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Deskriptori

MUELODISPLASTICNI SINDROMI — genetika, patologija;
ERITROPOEZA — genetika; MUTACIJA; KROMOSOMSKE
ABERACIE; HUMANIKROMOSOMI, PAR 5 — genetika;
KROMOSOMSKA DELECIJA; RIBOSOMALNI PROTEINI

— genetika; RIBONUKLEOPROTEINI — genetika;
CIMBENICI SPAJANJA RNK — genetika; FENOTIP

Descriptors

MYELODYSPLASTIC SYNDROMES — genetics, pathology;
ERYTHROPOIESIS — genetics; MUTATION; CHROMOSOME
ABERRATIOS; CHROMOSOMES, HUMAN, PAIR 5

— genetics; CHROMOSOME DELETION; RIBOSOMAL
PROTEINS — genetics; RIBONUCLEOPROTEINS — genetics;
RNA SPLICING FACTORS — genetics; PHENOTYPE

Mijelodisplasti¢ni sindrom (MDS) ¢ini nekoliko
sli¢nih bolesti definiranih zajedni¢kim obiljezjima —
poremecenim stvaranjem i sazrijevanjem krvnih sta-
nica u kostanoj srzi, $to dovodi do manjka funkcional-
no sposobnih stanica u perifernoj krvi uz manju ili
vecu vjerojatnost progresije u akutnu leukemiju. U
skladu s time osnovni dijagnosticki kriteriji jesu po-
stojanje jedne ili vide citopenija, displasti¢ne morfolos-
ke promjene na jednoj ili vise hematopoetskih loza i
eventualna prisutnost nezrelih stanica, blasta, u ko-
$tanoj srzi i perifernoj krvi te citogeneticki dokaza-
ne, kromosomske abnormalnosti karakteristicne za
MDS.\5

Uzrok je mijelodisplazije nepoznat, a u svim defini-
cijama govori se o ,klonskoj bolesti mati¢ne hemato-
poetske stanice”. Unato¢ napretku znanosti bioloski
mehanizmi u podlozi MDS-a i dalje su nerazjasnjeni te
se intenzivno istrazuju. U ovom ¢lanku ukratko ¢emo
iznijeti pregled aktualnih hipoteza i onoga $to se danas
zna o nastanku tog sindroma te pokusati objasniti
dva dobro poznata citomorfoloska obiljezja MDS-a u
svjetlu novih spoznaja.

Rasprava

Vec¢inu MDS-a ¢ine slucajevi de novo, ¢ak 85 — 90%
svih bolesnika, dok sekundarni, naj¢esce postterapijski

SAZETAK. Mijelodisplasticni sindrom heterogena je grupa bolesti koje dijele neka klinicka i morfoloska obiljezja.
Uzrok im je nepoznat. Bududi da brz razvoj molekularne genetike omogucuje uvid u uzrocne genske aberacije,
danas se mogu odrediti neki patogenetski mehanizmi u nastanku mijelodisplasticnog sindroma. U ovom radu
pokusat ¢emo objasniti neka otkrica u tom podru¢ju i njihovu vezu s citomorfoloskim obiljezjima, fenotipom
mijelodisplasticnog sindroma.

SUMMARY. Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogenous group of diseases sharing some clinical and
morphological features. Their cause is unknown. Since the rapid development of molecular genetics allows an
insight into underlying genetic aberrations, today it is possible to determine some pathogenetic mechanisms in
MDS. In this presentation we would like to explain some of the discoveries in this area and their connection to the
myelodysplastic phenotype as seen in everyday cytomorphology work.

slucajevi ¢ine 10 — 15%. Starenje organizma najvazniji
jerizi¢ni ¢cimbenik za razvoj primarnog MDS-a, a inci-
dencija raste sa Zivotnom dobi.* Pretpostavlja se da se
tijekom Zivota starenjem ili drugim nepovoljnim oko-
lisnim ili genskim ucincima iscrpljuju zastitni meha-
nizmi koji nas §tite od genskih gresaka u hematopoet-
skoj mati¢noj stanici. Poremecaji koji nastaju nedo-
voljni su da bi prouzro¢ili njezinu smrt i abnormalni
klon opstaje na zivotu. U povoljnijem kontekstu vjero-
jatno se dodatno aktiviraju neki kompenzirajuci me-
hanizmi razli¢ita raspona djelotvornosti, ¢ime se moze
objasniti postojanje identi¢nih genskih gresaka kod
starije populacije bez znakova bolesti i kod oboljelih
od razli¢itih mijelodisplasti¢nih entiteta. Nepovoljan
kontekst vjerojatno dopusta gomilanje abnormalnosti,
$to vodi mnozenju nezrelih stanica i smrtnom ishodu.®

Ve¢ dugo se zna da su u pozadini MDS-a genske al-
teracije, ali tek danas shvacamo da one nastaju na ne-
koliko razli¢itih nivoa, detektabilnih na mikroskop-
skoj razini (citogeneticka analiza kromosomskih ano-
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malija) i submikroskopskoj razini (molekularna ana-
liza genskih i epigenetickih promjena te promjena
RNK).¢ Iako je nalaz konvencionalne citogenetike klju-
¢an u dijagnozi, klasifikaciji i prognozi MDS-a, u vise
od polovice slucajeva de novo ne nalazimo morfoloski
detektabilne anomalije broja i izgleda kromosoma.
Ako postoje, citogeneticke aberacije u MDS-u uglav-
nom su parcijalni ili kompletni gubitak kromosoma,
rjede njihov visak. Medu ucestalijim greskama, prog-
nosticki vrlo nepovoljnima, jesu ostecenja kromosoma
7. Cest je i gubitak, odnosno delecija dugog kraka kro-
mosoma 5 (5q-), bilo da se pojavljuje samostalno ili,
cesce, u kombinacijama s drugim defektima. Patoge-
netska veza broj¢anih i strukturnih promjena kromo-
soma s razvojem MDS-a nejasna je, a pretpostavlja se
da je u delecijama i monosomijama klju¢ni mehani-
zam haploinsuficijencija.®

Haploinsuficijencija gena nastaje kad diploidni or-
ganizam ima samo jednu funkcionalnu kopiju gena.
Druga mu je kopija inaktivirana gubitkom genskog
materijala ili mutacijom. Preostala funkcionalna kopi-
ja nije dovoljna za npr., produkciju proteina pa nastu-
paju poremecaj ili bolest. Haploinsuficijentni geni u
MDS-u uglavnom su slabo istrazeni i tek se trebaju
utvrditi.®

Komplementarnom primjenom novih tehnologija
molekularne dijagnostike danas su u vise od 70% bole-
snika s MDS-om dokazane mutacije brojnih gena. Me-
dutim, te mutacije nisu sve jednako vazne. Cesto nisu
specifi¢ne, a ve¢ina ima malenu incidenciju. Samo
mali dio tih mutacija zajednicki je velikom broju bole-
snika, odnosno, ucestalo se javljaju. Geni zahvaceni
takvim greskama odgovorni su za klju¢ne stani¢ne
procese, a uzro¢ne mutacije nazivaju se pogonske
(engl. driver) mutacije. One stanici u kojoj nastaju daju
selektivnu prednost rasta (npr., zbog povecane otpor-
nosti na apoptozu). Pri dijagnozi bolesnici obi¢no
imaju dvije do tri onkogene, pogonske mutacije i stoti-
ne usputnih (engl. passenger) mutacija. Usputne muta-
cije, za razliku od pogonskih, nemaju ni direktni ni
indirektni utjecaj na selektivni rast klona.

Oko polovice bolesnika ima pogonsku mutaciju jed-
nog od gena za spajanje RNK (engl. splicing factors —
SF), najces¢e SF3BI, U2AFI, SRSF2 i ZRSR2. Te su
mutacije medusobno iskljucive.” Pretpostavlja se da se
mutacije gena koji pripadaju istom bioloskom putu ne
pojavljuju zajedno jer to ne donosi dodatnu prednost
rasta ili stanica ne moze prezivjeti takve mutacije.

Otprilike isto toliko bolesnika nosi i mutacije jed-
nog ili viSe gena epigeneticke regulacije (ER), najcesce
TET2, ASXL1, DNMT3A, EZH2 i IDH1/2. U dijelu
slu¢ajeva mutacije gena SF-a i ER-a preklapaju se pa
oko cetvrtina bolesnika ima obje vrste mutacija. Brojni
drugi geni mogu biti komutirani s genima SF-a i ER-a,
a u oko 15% bolesnika takve mutacije nastaju samo-
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stalno. To su obi¢no geni transkripcijskih faktora
(RUNX1, ETV6, PHF6, GATA2), kinaznih signalnih
putova (NRAS, KRAS, JAK2, CBL), geni za reparaciju
DNK i drugi. Bolesnici s mutacijom gena TP53 obi¢no
imaju manje suradnih mutacija, a umjesto toga imaju
brojne kromosomske abnormalnosti, ukljucujuci kom-
pleksni kariotip. Samo mali dio bolesnika, njih oko
5%, nema dokazanih mutacija ni abnormalnosti kario-
grama.®

Danasnje shvaéanje patofiziologije mijelodisplazije

Danas se smatra da je prvi korak u patogenezi
MDS-a nastanak temeljne, pogonske mutacije u nezre-
loj hematopoetskoj mati¢noj stanici koja ima spo-
sobnost samoobnavljanja. Ta pogonska mutacija, koja
tipi¢no zahvaca gene SF-a ili ER-a, osigurava domina-
ciju i klonsku ekspanziju stanici u kojoj nastaje. Zbog
prednosti u rastu klon moze postati dominantan u ti-
jelu. Na kraju, sve hematopoetske stanice potjecu od
njega i sadrzavaju iste temeljne pogonske mutacije,
kao i iste usputne mutacije.®

Razvoj klinicke bolesti moze i ne mora nalagati do-
datne, suradnicke mutacije, a uzrokovan je abnormal-
nom proliferacijom, diferencijacijom i/ili defektnom
maturacijom klonskih hematopoetskih progenitora i
prekursora i/ili prekomjernom apoptozom. To vodi u
displaziju, neefektivhu hematopoezu i periferne cito-
penije. Medutim, odredene kombinacije dodatno mu-
tiranih gena mogu ¢ak rezultirati leukocitozom i trom-
bocitozom.

Stjecanje supklonskih pogonskih mutacija, najcesce
u genima zaduzenima za modifikaciju kromatina,
regulaciju transkripcije i stani¢no signaliziranje, vodi
do subpopulacija mati¢nih stanica s jos jace oste¢enim
diferencijacijsko-maturacijskim kapacitetom. Rezultat
toga jest progresivni porast nezrelih stanica, blasta, u
kostanoj srzi i perifernoj krvi. To stanje nije mono-
klonsko u uzem smislu rijeci, prije je mozai¢no, sastav-
ljeno od razli¢itih klonova/genoma s razli¢itim seto-
vima somatskih mutacija.?

Koji je bioloski ucinak najucestalijih
genskih gresaka u MDS-u?

Sinteza bjelancevina presudan je, vrlo slozeno regu-
liran bioloski proces. Greske u tom procesu mogu re-
zultirati produktima koji su kvalitativno i kvantita-
tivno razli¢iti od potrebnih. Mutacije i defekti koji
se javljaju rano u MDS-u zahvacaju upravo temelj-
ne segmente biosinteze bjelancevina - transkripciju,
translaciju i sintezu.

Geni ER-a modificiraju DNK i histone pri trans-
kripciji, a njihove mutacije dovode do hipermetilacije
gena koji su klju¢ni za regulaciju stani¢nog ciklusa,
apoptozu i tumorsku supresiju, $to rezultira uti$ava-
njem njihove ekspresije.®?
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Transkript gena, odnosno glasnicki RNK (mRNK)
koji napusta jezgru podlijeze modifikacijama, ukljucu-
judi izrezivanje nekodirajucih regija. Kodirajuce regije
ponovo se spajaju i tvore zreli mRNK. Te procese regu-
liraju geni SF-a, a njihove mutacije rezultiraju abe-
rantnim spajanjem kodirajucih dijelova i, posljedi¢no,
raznim, funkcionalno razli¢itim varijantama zrelog
mRNK.? Bioloski mehanizmi koji povezuju te mutacije
SE-a s transformacijom stanica i leukemogenezom ne-
poznati su.’

U fazi translacije zreli mRNK dekodira na riboso-
mima da bi se sintetizirao odgovarajuci protein. Ribo-
somski proteini zajedno s ribosomskim RNK (rRNK)
¢ine ribosome. U cestoj kromosomskoj gresci, del
(5q), zbog haploinsuficijencije gena za ribosomski
protein S14 (RPS14) dolazi do aberantne biogeneze
ribosoma.'*!!

Namece se pitanje je li moguce povuci poveznicu iz-
medu mutiranih gena - genotipa i vidljivog efekta nje-
gova izrazaja — fenotipa, odnosno morfoloskih obiljez-
ja mijelodisplazije, diseritropoeze, disgranulopoeze i
distrombopoeze. Nazalost, taj odnos najc¢esce nije pra-
vocrtan. Iste genske lezije mogu imati potpuno razlici-
te fenotipove, a isti fenotip moze biti produkt mutacija
razlic¢itih gena."”

Za razumijevanje patogenetskih mehanizama koji
dovode do odredenog fenotipa nije dovoljno pozna-
vati primarnu sekvenciju gena, ve¢ i njegovu funkciju.
Iako je danas sekvenciran cjelokupni ljudski genom,
funkcija mnogih gena i dalje je nepoznata.’ Intenzivan
znanstveni rad posljednjih godina rezultirao je otkrici-
ma koja povezuju neka dobro poznata morfoloska obi-
ljezja mijelodisplazije s odredenim genskim greskama.

Mutacija SF3B1

Jedna od morfoloskih znacajka diseritropoeze jest
stvaranje prstenastih (engl. ring) sideroblasta. Oni su
prekursori eritrocita s abnormalnim metabolizmom
stani¢nog Zeljeza. Normalno se u kostanoj srzi nalazi
20 - 60% sideroblasta, eritroblasta u kojima se citoke-
mijskim bojenjem za dokazivanje Zeljeza prikazu 1 - 2
sitna, plava zrnca u citoplazmi. Ta su zrnca endosomi
u kojima se nalazi visak Zzeljeza koje nije iskoristeno
za sintezu hema, tzv. siderosomi ili citosolni feritin.
Prstenasti sideroblasti (slika 1.) imaju najmanje 5 side-
roti¢nih granula koje zauzimaju najmanje tre¢inu op-
sega jezgre,” a zeljezo im je, za razliku od normalnih
sideroblasta, akumulirano u mitohondrijima kao tzv.
mitohondrijski feritin.

Danas se zna da se svakako najce$¢a mutacija gena
SF-a, mutacija SF3BI, moze povezati s nastankom
prstenastih sideroblasta. Ta je povezanost veoma jaka
- mutacija ima pozitivhu prediktivnu vrijednost od
97,7% za fenotip. Nedostatak prstenastih sideroblasta

SLIKA 1. PRSTENASTI SIDEROBLASTI, PREKURSORI ERITROCITA
S ABNORMALNOM DISTRIBUCIJOM ZELJEZA U CITOPLAZMI
(RAZMAZ KOSTANE SRZI, CITOKEMIJSKO BOJENJE NA ZELJEZO,
X 1000)

FIGURE 1. RING SIDEROBLASTS, ERYTHROCYTE PRECURSORS

WITH ABNORMAL CYTOPLASMIC IRON DISTRIBUTION
(BONE MARROW SMEAR, IRON STAIN, X 1000)

ima negativnu prediktivnu vrijednost od 97,8% za mu-
taciju SF3B1.7"

Nejasno je na koji nacin mutirani gen SF3BI uzro-
kuje stvaranje prstenastog sideroblasta. Taj defekt
odito proizvodi abnormalnu ekspresiju gena ukljuce-
nih u sintezu hemoglobina i transport Zeljeza.”” U tije-
ku su istrazivanja, a kandidat je ABCB7, gen s redu-
ciranom ekspresijom u bolesnika koji imaju > 15%
prstenastih sideroblasta. Mutirani SF3BI rezultira re-
duciranom transkripcijom i abnormalnim izreziva-
njem ABCB7, gena koji je prijeko potreban za procesi-
ranje mitohondrijskog Zeljeza.'* Mitohondrij je orga-
nela odgovorna za stani¢nu energiju, ali i za transfor-
maciju Zeljeza u stani¢no iskoristivi oblik (engl.
iron-sulfur cluster - ISC). Nagomilavanje Zeljeza u mi-
tohondrijima dovodi do poremecaja metabolizma Ze-
ljeza, do disfunkcije mitohondrija (smanjena redukci-
ja zeljeza i stvaranje ISC-a nuznih za sintezu hema),
oksidativnog o$tecenja i povecane apoptoze.'®

Postotak prstenastih sideroblasta u kostanoj srzi pa-
cijenata s MDS-om znatno varira, od manje od 20% do
vise 0od 90% i svakako ovisi o veli¢ini mutiranog klona,
ali to ne objasnjava potpuno takvu varijabilnost. Feno-
tip vjerojatno ovisi i o drugim, jo$ nepoznatim ¢imbe-
nicima.™

Rane temeljne, pokretacke mutacije gena SF-aiER-a
uvjetuju put klonske evolucije zbog ogranicenja koo-
perativnosti supklonskih genskih lezija. Na primjer, uz
mutirani SF3B1, dodatna mutacija gena za enzim iz
porodice tirozin kinaza, Janusove kinaze 2 (JAK?2) ili
trombopoetinskog receptora (MPL), dovodi do trom-
bocitoze i novog fenotipa — mijelodisplasti¢nog sin-
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droma s prstenastim sideroblastima i trombocitozom
(MDS-RS-T).”

Delecija dugog kraka kromosoma 5

Izolirana delecija 5q dobro je definiran klini¢ki sin-
drom makrocitne anemije, s trombocitozom ili bez
nje, morfoloski karakteriziran krupnim, hipolobuli-
ranim megakariocitima, bez mnozenja blasta i ¢esto
hipoplasticnom eritropoezom' (slika 2.). Hipopla-
sticna eritropoeza jo§ je jedna morfoloska pojava
koja se moze pokusati razjasniti na temelju danasnjih
saznanja.

SLIKA 2. KARAKTERISTICNA MORFOLOSKA SLIKA SINDROMA
5Q-, ERITROBLASTOPENIJA I MEGAKARIOCIT S KRUPNOM,
HIPOLOBULIRANOM JEZGROM (RAZMAZ KOSTANE SRZI, MGG,
X 1000)

FIGURE 2. CHARACTERISTIC MORPHOLOGY OF 5Q- SYNDROME,
ERYTHROBLASTOPENIA AND LARGE, HYPOLOBULATED
MEGAKARYOCYTE (BONE MARROW SMEAR, MGG, X 1000)

Gubitkom dugog kraka kromosoma 5 dolazi do gu-
bitka genskog materijala smjestenog u tom podrudju.
Neke regije kromosoma 5 gube se ¢e$¢e od drugih
(npr., 5q32-33). To su tzv. CDR-i (engl. commonly dele-
ted regions).'® Iz tog se podrucja izgubi niz gena, ali
vjerojatno je funkcija vecine njih odrzana zbog prisut-
nosti drugoga, zdravog kromosoma. Ako su za funkci-
ju potrebna oba alela, gubitkom ili inaktivacijom gena
na jednom kromosomu dolazi do haploinsuficijencije.
Danas se smatra da je haploinsuficijencija gena RPS14
patogenetska osnova inefektivne eritropoeze i anemije
u sindromu 5q-,'° a haploinsuficijencija gena miRNK
(miR-145 i miR-146a) odgovorna za poremecaj u me-
gakariopoezi i trombocitozu koja je katkad takoder
obiljezje ovog sindroma.'!

RPS14 nuzdan je u stvaranju podjedinice ribosoma
40S te radi haploinsuficijencije tog gena dolazi do abe-
rantne biogeneze ribosoma i smanjenja ukupne sintet-
ske aktivnosti hematopoetskih mati¢nih stanica.'” Osim
toga, smatra se da dolazi do aktivacije p53, §to vodi do
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povecane apoptoze i izolirane inefektivne eritropoeze.
Analogni mehanizmi supresije sazrijevanja eritropoeze
dokazani su u nasljednim oblicima izolirane aplazije
crvene loze (engl. pure red cell aplasia - PRCA). PRCA
je rijetko stanje gdje maturacijski arest nastupa u ranoj
fazi eritropoeze. U stecenoj je formi idiopatska ili se-
kundarna zbog parvovirusne infekcije, nekih lijekova,
imunosnih poremecaja ili neoplazije. U kongenital-
nom obliku PRCA-e, Diamond-Blackfanovoj anemiji
(DBA), kod vecine bolesnika dokazani su defekti gena
koji kodiraju ribosomske proteine, najéesé¢e haploin-
suficijencija RPS19. Zbog aberantne biogeneze riboso-
ma DBA se smatra ribosomopatijom, a analogno tomu
i sindrom 5q-, za koji drze da je steCeni oblik DBA.*

Jos nije sasvim jasno za$to poremecena sinteza ribo-
soma pogada uglavnom eritropoezu. Pretpostavlja se
da je vrlo osjetljiva na aktivaciju tumorskog supresora
p53, stanicnog mehanizma zastite od stresa, ukljucu-
judi o$te¢enje DNK. Efekt p53 ovisi o vrsti zahvacenog
RP-a (RPS19 djeluje uglavnom na proliferaciju i sta-
ni¢ni arest, drugi na diferencijaciju i apoptozu).!

Alternativna hipoteza o selektivnoj osjetljivosti eri-
tropoeze govori o neravnotezi stvaranja hema i globi-
na. Eritroidni progenitori imaju sposobnost brze pro-
liferacije koja trazi visoku razinu aktivnosti ribosoma.
Pogodene stanice mozda ne mogu odrzavati trazenu
razinu sinteze globina, $to dovodi do relativnog eksce-
sa slobodnog hema, toksi¢nog za stanice.”

Zanimljivo je da se haploinsuficijencija RPS14 moze
naci i u mnogih bolesnika s MDS-om koji nemaju kro-
mosomsku aberaciju 5q-, vjerojatno zato $to delecija
toga gena moze postojati neovisno o ostecenju cijelog
kromosoma.*

Zakljucak

Na kraju treba naglasiti da nas poznavanje mutira-
nih gena i njihove funkcije priblizava razumijevanju
biolo$kih mehanizama u nastanku MDS-a, katkad i
razumijevanju njegova fenotipa, ali valja imati na umu
da molekularna obiljezja nisu dijagnosticka za MDS i
moraju se tumaciti samo u odgovaraju¢em klinickom i
morfoloskom kontekstu. Stoga je morfologija, iako
subjektivna, i dalje temelj dijagnostike MDS-a.
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