YMHOXaBaWke, AUCTPHOYIHjy U jaBHO
caomnTaBamke AeNla, U Ipepane, ako ce HaBeJe HMe ayTopa Ha HauuH ofgpelieH ox crpaHe ayTopa
WIW JaBaola juieHie. OBa JUIeHIa He J03B0JbaBa KOMepLUjaliHy ynorpely aena.

3. AyTOpCTBO — HEKOMepIHujaaHo — 6e3 mpepana. J[03BoJbaBaTe YMHOXKaBamke, OUCTPUOYLH]Y
Y jaBHO CaoIIITaBamke Aeia, 0e3 MpoMeHa, MpeoO/INKoBakha WK yIoTpede nena y CBOM ey,
aKo ce HaBele HMe ayTopa Ha HauWH oipeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIEHIE.
OBa JMIeHna He T03B0JbaBa KOMEpIHjalHy yHoTpeOy neia. Y OmHOCY Ha CBe OCTaje JHIICHIIE,
OBOM JIHIEHIIOM CE OTpaHNYaBa H.ajBehI/I o0nM mpaBa Kopulierna gerna.

4. AyTopcTBO — HEKOMEpHHjajJiHO — [AEJIHTH MO HCTHM YycjioBuMma. Jlo3BoJbaBare
YMHO)KaBawe, IUCTPUOYLINjy U jaBHO CAONLITaBame [1eia, U Mpepaje, ako ce HaBejle UMe ayTopa
Ha HAYMH oxpeljeH oj CTpaHe ayTopa MM JaBaola JMICHOE H ako ce Ipepama AUCTpubyupa
[OJ MCTOM WM CIuYHOM Jimneniom. OBa JMIeHIa He NO3BOJhaBa KOMEPLHUjalHy yHoTpely
Jena ¥ npepaja.

5. AyropctBo — 0e3 mnpepaga. Jlo3BojpaBaTe YMHOKaBame, AUCTPUOYLHUjy U jaBHO
caomimTaBame [esa, 0e3 mpoMeHa, MPeobarKoBama WK YIOTpede Jera y CBOM HEmy, aKo ce
HaBelle IMe ayTopa Ha HaulH oxpel)eH of cTpaHe ayTopa MiaH Japaoua JuueHue. OBa JHLEHIA
JI03BOJbaBa KOMEPLUjaIHy yrmoTpeby mesna.

6. AyTOpCTBO — J€JUTH IOJ HMCTHM YCJIoBAMA. JI03BOJbaBaTe yMHOXKABAKE, AUCTPUOYLHU]Y
Y jaBHO CaoMIUTABAE Aeja, U IPepaje, aKko ce HaBeae HMe ayTopa Ha HauuH ofpelieH on cTpaHe
ayTopa WM OaBaolla JIMICHIe W aKko ce Ipepajga HucTpuOympa MOL HCTOM WM CIUYHOM
mutieHiioM. OBa JiMLIEHIA O03BOJbABA KOMEPLUjalHy yHnoTpeOy mena u mpepaza. CiuuHa je
coTBEpCKUM JIHIEHIIaMa, OJHOCHO JIHIEHIIaMa OTBOPEHOT KOMA.
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