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STRESZCZENIE

Czerwienica prawdziwa (PV) 1 nadptytkowos¢ samoistna (ET) naleza do przewleklych
nowotworOw mieloproliferacyjnych Filadelfia-ujemnych (MPN Ph-ujemnych), ktore
charakteryzuja si¢ nadprodukcja dojrzatych, sprawnych funkcjonalnie komoérek krwi oraz
uposledzeniem apoptozy na poziomie macierzystych komérek krwiotwdérczych. Dotychczas nie
przeprowadzono badan oceniajacych apoptoz¢ krazacych komorek krwi wywodzacych sie z
klonu nowotworowego, w tym erytrocytow, w przypadku ktérych programowana $mier¢
komorki nosi nazw¢ eryptozy. Jednym z waznych czynnikdw proeryptotycznych jest stres
oksydacyjny, o ktérym wiadomo, ze odgrywa takze istotng rol¢ w patofizjologii MPN
Ph-ujemnych. W ostatnich latach dokonat si¢ znaczacy postep w zakresie poznania
molekularnego podioza MPN Ph-ujemnych, zapoczatkowany odkryciem w 2005 r. mutacji
w obrebie genu kinazy tyrozynowej Janus 2 — JAK2V617F, obecnej u prawie wszystkich
pacjentéw z PV i ok. 55% z ET. Inng cechg wsp6lng MPN Ph-ujemnych jest zwigkszone ryzyko
powiktan zakrzepowo-zatorowych, ktére w razie pojawienia si¢ majg istotny wplyw na
przebieg kliniczny 1 rokowanie. Poza brakiem badan oceniajacych role eryptozy
w patogenezie i przebiegu naturalnym PV i ET, nie ma réwniez danych literaturowych
dotyczacych zalezno$ci migdzy poziomem stresu oksydacyjnego a nasileniem eryptozy jak
rowniez nt. zwigzku tych zjawisk z wystapieniem powiklan zakrzepowo-zatorowych
u chorych na PV 1 ET. Do chwili obecnej nie zbadano rowniez wptywu na eryptoze i stres
oksydacyjny hydroksymocznika (HU) - stanowigcego podstawowy lek w terapii
cytoredukcyjnej PV i ET — oraz obecnosci mutacji JAK2V617F. Dlatego w pracy podjatem si¢
oceny poziomu eryptozy 1 rownowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej zaréwno
u nieleczonych jak i leczonych cytoredukcyjnie chorych na PV i ET. Postanowitem réwniez
poddac analizie zaleznosci pomigdzy nasileniem eryptozy a stresem oksydacyjnym oraz wptyw
tych procesow na  wystgpowanie powiktan  zakrzepowo-zatorowych.  Ponadto
u chorych na ET oceniatem wplyw obecno$ci mutacji JAK2V617F na eryptoze i rOwnowage
prooksydacyjno-antyoksydacyjng.

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem probek krwi 37 pacjentéow z ET i 24 z PV,
zarobwno leczonych, jak i dotychczas nie stosujacych HU. Grupg kontrolng stanowito 13
zdrowych ochotnikéw o strukturze wieku i pici zblizonej do grupy badanej. Wyizolowane
erytrocyty wykorzystywano do: oceny morfologii komérki za pomocg pomiaru rozproszenia

swiatta w detekcji czotowej (parametr FSC) i bocznej (parametr SSC) oraz oznaczenia



markerow eryptozy (aktywnosci kalpain, eksternalizacji fosfatydyloseryny — PS)
z wykorzystaniem znacznikow fluorescencyjnych przy uzyciu cytometru przeptywowego BD
LSR II. Za pomoca metod spektrofotometrycznych oznaczono takze parametry stresu
oksydacyjnego: erytrocytarne stezenie zredukowanego glutationu (GSH), aktywnos¢
erytrocytarnych enzyméw antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy
(CAT) 1 peroksydazy glutationowej (GPx), jak rOwniez peroksydacje lipidéw osoczowych
(TBARS) oraz catkowita pojemnos¢ antyoksydacyjng osocza (TAC).

W pracy wykazano, ze u chorych na PV i ET zaréwno dwa podstawowe markery eryptozy
tj. aktywno$¢ kalpain i eksternalizacja PS, jak i odzwierciedlajace poziom stresu oksydacyjnego
osoczowe stezenie produktow peroksydacji lipidow sg znamiennie podwyzszone w stosunku
do grupy kontrolne;j. U leczonych HU aktywnos$¢ kalpain
w stosunku do pacjentdw nie przyjmujacych HU zachowywata si¢ odmiennie zaleznie od
jednostki chorobowej — w przypadku ET byta istotnie wyzsza w grupie leczonej, podczas gdy
w PV istotnie nizsza. Podobnej zaleznosci nie obserwowano w przypadku drugiego markera
eryptozy — eksternalizacji PS, ktory nie zmieniat si¢ istotnie pod wptywem HU, tak w PV jak i
ET. W grupie chorych na PV przyjmujacych HU, w stosunku do nieleczonych cytoredukcyjnie,
obserwowano istotnie wyzsze warto$ci parametru FSC — cytometrycznego markera objetosci
krwinki czerwonej. Natomiast w zakresie parametru SSC, odzwierciedlajacego stopien
pofaldowania blony erytrocytarnej, ani wsrdd chorych na PV, ani w$réd chorych na ET nie
wykazano istotnych réznic zaleznych od stosowania HU. Moze to sugerowaé, ze eryptozo-
zalezne zmiany w obrebie btony komérkowej krwinki czerwonej stwierdzane w PV i ET sg
nieodwracalne, a przynajmniej nie poddajg si¢ leczeniu HU.

W grupie chorych nie przyjmujacych HU odnotowano, zaleznie od nowotworu, dwa
odmienne profile odpowiedzi antyoksydacyjnej, najpewniej wynikajace z r6znego nasilenia
stresu oksydacyjnego w PV i ET. U pacjentéw z PV — prezentujacych znamiennie wyzszy
w stosunku do chorych na ET poziom stresu oksydacyjnego ocenianego za pomoca st¢zenie
osoczowych TBARS — obserwowano, w porOwnaniu z grupa kontrolna, istotnie nizsze: TAC,
aktywnos¢ SOD i GPx, istotnie wyzszg aktywno$¢ CAT oraz brak réznic w poziomie
erytrocytarnego GSH. Chorzy na ET z kolei, w zestawieniu ze zdrowymi ochotnikami,
wykazywali znamiennie obnizone aktywnosci SOD i CAT, podwyzszone stezenie
erytrocytarnego GSH oraz brak r6znic w TAC 1 aktywnosci GPx. Leczenie
hydroksymocznikiem chorych na PV 1 ET zmieniato korzystnie profil stanu redoks. Byl on
zblizony, mimo wcigz istniejacych réznic, do obserwowanego w grupie kontrolnej, co sugeruje

antyoksydacyjny efekt dziatania leku w obu nowotworach.



Pacjenci, ktérzy przebyli incydent zakrzepowo-zatorowy, wykazywali znamiennie
wiekszy poziom TBARS, anizeli chorzy bez takiego wywiadu — zalezno$¢ taka odnotowano
zarbwno w grupie ET jak 1 PV. Obserwacja ta wskazuje, ze poziom nasilenia stresu
oksydacyjnego moze wigzac si¢ ze zwickszonym ryzykiem powiktan zakrzepowo-zatorowych.
Podobnie u chorych na ET z obecng mutacja JAK2V617F stezenie TBARS bylo istotnie
wyzsze, anizeli w grupie ET JAK2V617F-ujemnej, co sugeruje dominujacy
JAK2-zalezny mechanizm stresu oksydacyjnego w tym nowotworze; nie bedzie to jednak
mechanizm wytaczny, o czym $wiadczy istotne nasilenie stresu oksydacyjnego wzgledem
zdrowych ochotnikéw takze w grupie ET JAK2V617F-ujemne;.

Przeprowadzone przeze mnie badania dostarczyty istotnych informacji nt. roli eryptozy 1
stresu oksydacyjnego w patogenezie oraz przebiegu naturalnym PV i ET, z uwzglednieniem
ryzyka powiklan zakrzepowo-zatorowych. Ponadto zbadatem wptyw terapii HU i obecnosci
mutacji JAK2V617F na nasilenie zjawiska eryptozy i poziom stresu oksydacyjnego w tych
nowotworach mieloproliferacyjnych. Dalsze badania, na wigkszej grupie chorych, moga
przyczyni¢ si¢ do doktadniejszego poznania biologii PV 1 ET z identyfikacja nowych
czynnikéw ryzyka zakrzepowo-zatorowego wigcznie, jak rOwniez moga stuzy¢ do opracowania
nowych kierunkéw leczenia erytrocytozy w przebiegu MPN Ph-ujemnych, wykorzystujacych
jako punkt uchwytu farmakologiczng indukcje eryptozy.

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych wynikéw badan wtasnych mozna sformutowac
nastepujace wnioski:

1. Zwigkszony proces eryptozy u chorych na czerwienic¢ prawdziwg wyklucza
akumulacj¢ erytrocytdw pochodzacych z nowotworowego klonu jako przyczyne zwigkszonej
masy czerwonokrwinkowej wystgpujacej w tej chorobie. Obserwacja ta posrednio dowodzi, ze
przyczyng nadkrwisto§ci w czerwienicy prawdziwej jest nadprodukcja erytrocytéw
spowodowana zahamowaniem apoptozy komdérki macierzystej szpiku kostnego.

2. Nasilona eryptoza moze by¢ mechanizmem kompensacyjnym dla zwigkszonej
erytropoezy w czerwienicy prawdziwej, natomiast w przypadku nadptytkowosci samoistnej
moze stanowi¢ posredni laboratoryjny dowdd na subkliniczne objecie procesem rozrostowym
takze linii erytroidalne;.

3. Nadptytkowos¢ samoistna i czerwienica prawdziwa charakteryzuje zwigkszony
poziom stresu oksydacyjnego z jednoczesng dysfunkcjg erytrocytarnego i osoczowego sytemu
obrony antyoksydacyjne;j.

4. Hydroksymocznik moze przyczynia¢ si¢ do zmniejszenia stresu oksydacyjnego

w nadplytkowo$ci samoistnej i czerwienicy prawdziwej, wpltywa natomiast w odmienny sposéb



na eryptoz¢ w obu tych nowotworach mieloproliferacyjnych. Mozna to tlumaczy¢
wielokierunkowym, nie w pelni poznanym mechanizmem dziatania leku lub istnieniem
istotnych r6znic w mechanizmach patogenetycznych obu jednostek chorobowych. Obserwacje
te wymagaja dalszych badan.

5. W nadptytkowos$ci samoistnej obecnos¢ mutacji JAK2V617F przyczynia si¢ do
wzrostu poziomu stresu oksydacyjnego, natomiast nie wptywa na przebieg eryptozy.

6. Oznaczanie poziomu stresu oksydacyjnego u chorych na nadptytkowo$¢ samoistng
i czerwienice prawdziwg moze pozwoli¢ na wyodrebnienie grupy pacjentéw o wysokim ryzyku

powiktan zakrzepowo-zatorowych.



ABSTRACT

Objectives: Polycythemia vera (PV) and essential thrombocythemia (ET) are
Philadelphia—negative chronic myeloproliferative neoplasms (MPN) characterized by
overproduction of mature and functional blood cells and impairment of apoptosis at the
hematopoietic stem cell level. However, so far no study has evaluated apoptosis at the level of
circulating blood neoplastic cells, including the suicidal death of erythrocytes — eryptosis. On
the other hand, eryptosis may be induced by oxidative stress, which plays a significant role in
MPN pathophysiology and clinical picture. Oxidative stress is associated with changes in the
prooxidant and antioxidant balance in favor of prooxidants. My aim in this study was to
investigate the eryptosis and oxidative stress parameters in ET and PV cytoreductive-naive
patients compared to healthy volunteers and compared to ET and PV patients treated with HU.
Moreover, this study was designed to investigate the probable relationship between vascular
events and parameters of eryptosis and oxidative stress, as well as between JAK2V617F
mutation status among ET patients and parameters of eryptosis and oxidative stress.

Methods: 61 patients (24 PV and 37 ET) naive to and treated with hydroxyurea (HU) and
13 healthy volunteers were enrolled. Erythrocytes were analysed for eryptotic changes such as
calpains activity from CMAC-fluorescence, phosphatidylserine externalization (PS) by
treatment with Annexin V, alterations in cell volume and shape from FSC and SSC parameters.
Additionally, we determined the serum and erythrocytic levels of oxidative status parameters,
such as Total Antioxidant Capacity (TAS) and Thiobarbituric Acid Reactive Substances
(TBARS) in serum as well as activity of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GPx) and reduced glutathione (GSH) concentration in erythrocytes.

Results: A significantly increased levels of calpains, PS externalization and TBARS were
observed in both ET and PV naive patients, indicating enhanced eryptosis and oxidative stress.
Among HU-treated patients, a significant increase in calpain activity in the ET group and a
decrease in the PV group were observed compared to patients without cytoreductive therapy.
Among HU-treated PV patients, a significant decrease in TBARS was noted compared to PV
patients without cytoreductive therapy. Among PV patients, FSC was substantially higher in
the HU-treated group than the naive group, whereas no significant differences were found
between HU-treated and HU-naive groups of ET patients. Both ET and PV HU-untreated
patients had larger disturbances in oxidative stress parameters than HU-treated ET and PV

groups. Additionally, the group of ET and PV patients with a history of vascular events had



significantly higher TBARS levels than similar group without thrombohemorrhagic
complications in the past. Similarly, among ET patients, TBARS levels were significantly
higher in JAK2V617F-positive group than in JAK2V617F-negative ones.

Conclusions: The enhanced eryptosis observed in ET and PV patients may be a form of
systemic compensation of the pathological bone marrow overproduction of erythrocytes. HU,
the basic cytoreductive drug used in ET and PV, may affect eryptosis in PV and ET in different
ways depending on disease. The JAK2V617F mutation was not observed to have any effect on
eryptosis in ET. Oxidative stress parameters were significantly increased in both ET and PV
patients with and without HU treatment, but in comparison to control higher in HU-untreated
PV and ET ones. Furthermore, ET and PV patients with a history of vascular events had
significantly higher oxidative stress level than groups without vascular complications in the
past. Similarly, ET JAK2V617F-positive group had significantly higher oxidative stress level
than ET JAK2V617F- negative group, which suggests that JAK2V617F mutation may

influence on oxidative status and trigger reactive oxygen species generation.



