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SOUHRN

Uvod: Primarni myelofibréza je fazena mezi Ph (Philadelphia chromosome) negativni myeloproliferativni nemoci
(Ph-MPN), spolu s pravou polycytemii a esencidlni trombocytemii, které ve svém pribéhu taktéz mohou prechazet
do fibrézy kostni drené. V praci byly hodnoceny biochemické markery kostni remodelace a osteoprotegerin s cilem
nalezeni vhodného parametru pro neinvazivni monitorovani pokrocilosti fibréozy kostni dfené, dale byl posuzovan
kostni metabolismus, zejména vyznam vitaminu D.

Pacienti a metody: U 34 pacientl s myelofibrézou, 13 nemocnych v prefibrotické fazi primarni myelofibrozy a 28
nemocnych s pravou polycytemii ¢i esencidlni trombocytemii byly analyzovany markery kostni remodelace (bALP,
PINP, ICTP), kostni metabolismus a osteoprotegerin.

Vysledky: Nebylo prokdzano zvyseni bALP, PINP byl zvy$en u18 %, ICTP u 32 % nemocnych s myelofibrézou. Hodnoty
nekorelovaly s pokrocilosti fibrézy, nevykazovaly vyznamny rozdil oproti prefibrotické fazi primarni myelofibrozy
ani ostatnim Ph-MPN. Osteoprotegerin byl zvysen u 53 % myelofibroz, hodnoty korelovaly s pokrocilosti nemoci
(p = 0,0043), ale nebyly signifikantné rozdilné ve srovnani s prefibrotickou fazi primarni myelofibrozy ¢i ostatni-
mi Ph-MPN. Z hodnocenych parametrd kostniho metabolismu byly zaznamenany vyznamné rozdily v hladindch
vitaminu D. Ve srovnani s ostatnimi Ph-MPN byl jeho deficit ¢astéji zjistén ve skupiné myelofibréz (p = 0,0003),
u kterych séroveé koncentrace vitaminu D korelovaly s pokrocilosti choroby (p = 0,05).

Zaveér: Testované plazmatické parametry nejsou dostatecné citlivé pro neinvazivni monitorovani fibrézy kostni
drené v rutinni klinické praxi. Zvysena exprese OPG zfejmé hraje roli v patogenezi myelofibrozy. U MF jsou nizsi
sérové koncentrace vitaminu D ve srovnani s ostatnimi Ph-MPN, tize jeho deficitu koreluje s pokrocilosti choroby.
S ohledem na skute¢nost, Ze se vitamin D spolupodili na inhibici JAK/STAT signalni dréhy, vyvstava aktualni potieba
oVvérit jeho prognosticky vyznam v éfe JAK inhibitord.
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SUMMARY

Palova M., Szotkowski T., Hlusi A., Navratilova J., Divoka M., Papajik T., Petrova P., Proskova J.

Assessing bone turnover and the role of vitamin D deficiency in patients with myelofibrosis

Introduction: Primary myelofibrosis belongs to a group of Philadelphia chromosome-negative myeloproliferative
neoplasms (Ph-MPN) together with essential thrombocythemia and polycythemia vera, which may also progress
to bone marrow fibrosis. The study assessed biochemical markers of bone remodeling and osteoprotegerin to find
a suitable marker for non-invasive monitoring of bone marrow fibrosis, as well as bone metabolism, in particular
the role of vitamin D.

Patients and methods: Bone remodeling markers (bALP, PINP, ICTP), bone metabolism and osteoprotegerin were
analyzed in 34 patients with myelofibrosis, 13 patients with prefibrotic primary myelofibrosis and a group of 28
patients with essential thrombocythemia and polycythemia vera.

Results: There was no increase in bALP, PINP and ICTP were elevated in 18% and 32% of MF, respectively. The
values neither correlated with fibrosis stage nor showed significant differences compared to the other Ph-MPN.
Osteoprotegerin was increased in 53% of myelofibrosis, values correlated with myelofibrosis risk status (p = 0.0043)
but did not show a significant difference compared to the other Ph-MPN. Among bone metabolism parameters,
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significant differences were noted for vitamin D levels. Myelofibrosis had significantly lower vitamin D levels than
the other Ph-MPN (p = 0.0003), the values correlated with MF risk status (p = 0.05).

Conclusion: The tested parameters are not sensitive enough for non-invasive monitoring of bone marrow fi-
brosis in routine clinical practice. Increased expression of osteoprotegerin is likely to play a role in the pathoge-
nesis of myelofibrosis. Serum concentrations of vitamin D are significantly lower in myelofibrosis; the severity
of its deficiency correlates with disease stage. Given the fact that vitamin D participates in inhibition of the
JAK/STAT signaling pathway, there is an urgent need to verify its prognostic value in the present-day era of JAK

inhibitors.
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Primarni myelofibréza (PMF) je chronickym Kklo-
nalnim onemocnénim krvetvorby. Spolu s pravou po-
lycytemii (PV) a esencidlni trombocytemii (ET), které
ve svém pribéhu taktéZ mohou prechazet do fibrézy
kostni dfené, patfi do skupiny Ph (Philadelphia chro-
mosome) negativnich myeloproliferativnich nemoci[1].
Incidence PMFje 1,5 pfipadu na 100 000 obyvatel za rok
[2]. Incidence PV je vy$$i u muzli nez u Zen, a to 2,8 ver-
sus 1,3 pfipaduna 100 000 obyvatel za rok. Kumulativni
riziko pfechodu do post-polycytemické myelofibrozy
je 26% po 20 letech trvani nemoci[3, 4]. Incidence ET
je 2,5 pfipadu na 100 000 obyvatel za rok, kumula-
tivni riziko transformace do post-trombocytemické
myelofibrézy je 9% po 15 letech trvani choroby [5, 6].
V patogenezi PMF je zdsadni dysregulace, respektive
konstitutivni aktivace JAK/STAT signalni drahy, jez
vede k autofosforylaci STAT proteint (Signal transducer
and activator of transcription) [7]. Konstitutivni akti-
vace JAK/STAT drahy miiZe byt zpsobena bud piimo
somatickou mutaci genu JAK2 v pozici V617F, nebo ne-
pfimo mutacemiv genu MPL ¢i CALR [8, 10]. Diisledkem
aktivace signalnich drah je u PMF klonalni proliferace
atypickych megakaryocytd s intenzivnéjsi produkci
cytokinti a rstovych faktorti, vedouci ke zvysené tvorbé
neklonalnich fibroblast{ s naslednou zvysenou tvorbou
cytopenii, extramedularni hematopoézu, hepatosple-
nomegalii a vznik konstitu¢nich symptom (zvySeni
télesné teploty, no¢ni poty, hmotnostni ibytek) [7].
Zatimco objevy poslednich let pfinesly pritlom v pocho-
penirole ,driver* mutaci pii aktivaci JAK/STAT signalni
drahy vedouci k proliferaci nadorového klonu, mecha-
nismus samotné fibrogeneze a osteosklerdzy diené zii-
stava stale nejasny. Zmnozeni retikularnich a nasledné
kolagennich vlaken typu 1 a 3, sniZené zastoupeni az
absence osteoklastil a neoangiogeneze jsou dominuji-
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prace poukazaly na vyznam naruSeni cytokinové osy
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OPG (osteoprotegerin) - RANKL (receptor activator of
NF-kB ligand) - RANK (receptor activator of NF-kB).
RANKL, trans-membranovy protein produkovany stro-
malnimi butikami a osteoblasty, po vazbé na receptor
RANK indukuje diferenciaci a formaci osteoklastil.
OPG, solubilni glykoprotein uvolfiovany osteoblasty
a stromalnimi bunikami, funguje jako ,,decoy” receptor
pro RANKL (decoy receptory - tzv. ,navnadové/matouci*
receptory, které soutézi o vazbu na ligand; po navazani
ligandu neaktivuji pfislusnou signalni drahu, ale za-
branuji jeho interakci s regulérnim receptorem). Tim
OPG blokuje interakci mezi RANK-RANKL a inhibuje
osteoklastogenezi [13, 14]. Dalsim potencidlnim zdro-
jem OPG jsou endotelidlni buniky, pro jejichz proliferaci
je OPG dilezity [15]. Vysoka produkce OPG proto muiZe
mit dudlni funkci v patogenezi progrese myelofibrézy,
vedle poskozeni funkce osteoklastli se mtiZe podilet
také na endotelidlnim ristu a neoangiogenezi. Nékteii
autoti povazuji pravé nadprodukci OPG endotelialnimi
burikami za jeden z dileZitych momenth v procesu
fibrotizace dfené [16, 17].

Rychlost tvorby a resorpce kosti 1ze posoudit podle
produkti vznikajicich v metabolismu organickych
sloZek kostni matrix. Mezi markery novotvorby kosti
fadime kostni izoenzym alkalické fosfatazy (bALP)
nebo prokolagen typu 1 (PINP). PINP je syntetizovan
fibroblasty a uvolfiovan do plazmy béhem syntézy ko-
lagenu a je ptimym markerem procesu osteoformace.
Biochemickym markerem odbouravani kosti je koncova
Cast kolagenu typu I (ICTP), degradacni produkt kolage-
nu vznikajici vlivem osteoklastii [18, 19].

Vitamin D, multifunkéni pro-hormon, jehoz hlavni
funkci je kontrola kalcium-fosfatového metabolis-
mu, se také specificky podili na regulaci aktivity os-
teoklastd a osteoblastli v procesu kostni remodelace.
Vitamin D zahrnuje nékolik kalciferolti, pro potieby
lidského organismu jsou rozhodujici cholekalciferol
(D3) a ergokalciferol (D2), které jsou biologicky neak-
tivnimi prekurzory. V jatrech se hydroxylaci méni na
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25-hydroxyvitamin D (250HD), hlavni neaktivni formu
hormonu v krvi. Dal$i hydroxylaci v ledvinach vznika
aktivni forma 1,25-hydroxyvitamin D (kalcitriol) [20].
Vzhledem k del§imu polocasu a vyssi sérové koncent-
raci je k monitorovani koncentraci vitaminu D v téle
pouzivan 250HD.V poslednich letech se vénuje znacna
pozornost dalsim tloham vitaminu D v organismu.
Jeho deficit je spojen s rizikem rozvoje kardiovaskular-
nich, metabolickych a autoimunnich chorob [20]. Jeho
antitumoroézni efekt se vysvétluje inhibici bunécné pro-
liferace, indukci diferenciace a apoptézy [21, 22]. Byla
prokazana negativni korelace mezi sérovou koncentraci
vitaminu D a incidenci nékterych solidnich tumort
[23]. Vysledky metaanalyzy zahrnujici 2 284 pacientl
s hematologickou malignitou potvrdily asociaci mezi
hors$im celkovym prezitim (OS) a nizkou sérovou kon-
centraci 250HD [24]. Ackoliv epidemiologické studie
poukazuji na mozny prognosticky vyznam vitaminu
D a na Kkorelaci mezi jeho deficitem a vy$$im rizikem
rozvoje malignity ¢i horsi prognézou nemocnych, neni
stale jasné, zda jeho suplementace muZe u pacientl
s nové diagnostikovanym nadorovym onemocnénim
zlep§it 1é¢ebné vysledky.

V nasi praci jsme hodnotili kostni status u MF po-
moci biochemickych marker kostni remodelace (bALP,
PINP, ICTP), kostniho metabolismu (ionty Ca2+, fos-
faty, hormony ovliviiujici kostni metabolismus - pa-
rathormon a 25-hydroxyvitamin D) a OPG, pro jeho
schopnost inhibice osteoklast{l. Cilem nasi prace bylo
posouzeni moznosti identifikace vhodného markeru
vyuzitelného k neinvazivnimu monitorovani stupné
fibrézy kostni dfené v pribéhu nemoci, sledovani 1é-
¢ebné odpovédi nebo ¢asnému zastizeni pfechodu ET
a PV do fibrotického stadia, dale zhodnoceni kostniho
metabolismu, zejména vyznamu vitaminu D u pa-
cientfi s MF.

PACIENTI A METODY

Z celkového poctu 73 pacientli s MF bylo do analyzy
zafazeno 34 vhodnych nemocnych diagnostikovanych
v naSem centru v obdobi let 2000-2017. Vylouceni byli
vSichni v termindlnim stavu choroby, po alogenni
transplantaci kostni dfené, s duplicitni malignitou
a dalsimi stavy, jez by mohly ovlivnit vysledky tes-
tovanych parametrii - hyperparathyreézou, renal-
ni insuficienci, hepatopatii, uzivajici bisfosfonaty,
hormonalni substitu¢ni 1é¢bu nebo glukokortikoidy
v davce vyssi nez 10 mg/den déle nez 3 mésice a diabe-
tes mellitus 1é¢enym inzulinem. VSichni hodnoceni
jedinci méli normalni funkci $titné zl1azy a glykemii.
Jednalo se 0 22 nemocnych s diagnézou PMF, tfi s post-
-PV myelofibrézou a devét s post-ET myelofibrézou. Slo

0 13 muz, 21 Zen, median véku 61 let (rozmezi 36-79
let). V dobé analyzy uzivalo 68 % pacientl specifickou
1é¢bu MPN, a to 38 % hydroxyureu, 9 % anagrelid, 15 %
ruxolitinib a 6 % busulfan. Srovnavaci soubor zahrnoval
13 pacientd v prefibrotické/Casné fazi PMF (prePMF; 3
muzi, 10 Zen, median véku 53 let; rozmezi 25-72 roki1)
a 28 nemocnych s Ph-MPN bez histologicky potvrzené
fibrézy kostni dfené (23 s PV, 5s ET, 16 muzi, 12 Zen,
median véku 61 let; rozmezi 28-85 rokil). V dobé analyzy
bylo 1é¢eno 69 % nemocnych s prePMF (8% interfero-
nem alfa, 46 % hydroxyureou, 15 % anagrelidem) a75 %
pacientli ze skupiny PV a ET (7 % interferonem alfa, 57 %
hydroxyureou, 11 % anagrelidem). VSichni vySetfovani
meéli histologicky verifikovanou diagnézu MPN mini-
malné jednou biopsii kostni dfené a splnili kritéria
WHO Kklasifikace 2008 nebo 2016. Nové vySetfeni kostni
dfené nebylo pro tcely analyzy vyzadovano. VSichni
nemocni podepsali informovany souhlas s odbérem
a zpracovanim biologického materiadlu, vySetfenim
genetického materidlu (DNA), hodnocenim ziskanych
vysledkil. Preanalytické zpracovani vzorkd a viechna
meéteni byla v obou skupinach provadéna identickym
zplisobem. VSechny vzorky krve byly sbirany rano,
nalacno, v ramci pravidelnych kontrolnich vysetfeni,
standardnim postupem z antekubitalni zily.

Detekce somatickych mutaci

U vSech pacientl byla testovana pritomnost mutaci
JAK2 V617F, v genu MPL a CALR. VSechny analyzy byly
provedeny s vyuzitim DNA izolované z leukocytl peri-
ferni krve. U vSech pacientd byla vySetfovana mutace
v kodonu 617 genu JAK?2 alelové specifickou polymera-
zovou fetézovou reakci (AS-PCR) [25]. U vSech subjektl
jsme realizovali screening exonu 9 genu CALR pomo-
ci fragmentacni analyzy. V pozitivnich ptipadech byl
presny typ mutace identifikovan Sangerovou metodou
sekvenovani[10]. Mutace genu MPL (S505N a W515) byly
vySetfeny s vyuzitim AS-PCR a fragmentacni analyzy,
detekované mutace byly ovéfeny Sangerovou metodou
sekvenovani[9].

Biochemicka analyza

VSechny biochemické analyzy byly provadény na
Oddéleni klinické biochemie. Pro hodnoceni kost-
niho obratu pomoci biochemickych parametrd jsme
vychazeli z doporuceni International Osteoporosis
Foundation and International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine in clinical studies
[19]. V nasi studii jsme vySetfovali hladiny Ctyt para-
metri: bALP, PINP, ICTP a OPG.

PINP (N-terminalni propeptid prokolagenu typu 1)
a 250HD (25-hydroxyvitamin D) byly stanoveny soupra-
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vami Elecsys PINP a Elecsys Vitamin D total (Roche) na
analyzatoru Cobas 6000 modul e601 metodou elektro-
chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy (ECLIA), ICTP (kar-
boxyterminalni telopeptid kolagenu typu I) soupravou
UniQICTP RIA (Orion) radioimunoanalyzou, bALP imu-
noradiometrickou analyzou s uzitim kitu OsteaselRMA
(BeckmanCoulter). ICTP a bALP byly méfeny automa-
tickym vice detektorovym systémem Wizard 2 model
2470 (Perkin Elmer). OPG (osteoprotegerin) byl vysetfen
automatickym analyzatorem mikrodesti¢ek EVOLIS
(Bio-Rad) pomoci soupravy Human Osteoprotegerin
ELISA (Bio-Vendor), do doby vysetfeni byly vzorky skla-
dovany pti teploté -80 °C.

Ostatni parametry kostniho metabolismu byly sta-
noveny soupravami firmy Roche na analyzatorech
Cobas (Hitachi). NevySetfovali jsme RANK a RANKL
z dlivodu nepfitomnosti osteolytickych 1ézi u hod-
nocenych pacientl a také s ohledem na zavéry vSech
zatim publikovanych analyz neprokazujicich konko-

mitantni snizeni RANKL a poméru RANKL/OPG u Ph-
-MPN [16,26]. U pacientli s MF jsme hodnotili vztah
mezi hematologickym fenotypem, pokrocilosti choroby
a markery kostniho metabolismu. Srovnavaci soubor
tvotili nemocni s pre PMF, PV a ET bez znamek fibrézy
kostni dfené.

Statistika

Rozdil v hladiné spojitych prediktorti mezi MF pa-
cienty a kontrolami byl hodnocen pomoci Kruskalova-
-Wallisova testu. Kruskaliv-Wallisiiv test je neparame-
trickd analogie jednovybérové ANOVY. Test zkouma,
zda obé datové sady pochazeji se stejné distribuce (tedy
z distribuce se stejnym medianem). Pro dva vzorky
je KruskalGv-Wallistiv test ekvivalentni Mannovu-
-Whitneyho U testu. VSechny Ctyfi prediktory (OPG,
PINP, bALP a ICTP) jsme zkombinovali pomoci mno-
horozmeérné logistické regrese. Vzajemny vztah mezi
spojitymi prediktory jsme analyzovali pomoci nepara-

Tab. 1. Klinicky a laboratorni fenotyp pacientli s MF, prePMF, PV a ET v dobé analyzy

] prePMF PV+ET
n=34 n=13 n=28
Muzi/zeny 13/21 3/10 16/12
Median véku (roky) 61 53 61
(rozmezi) (36-79) (25-72) (28-85)
Splenomegalie (% pacient(), 68 38 18
(median velikosti pod LOZ) (6,5cm) (O cm) (O cm)
Median hemoglobinu (g/1) 106,5 19 1375
(rozmezf) (76-143) (99-162) (97-166)
Median leukocytd x 10%/1 8,28 767 8,95
(rozmezi) (314-337) (3,3-15,2) (2,56-24,08)
Median trombocytd x 10%/I 307 576 484
(rozmezf) (71-768) (142-882) (124-901)
Cirkulujici blasty = 1% (% pacient() 47 0 0
JAK2V6I7F (% pacient() 52,9 46 92,8
MPL (% pacient() 32,3 0 0
CALR (% pacient() 14,7 46 2
Konstitucni symptomy' (% pacientd) 17,6 0 0
Median LDH (pcat/1) 8] 4,47 3,8
(rozmezi) (3,4-26,4) (2,7-317) (2,74-5,07)
% pacientt % pacientt % pacientt
Interferon alfa 0 8 7
Hydroxyurea 38 46 57
Anagrelid 9 15 il
Ruxolitinib 15
Busulfan 58

1- konstitucni symptomy: zvyseni télesné teploty, ztrata hmotnosti a no¢ni poty

LOZ - levy oblouk zeberni, LDH - laktatdehydrogenaza, MF - myelofibréza, prePMF - prefibroticka faze primarni myelofibrézy, ET - esencidlni trombocytemie, PV - prava polycytemie
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Tab. 2. DIPSS skore u pacientli s MF a prePMF v dobé analyzy

DIPSS skére MF prePMF
n=34 n=13
pocet pacientd pocet pacientd
Low risk 9 10
Intermediate-1 risk 12 3
Intermediate-2 risk 1 0
High risk 2 0

DIPSS skore (Dynamic International Prognostic Scoring System) hodnoti rizikové faktory:
vék > 65let (1 bod), konstituéni symptomy (1 bod), hemoglobin < 100g/! (2 body), leuko-
cyty > 25 x 10%/1 (1 bod), cirkulujici blasty = 1% (1 bod). Rizikova stratifikace: low risk (O
bodU), intermediate-1 risk (1-2 body), intermediate-2 risk (3-4 body), high risk (= 5bod(i).
Konstitu¢ni symptomy: zvyseni télesné teploty, ztrata hmotnosti a nocni poty

metrické (Spearmanovy) Korelace. Vztah mezi kategoric-
kymi proménnymi byl analyzovan pomoci chi kvadrat
testu v kontingenc¢nich tabulkach. Pokud byly Cetnosti
v bunikach malé, pouzili jsme exaktni Fishertiv fakto-
ridlovy test. VSechny testy byly provedeny na hladiné
statistické vyznamnosti 0,05. Veskera prace s daty, vi-
zualizace a analyzy byly provedeny v softwaru MATLAB
and Statistics Toolbox Release 2012b, The MathWorks,
Inc., Natick, Massachusetts, United States.

VYSLEDKY
Distribuce, driver mutaci u MF byla nasledujici: JAK2
V617F 18 piipadi (53 %), CALR (exon 9) 11 pfipadd (32 %),

Tab. 3. Laboratorni parametry pacientd s MF, prePMF, PV a ET

MPL (W515) 5 ptipadl (14 %). Z CALR mutovanych nese
69 % mutaci typul, 7 % mutaci typu 2 a 23 % dal§i méné
frekventni typy. Palpa¢né hmatna splenomegalie byla
v dobé analyzy pritomna u 68 % nemocnych s media-
nem velikosti 6,5 cm pod levy oblouk Zeberni (rozmezi
2-24), Hlavni charakteristiky studiové populace a re-
ferenc¢ni skupiny jsou shrnuty v tabulce 1. K posou-
zeni pokrocilosti choroby bylo v dobé analyzy u vSech
pacientl stanoveno aktualni DIPSS skoére (Dynamic
International Prognostic Scoring system, tab. 2) [27].
Hodnoty sledovanych markerc kostniho metabolismu
a dalsi laboratorni vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.
Vysledky TSH, parathormonu, ionizovaného calcia
(Ca), fosforu (P), kreatininu a kostni izoformy alkalic-
ké fosfatazy neprekracovaly u hodnocenych subjektl
referen¢ni meze. Parametr PINP byl elevovan u 18 % MF
a 15 % prePMF, ICTP u 32 % ptipadd MF a 23 % prePMF.
Hodnoty nekoreluji s pokrocilosti fibrézy ani dalsimi
laboratornimi parametry, nevykazuji statisticky vy-
znamné rozdily ve srovnani se skupinou PV a ET. OPG
byl zvysen nad laboratofi danou referenc¢ni mez u 53 %
pfipad MF, 38 % prePMF a 65,5 % PV a ET, rozdily
mezi skupinami ale nebyly statisticky vyznamné (p >
0,05). U MF koreluji hodnoty OPG s rizikovym statusem
hodnocenym podle DIPSS skére, s vyznamné vysSim
OPG u nemocnych s DIPSS skére > 3 (4,3 pmol/l vs. 8,8
pmol/l; p = 0,0043, graf 1). Nepotvrdili jsme vyznam-

prePMF MF PV +ET Hodnoty
n=13 n=34 n=28 p

Parathormon (pmol/I)
median (rozmezf) 3,4 (2-6) 4] (2,2-6) 3,55 (1,6-5,5) > 0,05
Ca? (mmol/I)
median (rozmezf) 2,37 (216-2,5) 2,3(2,01-2,53) 2,3(215-2,54) > 0,05
Fosfaty (mmol/I)
median (rozmezi) 1,08 (0,81-1,34) 11(0,8-1,45) 116 (0,7-1,42) > 0,05
CB (g/h
median (rozmezf) 70,2 (63,4-83,3) 675 (65-77,5) 70 (64-775) >0,05
PALP (ug/)
median (rozmezf) 7,9 (5-15,8) 10,7 (5-22) 9,55 (5,2-22.)) > 0,05
PINP (ug/h
median (rozmezi) 41,8 (30,4-98,5) 36,6 (19,6-239) 33,5 (12,3-73,2) > 0,05
ICTP (ug/h
median (rozmezf) 3,82 (1,82-5,37) 56 (1,82-17,3) 4,65 (2,87-12,1) > 0,05
OPG (pmol/l)
median (rozmezf) 45 (1,92-10,3) 5,9 (0,53-18,45) 5,2 (0,92-8,99) > 0,05
250HD (nmol/1)
median (rozmezi) 42,6 (18-61,2) 28 (10,4-871) 59,6 (21-119,7) 0,0003

MF - myelofibréza, prePMF - prefibroticka faze primérni myelofibrézy, ET - esencialni trombocytemie, PV - pravé polycytemie, 250HD - 25-hydroxyvitamin D, Ca2+ - calcium, CB - celkovd
bilkovina, PINP - N-termindIni propeptid prokolagenu typu 1, ICTP - karboxytermindini telopeptid kolagenu typu I, bALP - kostni izoenzym alkalické fosfatazy, OPG - osteoprotegerin
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Graf 1. Hodnoty osteoprotegerinu (OPG) u pacient( s myelofibrézou U myelofibrézy
koreluji hodnoty OPG s pokrocilosti choroby podle DIPSS skére, s vyznamné vyssim OPG u
nemocnych s intermediate-2 a vysokym rizikem (p = 0,0043).

DIPSS - Dynamic International Prognostic Scoring System

Median plazmatickych koncentraci
250HD byl nasledujici: u MF 28 nmol/1
(rozmezi 10,4-87,1), u pre-PMF 42,6
nmol/l (rozmezi 18-61,2), u PV a ET
59,6 nmol/l (rozmezi 21-119,7). Deficit
250HD byl ¢astéji zaznamenan ve sku-
piné MF (v 96 %). Pacienti s MF maji ta-
ké signifikantné niz$i hladiny 250HD
ve srovnani s prePMF a skupinou PV
a ET (28 nmol/lvs. 42,6 nmol/lvs. 59,6
nmol/l; p = 0,0003, graf 2). U MF ko-
reluji sérové koncentrace 250HD s po-
krocilosti choroby, s vyznamné nizsi
hladinou 250HD u nemocnych s DIPSS
skore > 3 (24 nml/1vs. 38,4 nmol/l; p =
0,05, graf 3). Pro relativné nizky pocet
zaznamenanych udalosti nem@Zeme
statisticky relevantné zhodnotit vliv
deficitu 250HD na OS ve skupiné MF,

DISKUSE

Markery Kkostni remodelace -
v soucasném pisemnictvi byl kostni
status u MF studovan pouze na po-

nou Kkorelaci mezi studovanymi parametry kostniho meérné malych poctech pacientti a ve vétsiné pripada
statusu a hodnotami laktatdehydrogenazy, solubilni- srovnavan se zdravou populaci [16-18, 26, 28]. Zavéry
ho receptoru pro interleukin-2, pohlavim, mutaénim dfive publikovanych studii navic nejsou jednotné.
stavem ani splenomegalii. V nasi praci jsme vysetfovali parametry kostniho obratu

T T T T

120 —_ .

100 |-

80

250HD (nmol/L)

20+ -

1
PV ET MF pre MF

Graf 2. Tize deficitu vitaminu D v zavislosti na typu Ph-MPN Pacienti s myelofibrézou maji
signifikantné nizsi hladiny 250HD ve srovnani s prePMF a skupinou PV/ET (p = 0,0003).

PV - prava polycytemie, ET - esencidlni trombocytemie, Ph-MPN - Philadelphia chromosome
negativni myeloproliferativni nemoci, 250HD - 25-hydroxyvitamin D

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 25, 2019

ve vét§im souboru MF a hodnotili je-
jich pfinos pro béznou klinickou praxi.
Vysledky jsme srovnavali s ostatnimi
Ph-MPN s cilem identifikovat labora-
torni marker reflektujici pfitomnost
fibrézy kostni dfené. Diamond et al.
popisuji zvyseni jak bALP (marker kost-
ni formace), tak ICTP (marker kostni
resorpce) na 4 kazuistickych piipadech
MF [29]. Dalsi prace shodné prokazuje
vy$$i hodnoty ICTP u nemocnych s MF
[30]. Farmer et al. ve svém souboru 18
pacientli s MF popsali signifikantni
elevaci PINP, ale nepotvrdili zvySeni
hodnot bALP, ani markera kostni re-
sorpce [18]. V nasi kohorté MF jsme
také neprokazali zvySeni bALP. PINP
a ICTP byly zvySeny nad referencni mez
jen u ¢asti nemocnych, hodnoty neko-
relovaly s pokrocilosti choroby ani dal-
§imi laboratornimi ¢i klinickymi para-
metry, byly srovnatelné jako u prePMF
nebo PV/ET. Testované plazmatické
markery zfejmeé nejsou dostatecné cit-
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* + charakteristikami pacient@ s Ph-MPN

an L N | (vék, mutacni stav, transfuzni zavis-
lost, DIPSS-Plus skére, hodnoty hemo-

0k | globinu, leukocytii, trombocytl, cir-

. kulujicich blast1), ani vliv na OS [31].
= g0k —— | Naproti tomu recentni prace hodnotici
g | vyznam vitaminu D u myeloprolifera-
) _:_ : | tivnich chorob naznacuji, Ze 250HD
% | muZe mit odliSny prognosticky vy-
8 il | | znam u pacientii léCenych riznymi
N typy lécby. Radujkovic et al. popisuji
20l | u pacientli s rgy:elodysplagick?m syv/n—
dromem a vySSim vitaminem D pred

- : | zahajenim terapie lepsi celkové pre-
- ziti po prvni linii hypometyla¢ni 1é¢-

by 5-azacitidinem. Soucasné in vitro

01 L . ] prokazal, Ze konkomitantni podavani
DIPSS >= 3 DIPSS <= 2 vysokych davek vitaminu D potencuje

Graf 3. Tize deficitu vitaminu D v zdvislosti MF hodnocené podle DIPSS skére Sérové
koncentrace 250HD korelovaly s pokrocilosti choroby hodnocené podle DIPSS skére, s

vyznamné nizsi hladinou 250HD u MF s DIPSS skére = 3 (p = 0,05).

DIPSS - Dynamic International Prognostic Scoring System, 250HD - 25-hydroxyvitamin D,

MF - myelofibréza

livé pro rutinni neinvazivni monitorovani stupné fibrézy
kostni dfené. Wang et al. a Kreipe et al. popisuji vyssi
expresi OPG (mérfenim sérové hladiny OPG a OPG mRNA
v kulturach stromalnich bunék kostni dfen€é) u pokrocilé
MF oproti ostatnim MPN a kontrolni skupiné zdravych
probandti [17, 26]. Shodné s dfive publikovanymi studie-
mi jsme potvrdili zvySeni OPG u vétSiny pacientd s MF,
soucasné ale také u prePMF a PV/ET skupiny, rozdily mezi
skupinami nebyly statisticky vjznamné. U MF hodnoty
OPG korelovaly s rizikovym statusem hodnocenym podle
DIPSS skoére, s vyznamneé vy$Sim OPG u pacientli s vyso-
kym a stfednim-2 rizikem (p = 0,0043). Nase vysledky
podporuji hypotézu, Ze zvySena produkce osteoprotege-
rinu bude ddleZitym faktorem pro rozvoj fibrézy kostni
dfené u Ph-MPN, ale také se nejevi jako vhodny klinicky
prediktor, pomoci néhoz bychom neinvazivné odlisili
MF od prefibrotického stadia nebo ostatnich Ph-MPN.

Limitaci nasi prace mtiZe byt skutecnost, Ze biopsie
kostni dfené nebyly realizovany piesné v dobé odbéra
vzorkd krve k vySetfeni kostniho statusu a nelze vy-
loucit, Ze u nékterych pacientli od posledni biopsie
mohlo dojit k progresi fibrézy. Pro celkové relativné
nizky pocet pacientli, nemtzeme statisticky relevantné
zhodnotit vliv jednotlivych typt specifické 1é¢by MF na
hodnoty indikatora kostniho statusu.

Vitamin D - Pardanani uvadi ¢astéjsi vyskyt defi-
citu vitaminu D u pacienti s PMF a PV, nepotvrdil ale

sy

korelaci mezi tiZi deficitu a klinickymi ¢i laboratornimi

antiprolifera¢ni efekt 5-azacitidinu
[32]. Drivéjsi studie s limitovanym po-
¢tem pacientdi s MF sice nepotvrdily te-
rapeuticky efekt substituce vitaminem
D, avs$ak aplikace adekvatnich davek
vitaminu D byla u pouzitych preparat
limitovana rozvojem hyperkalcemie [33-35].

Dalsi studie na zvitecich modelech prinaseji dtika-
zy o schopnosti vitaminu D snizovat aktivaci STAT 3
a STAT 1 proteinti a tim i produkci proinflamatornich
cytokind [36, 37]. V nasem souboru koreluje pfitom-
nost fibrézy a stadium podle DIPSS skére s hladinou
vitaminu D, s niZ§imi hodnotami 250HD u pacientl
s rozvinutou fibrézou (p = 0,0003) nebo DIPSS skoére >
3(p=0,05). Pozorovali jsme signifikantné nizsi sérové
koncentrace 250HD u MF oproti prePMF a skupiné PV
a ET (p = 0,0003). S ohledem na tato zjisténi a skutec-
nost, ze se vitamin D spolupodili na inhibici JAK/STAT
signalni drahy, vyvstava aktualni potfeba ovéfit jeho
prognosticky vyznam a pfinos suplementace v soucas-
né éfe JAK-inhibitora prospektivnimi studiemi.

ZAVER

Hlubsi poznani patogeneze fibrézy kostni diené
umozni nejen zptresnit klasifikaci Ph-MPN, ale také
snizit potfebu invazivnich vySetfeni a zlepsit moni-
torovani nemocnych. Ani jeden z testovanych para-
metrt reflektujicich kostni status (bALP, ICTP, PINP)
se ale v bézné klinické praxi nejevi jako pfinosny pro
sledovani rozvoje fibrézy u Ph-MPN populace. ZvySena
exprese osteoprotegerinu, podilejici se na inhibici os-
teoklastii, endotelidlni proliferaci a neoangiogenezi,
zfejmeé hraje podstatnou roli v patogenezi fibrézy kostni
dfené, nicméné neni vhodnym markerem k neinvaziv-
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nimu monitorovani rozvoje a progrese fibrézy diené.
Trepanobiopsie zlistava stale nezastupitelnym vysette-
nim v diagnostice a sledovani vyvoje MF. Vitamin D je
multifunkéni pro-hormon s Sirokym spektrem u¢inki,
kterym se v poslednich letech vénuje zna¢na pozornost.
Jeho deficit byva spojovan s vyssim rizikem vzniku
malignich onemocnéni a horsi prognézou nemocnych
[20, 22]. V nasem souboru pozorujeme u pacienti s MF
signifikantné nizsi sérové koncentrace vitaminu D ve
srovnani s prePMF a ostatnimi Ph-MPN, tiZe jeho defi-
citu u MF koreluje s pokrocilosti nemoci. Hlubsi poznani
efektu kalcitriolu na nadorovy klon miize determinovat
jeho potenciadlni vyuziti v1é¢bé MF. Hypotézu o mozném
synergistickém ptlisobeni vitaminu D s JAK-inhibitory
bude nutné ovéfit budoucimi multicentrickymi studi-
emi s dostatecné velkou kohortou pacientu.

Pouzité zkratky

25HOD - 25-hydroxyvitamin D

ALP - kostn{ izoenzym alkalické fosfatazy

AS-PCR - alelové specificka polymerazova feté-
zova reakce

Ca* - kalcium

CALR - kalretikulin

DIPSS - Dynamic International Prognostic Scoring
System

ET - esencialni trombocytemie

ICTP - karboxyterminalni telopeptid kolage-
nu typul

JAK2 V617F - mutace genu pro Janusovu kinazu 2
v pozici 617

LDH - laktatdehydrogenaza

MF - myelofibréza

MPL - Myeloproliferative leukemia virus oncogene

OPG - osteoprotegerin

oS - celkové preziti

PINP - N-terminalni propeptid prokolagenu
typul

Ph-MPN - Philadelphia chromosome negativni
myeloproliferativni nemoci

PMF/prePMF - primarni myelofibréza/ prefibroticka
faze primarni myelofibréozy

PV - prava polycytemie

RANK/RANKL - receptor activator of NF-kB/receptor activator
of NF-kB ligand

STAT - Signaltransducer and activator of transcription

TSH - tyreotropni hormon hypofyzy
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