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SAZETAK. Mijelodisplasticni sindrom (MDS) klonski je poremecaj krvotvorne maticne stanice karakteriziran neu-
Cinkovitom hematopoezom i citopenijom u perifernoj krvi, a u oko trecine bolesnika moZe doci do progresije
poremecaja u akutnu mijeloi¢nu leukemiju (AML). Dijagnoza MDS-a postavlja se nakon analize periferne krvi i
kostane sr7i, a ovisno o postotku blasta u kostanoj srZi, broju citopenija te citogenetickim abnormalnostima, odre-
duju se prognosticki indeksi (engl. International Prognostic Scoring System — PSS, Revised International Prognostic
Scoring System — IPSS-R, WHO Prognostic Scoring System — WPSS). Dosad su provedena brojna istrazivanja o
molekularnim mehanizmima i epigenetickim putovima u mijelodisplasti¢nom sindromu te njihovu prognostic-
kom i terapijskom znacenju, ali je malo studija o vaznosti mikroRNK (miRNK) u MDS-u. U posljednjih nekoliko
godina objavljeni su brojni rezultati o utjecaju aberantnog izrazaja miRNK u malignim poremecajima, pri cemu su
se miRNK-i pokazali kao geni koji suprimiraju tumor ili onkogeni. U pojedinim su tumorima miRNK-i prepoznati
kao dijagnosticki i prognosticki parametri te mogui terapijski ciljevi. U ovom radu donosimo pregled dosadasnjih
rezultata o ulozi miRNK u MDS-u.

SUMMARY. Myelodysplastic syndrome (MDS) is a clonal hematopoietic stem cell disorder characterized by inef-
fective hematopoiesis and cytopenia in peripheral blood, where about a third of patients may develop acute
myeloid leukemia (AML). The diagnosis of MDS requires the analysis of peripheral blood and hone marrow.
Depending on the percentage of blasts in the bone marrow, the number of cytopenias and cytogenetic abnor-
malities, determination of the prognostic indices is possible (IPSS -, International Prognostic Scoring System”,
R-IPSS-,Revised International Prognostic Scoring System”, WPSS - ,WHO Prognostic Scoring System”). Until
today, numerous studies have been conducted on the molecular mechanisms and epigenetic pathways in myelo-
dysplastic syndrome, and their prognostic and therapeutic importance, but there are few studies analyzing the
importance of microRNAs (miRNAs) in MDS. In the last few years, there have been numerous results on the
impact of aberrant miRNA expression in malignant disorders where the miRNA represent tumor suppressor genes
or oncogenes. Several miRNAs have been recognized as diagnostic and prognostic parameters and possible
therapeutic targets. In this paper, we present the overview of recent results on the role of miRNA in MDS.

Mijelodisplasti¢ni sindrom (MDS) klonski je pore-
mecaj krvotvorne mati¢ne stanice karakteriziran neu-
¢inkovitom hematopoezom i citopenijom u perifernoj
krvi, a u oko tre¢ine bolesnika moze do¢i do progresije
poremecaja u akutnu mijeloi¢nu leukemiju (AML).
Dijagnoza MDS-a postavlja se nakon analize periferne
krvi i ko$tane srzi, a ovisno o postotku blasta u kosta-
noj srzi, broju citopenija te citogenetickim abnor-
malnostima, odreduju se prognosticki indeksi (IPSS,
IPSS-R, WPSS).'*

Prognosticku vaznost u MDS-u pokazali su i para-
metri vezani uz dob bolesnika, komorbiditet, stupanj
fibroze kostane srzi (> 2), povi$enu vrijednost LDH i
beta-2-mikroglobulina, serumskog albumina te brojne
somatske mutacije. Mijelodisplasti¢ni sindrom naj-

ce$ce se pojavljuje kod starijih bolesnika (prosjek 70
godina), dok je oko 10% bolesnika mlade od 50 go-
dina. Incidencija MDS-a iznosi 4/100.000 osoba, dok
se kod starijih od 70 godina dijagnosticira u 40 — 50/
100.000 stanovnika.>*!°

Hematopoeza je regulirana slozenom mrezom mo-
lekularnih mehanizama koji reguliraju diferencijaciju,
proliferaciju i apoptozu, a brojne citogeneticke pro-
mjene i mutacije gena, aberantna metilacija promotora
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gena koji suprimiraju tumor te utjecaj pojedinih mi-
kroRNK (miRNK) unatrag nekoliko godina zauzima-
ju sve vecu dijagnosticku i prognosticku vaznost.>®
MikroRNK iz plazme ili seruma neinvazivan je i brzo
dostupan biomarker koji se zasad, kao cirkulirajudi,
analizira u eksperimentalnim radovima, ali ima velik
potencijal da u buducnosti postane dijagnosticki ili
prognosticki parametar.

Dosadasnja istrazivanja

Dosad su provedena mnoga istrazivanja o moleku-
larnim mehanizmima i epigeneti¢kim putovima u mi-
jelodisplasticnom sindromu te njihovu prognostickom
i terapijskom znacenju, ali je malo studija o vaznosti
mikroRNK u MDS-u.

U posljednjih nekoliko godina objavljeni su brojni
rezultati o utjecaju aberantnog izrazaja miRNK u ma-
lignim poremecajima, pri ¢emu su se miRNK-i poka-
zali kao geni koji suprimiraju tumor ili onkogeni. U
pojedinim su tumorima miRNK-i prepoznati kao dija-
gnosticki i prognosticki parametri te moguci terapijski
ciljevi.

Cirkuliraju¢i miRNK u dosadasnjim se istrazivanji-
ma pokazao pouzdanim biomarkerom. Prema defini-
ciji, idealan biomarker trebao bi biti specifi¢an, nein-
vazivno lako myjerljiv, jednostavno uporabljiv u dija-
gnostici i praenju, visoke prediktivnosti i osjetljivosti.
Vecina danas dostupnih biomarkera u plazmi ili seru-
mu niske su specificnosti i osjetljivosti, jednim dijelom
i jer se uglavnom radi o proteinima koje sintetiziraju
zdrave i maligne stanice.’

miRNK-i maleni su, jednolan¢ani RNK-i priblizne
veli¢ine 22 nukleotida kodirana od razli¢itih gena. Na-
laze se u mikrovezikulama (egzosomima) koje otpu-
$taju tumorske stanice i u kojima cirkuliraju od jedne
do druge stanice. miRNK-i se ne prepisuju u protei-
ne, nego reguliraju ekspresiju drugih gena rezudi ili,
¢eSce, smanjujudi translaciju njihova glasnickog RNK
(mRNK). Identifikacija specifi¢cnih miRNK i pracenje
promjena u njihovu izrazaju u stanicama ili tkivima
vazni su pri razumijevanju regulacije gena, i u fiziolos-
kim i u patoloskim stanjima. Nekodiraju¢i, maleni
miRNK-i reguliraju vise od trec¢ine ljudskih gena tako
$to djeluju na posttranskripcijskoj razini i utje¢u na
izrazaj proteina smanjivanjem translacije ili destabili-
ziranjem ciljanoga glasnickog RNK.510-1¢

Oko 50% poznatih gena miRNK smjesteno je na fra-
gilnim mjestima koja se dovode u vezu s nastankom
tumora. Cirkulirajudi i stabilni miRNK-i mogu se naci
u razli¢itim tjelesnim tekuc¢inama: plazmi, serumu,
slini, cerebrospinalnom likvoru, maj¢inu mlijeku. Imaju
vaznu ulogu u brojnim razvojnim procesima koji
uklju¢uju metabolizam, apoptozu, stani¢ni rast, diobu
mati¢nih stanica, diferencijaciju miocita i morfogene-
zu mozga.’
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Prvi rad koji je povezao izrazaj miRNK u malignim
poremecajima bio je upravo iz podru¢ja hematolo-
gije. Calin i suradnici identificirali su dva miRNK
(miR-15a1miR-16) koji su bili smjesteni u kromosom-
skoj regiji 13q14. Ova genomska regija izbrisana je
u vedini slucajeva B-kroni¢ne limfocitne leukemije
(B-KLL), a dva navedena miRNK slabijeg su izrazaja
kod oko 70% nositelja ove delecije.®

Cirkuliraju¢i miRNK poceo se proucavati i kao dija-
gnosticki biomarker pa je nekoliko autora analiziralo
pojedine miRNK-e u hematoloskim poremecajima.

Tako je kod akutne mijeloi¢ne leukemije uocen po-
jacan izrazaj miRNK-150 i miRNK-155 u odnosu
prema zdravim kontrolnim ispitanicima s osjetljivos¢u
od 91,4% i specifi¢cnos$¢u od 87,5%, a AML se pokazao
kao jedan od najboljih modela bolesti za pouzdaniju
dijagnosticku vrijednost razine miRNK.

Moussay i suradnici analizirali su izrazaj miRNK u
grupi bolesnika s KLL-om koji su bili pozitivni i nega-
tivni na ZAP-70, a usporedili su ih sa zdravim poje-
dincima te bolesnicima s multiplim mijelomom i tri-
holeukemijom. U plazmi bolesnika s KLL-om nega-
tivnih na ZAP-70 izdvojena je poviSena vrijednost
miRNK-150 koja je korelirala s agresivnijom prezenta-
cijom bolesti. Snizena razina miRNK-20a i pozitivan
izrazaj ZAP-70 kod dijagnoze definirali su grupu bole-
snika s KLL-om i brZzom progresijom bolesti te potre-
bom za ranijim lijeenjem.?

Stamatopoulos i suradnici uoc¢ili su povisenu razinu
miRNK-150 u serumu bolesnika s KLL-om i nepovolj-
nim citogenetickim promjenama te pozitivnim CD38.
Razvili su kvantitativni PCR-zbroj koji ukljucuje pro-
gnosticke parametre ZAP-70, lipoprotein lipazu (LPL)
i miR-29¢ u bolesnika s KLL-om. Prisutnost losijih
prognostickih parametara (poja¢an izrazaj ZAP-70,
LPL i niska razina miR-29¢) povezani su s lo$ijim
ukupnim prezZivljenjem. Visoka razina miR-21 uz
dell7p pokazala se izrazito lo$im prognostickim para-
metrom ukupnog prezivljenja u bolesnika s KLL-om.*!

miRNK-i su grubo podijeljeni na gene koji suprimi-
raju tumor i onkogene, a pojedini miRNK moze u
jednom tumoru biti tumorski supresor, a u drugome
onkogen. Svaki tumor ima specificne miRNK-e koji
mogu biti razli¢ito izrazeni. miRNK ima i kriti¢cnu
ulogu pri reguliranju razvoja mati¢ne stanice i proge-
nitornih stanica u zrelu mijeloidnu stanicu, a njegov
pojacan ili slabiji izrazaj pokazao se vaznim u onkoge-
nezi i diferenciranju u pojedinim hematopoetskim
odjeljcima.'®!”19-2!

Pojacan izrazaj pojedinih miRNK u AML-u, KML-u
(kroni¢noj mijeloi¢noj leukemiji), NHL-DLBCL-u
(ne-Hodgkinovu limfomu, difuznom B-velikostanic-
nome) te B-KLL-u povezan je s loijim prezivljenjem,
slabijim odgovorom na terapiju i visim rizikom od
relapsa, iako su pojedini autori pokazali i da sniZena



razina pojedinih miRNK moze pozitivno korelirati s
rizikom od relapsa ili s neuspjehom lije¢enja. Takoder
je uoceno da izrazaj miRNK u pojedinim hemato-
loskim poremecajima moze pridonijeti odredivanju
tijeka bolesti, pa i kad su prognosti¢ki parametri po-
voljni.??2

Izrazaj miRNK u MDS-u

Nekoliko je studija dokazalo povezanost izrazaja po-
jedinih miRNK s podtipovima MDS-a te ostalim
dosad poznatim prognostickim parametrima.

Hussein i suradnici analiziranjem 365 miRNK u 25
bolesnika s MDS-om pokazali su globalno snizenu re-
gulaciju razine miRNK koji su uklju¢eni u normalnu
hematopoezu, upozoravajuci na slicnost sa slabijim
izrazajem miRNK u ostalim malignim bolestima.*

Izrazaji miRNK-10a i miRNK-34a mogu diferenci-
rati MDS nizeg rizika u odnosu prema visokorizi¢no-
mu. Tako je profil izrazaja miRNK u RAEB-1 (refrak-
torna anemija s viSkom blasta tipa I) bio sli¢an izraza-
jima kod IPSS-a niskog rizika, dok je profil izrazaja
miRNK pri MDS-u RAEB-2 (refraktorna anemija s
viskom blasta tipa II) pokazao sli¢nost s onime u bole-
snika s AML-om.*-

Jedna od studija koje su pokusale povezati izrazaj
razli¢itih miRNK s poznatim prognostickim parame-
trima ukljucila je 44 bolesnika s MDS-om i definirala
68 miRNK koji su bili razli¢itog izrazaja medu bolesni-
cima s MDS-om visokog rizika i s onime niskog rizika.
Izdvojen je miRNK-181b koji je bio pojacano izrazen
u obje grupe, ali je njegov pojacani izrazaj u grupi s
MDS-om niskog rizika bio povezan s kra¢im prezivlje-
njem.”

Pons i suradnici analizirali su 25 uzoraka kostane
srzi bolesnika s MDS-om i identificirali 12 poja¢ano
eksprimiranih miRNK u kostanoj srzi te njih 6 u peri-
fernoj krvi. Vecina tih miRNK pripadala je skupini
miRNK-17-92 ¢ija je funkcija povezana s deregula-
cijom proliferacije i antiapoptotickim mehanizmima,
§to moze objasniti poremecenu proliferaciju hema-
topoetskih stanica u MDS-u. U daljnjoj analizi 6
miRNK bilo je pojacano izrazeno i u uzorcima perifer-
ne krvi, dok su 3 miRNK (miRNK-181a, miRNK-222
i miRNK-155) bila pojacano izrazena u MDS-u viso-
kog rizika za razliku od njihove niske ekspresije pri
MDS-u niskog rizika. U drugom je istrazivanju grupa
miRNK-1/miRNK-133a bila pojacano eksprimirana u
svim uzorcima.”

Dostalova i suradnici identificirali su 13 pojacano
izrazenih miRNK i njih 9 slabije izrazenih. U daljnjoj
analizi bolesnici su podijeljeni na RAEB 1, RAEB 2 i
AML. Profil RAEB-a 1 bio je sli¢an zdravim kontrola-
ma, dok je RAEB 2 bio slican AML-u. Autori su izdvo-
jili dva miRNK: miRNK-10-a i miRNK-34-a. miRNK
10-a bio je povezan s leukemijskom transformacijom u
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podtipu RAEB 2, dok je miRNK 34-a bio povezan s
alteracijom hematopoeze. Ovo je ujedno prva studija
koja je pokazala patogenetski mehanizam miRNK u
MDS-u.*® Erdogan i suradnici analizirali su 44.519
proba miRNK u niskorizicnome MDS-u. Pet miRNK
ostalo je znatno u validacijskoj skupini s konstruira-
nim algoritmom od ¢ak 50 ciljanih gena koji su varirali
od transkripcijske regulacije do translacije RNK, po-
kazuju¢i da malen broj miRNK moze ciljati multiple
mRNK-e ciljnih gena.* Choi i suradnici istrazivali
su utjecaj ucestalih kromosomskih abnormalnosti u
MDS-u, trisomije 8 i 1q, na ekspresiju miRNK. Nadene
su znatno viSe razine miRNK-194-5p i miRNK-320a
u ovih bolesnika s mogu¢om prognostickom implika-
cijom za miRNK-194-5p. Pons i suradnici identificira-
li su kod 25 bolesnika s MDS-om pojacanu ekspresiju
12 miRNK u kostanoj srzi.”” Nadalje, 6 tih miRNK bilo
je uoceno i u perifernoj krvi.

Sokol i suradnici uspjeli su u 45 bolesnika s MDS-om
pronadi profil miRNK koji je ukljuc¢ivao 10 razli¢itih
miRNK. Taj je profil mogao razdvojiti bolesnike prema
IPSS-u na visokorizi¢ne i niskorizi¢ne. MiR-181b bio
je izrazeniji u visokorizi¢noj skupini, ali je njegov po-
jacani izrazaj u niskorizi¢noj skupini bio povezan s lo-
$§ijim prezivljenjem (3,5 prema 9,3 godine).*

Prva studija koja je rabila cirkuliraju¢i miRNK (let
7aimiRNK 16) u plazmi 50 bolesnika s MDS-om pro-
nasla je bimodalnu distribuciju ekspresije ovih bio-
markera. Autori su u daljnjoj analizi podijelili bolesni-
ke u dvije skupine s obzirom na razinu izrazaja. Visoke
razine ovih biomarkera bile su povezane s losijim isho-
dom ukupnog prezivljenja i prezivljenja bez leukemij-
ske transformacije, dok je let 7a u multivarijatnoj ana-
lizi bio neovisan ¢imbenik.?®

U plazmi 72 bolesnika s MDS-om i normalnim ka-
riogramom u usporedbi s 12 zdravih kontrolnih ispita-
nika analiziran je izrazaj 800 proba humanoga cirkuli-
raju¢eg miRNK. Uzorci plazme uzeti su kod novodija-
gnosticiranih bolesnika prije bilo kakvog lijecenja i 6
mjeseci nakon njega. Glavni cilj studije bila je identifi-
kacija mikroRNK u plazmi bolesnika koji mogu biti
prognosticki biomarkeri ako ne postoje citogeneticke
abnormalnosti, a ni ostali rizi¢ni ¢imbenici. Naden je
profil od 7 miRNK (let 7a, miRNK 144, 16, 25, 451,
651 1 655) koji je mogao podijeliti bolesnike s obzirom
na ishod u dvije skupine s rizikom od smrti u iznosu
od 6,54%. Nadalje, taj je profil mogao predvidjeti ishod
s ve¢om to¢noscu (75%) od samog IPSS-a (50%). Kod
bolesnika s MDS-om s diploidnim kariotipom i bez
poznatih somatskih mutacija povezanih s MDS-om
gotovo da i ne postoje dosad poznati klinickopatoloski
i bioloski markeri koji bi prognosticki stratificirali ovu
grupu. Od izdvojenih miRNK, miRNK-144/451 lokus
nalazi se na kromosomu 17 te sudjeluje u eritroidnom
razvoju i homeostazi. miR-25 poznati je regulator p53
i ukljucen u ,,programiranje“ mati¢ne stanice.*
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Studija koja je rabila miRNK kao prognosticki ¢im-
benik za lijeCenje hipometiliraju¢im agensima, 5-aza-
citidinom i decitabinom ukljucivala je 58 bolesnika s
primarnim ishodom ukupnog odgovora. Bolesnici su,
prema izrazaju cirkuliraju¢eg miRNK 21, podijeljeni u
dvije skupine. Skupina s pojacanim izrazajem imala je
znatno nizu stopu odgovora (41,2%) za razliku od sku-
pine sa slabim izrazajem (73,2%), s osjetljivosti od
83,3% i specifi¢nosti od 45,8% za navedeni biomarker.
Nije pokazana bitna razlika u ukupnom prezivljenju,
no vrijeme bez leukemijske transformacije bilo je znat-
no dulje u skupini sa slabijim izrazajem miR-21 (44,5
prema 14 mjeseci).”

Pojacan izrazaj miR-126 u bolesnika s MDS-om po-
vezan je s kra¢im prezivljenjem, ve¢om ucestalosti re-
lapsa i pojac¢anim izrazajem onkogena.*

miR-125b ima vide ciljnih molekula preko kojih
istodobno kontrolira proproliferativne i proapoptot-
ske signalne putove, a koji moraju biti usko regulirani
u fizioloskim uvjetima. Ako se tijekom karcinogeneze
izgube mehanizmi regulacije, dolazi do aktiviranja ili
blokiranja onkogenih putova ili putova koji suprimi-
raju tumor.

Ako je miR-125b slabijeg izrazaja, izgubljena je nje-
gova funkcija tumorskog supresora i dolazi do aktivi-
ranja onkogenih putova, zaustavljanja proapoptotske
kaskade te maligne transformacije. Ako je miR-125b
pojacano izrazen zbog kromosomskih translokacija
ili transkripcijskih aktivacija, potaknuti su onkogeni
signalni putovi koji smanjuju aktivnost p53 ili ostalih
apoptotskih mehanizama. Analizom izrazaja miRNK
u multiplim hematopoetskim subpopulacijama uoce-
no je da je miR-125b medu najviSe zastupljenim
miRNK u mati¢nim stanicama i sudjeluje kao regula-
tor hematopoeze na razini mati¢ne stanice.*-*

miR-125a inhibira eritroidnu diferencijaciju u sta-
ni¢nim linijama leukemije i MDS-a, ali utjece i na gra-
nulocitno/monocitnu lozu te megakariocitnu lozu.**
Gomez i suradnici pokazali su da razina izrazaja
miR-125a obrnuto proporcionalno korelira s preziv-
ljenjem bolesnika s MDS-om, a sli¢no vrijedi i za cir-
kuliraju¢e miR-99b i let-7e.*

Pojacan izrazaj miR-205-5p mozZe pospjeSiti razvoj
MDS-a potic¢udi stani¢ni rast i inhibirajuéi izrazaj tu-
morskih supresora kao §to je pokazano u radu Jang
Sook Jina i suradnika. Autori su analizirali 65 bolesni-
ka s MDS-om i 11 zdravih kontrola, a razine miRNK
odredivane su u aspiratu kostane srzi. Izrazaj miRNK
205-5p bio je 12,5 puta jaci kod bolesnika s MDS-om u
odnosu prema kontroli. U grupi bolesnika s MDS-om
razina miRNK-205-5p bila je znatnije poviSena pri
MDS-u niskog rizika u odnosu prema visokorizi¢no-
mu. Stoga autori zaklju¢uju da miRNK-205-5p moze
biti onkogen u MDS-u niskog rizika.*’

Navedeni su miRNK-i potencijalni prognosticki pa-
rametri koji bi se mogli rabiti u klinickoj praksi s ob-
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zirom na to da cirkuliraju stabilni u perifernoj krvi.
Zasad jo$§ nema rezultata o primjeni antagonista
miRNK (antagomiRi), miRNK-mimetika ili ,,miRNK-
-spuzava“ u MDS-u koji utjeCu na putove povezane s
miRNK vezudi se ili blokiraju¢i onkogene miRNK-e.

Dosadasnja dinamicka istrazivanja miRNK pokusa-
vaju odgovoriti na pitanja koliko njihov izrazaj moze
biti koristan u klinickoj praksi, ali i kako iskoristiti
miRNK u lije¢enju hematoloskih poremecaja kontroli-
rajudi izrazaj njihovih ciljnih gena. Inhibiranjem odre-
denih miRNK moze do¢i do redukcije tumorske proli-
feracije.*®?

Prvi mikroRNK biofarmaceutik jest MRX34, trenu-
ta¢no jedini ¢ija se djelotvornost ispituje u onkoloskim
klini¢ckim istrazivanjima (faza 1).>*

Podrugje istrazivanja ovih malenih, nekodirajucih
miRNK golemo je i raste iz dana u dan donose¢i nam
nove spoznaje o njihovoj vaznosti u patogenezi razli-
¢itih tumora.
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