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1. UVOD 

 

Sazrijevanje krvotvornih stanica regulirano je brojnim citokinima, čimbenicima poticanja 

kolonija, tkivnim čimbenicima rasta i hormonima. Njihovo je međudjelovanje vrlo složen proces 

koji je usklađen s potrebama organizma i važan za održavanje homeostaze hematopoetskog i 

imunološkog sustava. Poremećaji tog međudjelovanja dio su patofiziologije brojnih 

hematoloških, imunoloških, metaboličkih, koštanih i endokrinih bolesti.  

 

1.1. Struktura i funkcija krvotvornog sustava 

 

  

Uloga krvotvornog (hematopoetskog) sustava je stvaranje krvotvornih stanica. Čine ga organi i 

tkiva u kojima sazrijevaju krvne stanice tijekom procesa koji se naziva hematopoeza. To je 

sustav koji čini funkcionalnu, ali ne i anatomsku cjelinu. Tijekom embrionalnoga razvoja 

hematopoeza se odvija u žumanjčanoj vrećici, jetri, slezeni i koštanoj srži (1). U odraslom 

organizmu razlikujemo dvije vrste tkiva u kojima se odvija proces hematopoeze: mijeloidno 

tkivo (crvena koštana srž dugih kostiju, rebara, prsne kosti, tijela kralježaka i kostiju lubanje) i 

limfoidno tkivo (uz koštanu srž i limfni čvorovi, tonzile, slezena i timus) (1). Tako se proces 

hematopoeze može podijeliti u procese imunopoeze kojim nastaju limfociti i plazma stanice te 

procese mijelopoeze kojim nastaju eritrociti, granulociti, monociti/makrofagi i trombociti (Slika 

1). Limfne organe i tkiva možemo podijeliti u primarne (timus i koštana srž) i sekundarne (limfni 

čvorovi, slezena i limfno tkivo pridruženo sluznicama).  

Timus je organ u kojem sazrijevaju limfociti T. Najveći je u fetalnome razdoblju, a nakon 10. 

godine života naglo involuira. Timus se dijeli na režnjiće koji se sastoje od kore bogate 
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limfocitima i srži koja je siromašna limfocitima. Između limfocita nalaze se epitelne stanice, 

dendritične stanice i makrofagi koji zajedno s vezivom čine stromu timusa (2).  

Koštanu srž čini vezivno tkivo koje se nalazi u medularnoj šupljini kostiju. Sastoji se od 

stromalnih stanica (masne stanice, mezenhimalne stromalne stanice, endotelne stanice, 

makrofagi) među koje su uklopljene krvne stanice (2). Stromalne stanice zajedno s limfocitima T 

i makrofagima proizvode čimbenike rasta nužne za razvoj i diferencijaciju svih krvotvornih loza. 

Razlikujemo crvenu aktivnu koštanu srž u kojoj nastaju i sazrijevaju krvne stanice te žutu 

inaktivnu koštanu srž koja se sastoji poglavito od masnih stanica. Tijekom starenja organizma 

smanjuje se udio crvene koštane srži i povećava udio žute (1). U stanjima povećane potrebe za 

stvaranjem krvnih stanica proširuje se crvena koštana srž u područje žute. U nekim patološkim 

stanjima, primjerice mijelofibrozi, proizvodnja krvnih stanica odvija se osim u koštanoj srži i u 

drugim organima i tkivima primjerice jetri, slezeni i limfnim čvorovima (3). Taj se proces 

stvaranja krvnih stanica izvan koštane srži naziva ekstramedularna hematopoeza. Osim u 

patološkim stanjima, proces ekstramedularne hematopoeze može se odvijati i tijekom 

imunološkog odgovora na različite patogene. Tako u slezeni i jetri sazrijevaju predočne stanice i 

fagociti (3). U koštanoj srži nalaze se nezrele stanice koje susljednim procesima proliferacije i 

diferencijacije sazrijevaju u funkcionalne stanice pojedinih hematopoetskih loza (Slika 1) (4, 5). 

Najnezrelija stanica u koštanoj srži, iz koje nastaju funkcionalne zrele krvne stanice svih loza, 

naziva se pluripotentna matična stanica (HSC, prema engl. hematopoietic stem cell). Najveći 

udio koštane srži čine različiti stadiji nezrelih progenitorskih hematopoetskih stanica koje su 

morfološki i fenotipski prepoznatljive jer izražavaju značajke pojedinih hematopoetskih loza 

(Slike 1 i 2). 
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Limfni čvorovi smješteni su uzduž limfnih žila. Limfa prolazi izravno kroz limfni čvor i ovdje 

započinje imunosni odogovor na antigene koje iz međustaničnih prostora donosi limfa. U kori 

limfnog čvora nalaze se limfociti, dendritične stanice i makrofagi koji okružuju sinuse krvnih i 

limfnih žila. U srži se nalaze makrofagi i plazma stanice. Protok krvi i limfe kroz limfni čvor 

omogućuje susret naivnih limfocita i antigena. S limfom dolaze dendritične stanice koje su 

vezale antigen, ali i slobodni antigeni. Te antigene hvataju i prerađuju dendritične stanice, 

makrofagi i limfociti B te ih predočuju limfocitima T. Ako dođe do susreta antigena i specifičnog 

limfocita T započinje imunosni odgovor. Ako limfociti T ne naiđu na tuđe antigene, eferentnim 

limfnim žilama odlaze prema torakalnom duktusu, a potom u vensku cirkulaciju (2).  

Slezena reagira na antigene koji u nju dolaze iz krvi. Okružuje ju kapsula građena od gustog 

vezivnoga tkiva. U medijalnom dijelu slezene nalazi se hilus koji sadrži krvne žile, živce i limfne 

žile. Središnji dio slezene sačinjava pulpa. Razlikujemo crvenu pulpu i bijelu pulpu. U crvenoj 

pulpi se nalaze eritrociti, makrofagi, dendritične i plazma-stanice. Tu se odvija fagocitoza i 

uklanjaju oštećeni eritrociti, mikroorganizmi i druge čestice. U bijeloj pulpi se nalaze nakupine 

limfocita T. Nakon antigenske stimulacije na rubovima tih nakupina pojavljuju se limfociti B (2). 

U slezeni se odvija imunoreakcija na antigene koji se nalaze u krvi, a sama slezena služi kao 

filtar za krv. Odstranjuje intracelularne inkluzije poput ostataka jezgre u eritrocitima, siderotične 

granule, sferocite te eritrocite i trombocite obložene antitijelima (6). U slezeni se zadržavaju i 

trombociti i granulociti koji se, kada je to potrebno, novače u cirkulaciju (6). 

Limfno tkivo pridruženo sluznicama za razliku od jetre i slezene nema ovojnicu i nalazi se u 

stijenci probavnog, dišnog i spolno-mokraćnog sustava. Smješteno je u sluznici ili neposredno 

ispod nje. Neka od tih tkiva su dobro organizirana poput tonzila i Peyerovih ploča, dok se druga 

sastoje od manje-više difuznih nakupina ili pojedinačnih stanica u sluznicama (2). 
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Na hematopoetski sustav snažno djeluju različita zbivanja u organizmu. Tako primjerice 

infekcija, osim lokalnih promjena u zahvaćenom organu, izaziva reakciju hematopoetskog 

sustava što opažamo u vidu promjena u broju krvnih stanica i diferencijalnoj krvnoj slici. 

Zloćudni tumori djeluju na hematopoetski sustav, i to tako da smanjuju broj hematopoetskih 

stanica zbog toksičnog učinka nekroze ili izravno potiskuju koštanu srž zbog metastaza u 

kostima (7). Hematopoetski sustav može također biti i primarno mjesto nastanka zloćudnih 

bolesti hematopoetskih stanica, prije svega leukemija. 
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1.1.2. Hematopoeza 

 

Hematopoeza je proces stvaranja krvnih stanica. Sve krvne stanice nastaju iz hematopoetske 

matične stanice. U zdrave, odrasle osobe, dnevno nastane oko 10
12 

novih krvnih stanica (8). Taj 

je proces ključan za održavanje homeostaze broja krvnih stanica u perifernoj cirkulaciji.  

Hematopoetska matična stanica nastaje u koštanoj srži i ima sposobnost diferencijacije u sve loze 

zrelih krvnih stanica (Slike 1 i 2). Ovisno o potrebama organizma i stimulaciji faktorima rasta, 

hematopoetska matična stanica najprije se usmjerava u nezrelu stanicu mijelopoetske ili 

limfopoetske loze i na kraju diferencira u jednu od staničnih loza (9). Na temelju izražaja 

membranskih biljega, koji poglavito pripadaju CD (prema engl. cluster of differentiation)-

klasifikaciji molekula, možemo odrediti razvojni stadij i staničnu lozu pojedine progenitorske 

stanice. Tako iz mijeloidnog progenitora nastaju preteče granulocita i monocita/makrofaga te 

megakariocita i eritrocita (10). Iz limfoidnog progenitora nastaju limfociti T i B te NK (prema 

engl. natural killer) i dendritične stanice (11) (Slika 2). Hematopoetska matična stanica također 

ima mogućnost samoobnavljanja (12). Neke od njenih stanica kćeri ostaju u stadiju 

multipotentne hematopoetske matične stanice, tako da se broj matičnih stanica održava 

razmjerno stalnim tijekom života.  

U koju će se lozu matična stanica diferencirati prije svega ovisi o čimbenicima rasta s kojima 

dolazi u doticaj. Ti su čimbenici rasta poglavito citokini skupine čimbenika poticanja kolonija i 

interleukini te neki hormoni, kemokini i tkivni čimbenici rasta. Oni usmjeravaju diferencijaciju 

nezrelih hematopoetskih stanica u odgovarajuću hematopoetsku lozu (Slika 2). Tako je, 

primjerice, eritropoetin važan za stvaranje eritrocita (13), čimbenik matične stanice (SCF, prema 
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engl. stem cell factor) važan je za razvoj hematopoetske matične stanice, čimbenik poticanja 

granulocitnih kolonija (G-SCF, prema engl. granulocyte colony stimulating factor) potiče razvoj 

matičnih stanica i granulocita (14), interleukin 3 (IL-3) potiče diferencijaciju multipotentne 

hematopoetske matične stanice u mijeloidnu progenitorsku stanicu, a potom stimulira i sve 

stanice mijeloidne loze. Interleukin 7 (IL-7) potiče diferencijaciju multipotentne hematopoetske 

matične stanice u limfoidnu progenitorsku stanicu te potiče diferencijaciju svih limfoidnih loza 

(limfocita B, limfocita T, NK-stanica) (15). Čimbenik poticanja granulocitnih i makrofagnih 

kolonija (GM-CSF, prema engl. granulocyte-macrophage colony stimulating factor) potiče 

stvaranje granulocita, monocita/makrofaga i dendritičkih stanica (16), a čimbenik poticanja 

makrofaga (M-CSF, prema engl. macrophage colony stimulating factor) potiče rast makrofaga i 

monocita, a nužan je i za diferencijaciju osteoklasta (17). Čimbenici rasta djeluju poglavito 

lokalno na mjestu stvaranja, ali se, posebice u nekim patološkim stanjima, mogu naći i kao 

cirkulirajući u krvnom optoku. Sve čimbenike rasta, osim eritropoetina koji se stvara u bubregu, 

luče poglavito stanice strome koštane srži te uz njih limfociti T, monociti, endotelne stanice i 

fibroblasti. Na ciljnim stanicama nalaze se specifični receptori putem kojih čimbenici rasta 

djeluju, a koji ujedno služe i kao specifični biljezi pojedinih hematopoetskih loza (18). U 

današnje vrijeme u liječenju bolesnika za potrebe poticanja rasta određenih vrsta stanica koriste 

se farmaceutski pripravci eritropoetina, G-CSF-a i GM-CSF-a (19). 
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Slika 1. Shematski prikaz loza ljudskih hematopoetskih stanica. Iz hematopoetske matične stanice 

nastaju mijeloidna i limfoidna matična stanica te daljnim sazrijevanjem druge zrele stanice hematopoetske 

loze. Iz mijeloidne matične stanice nastaju bazofili, eozinofili, neutrofili, monociti, trombociti i eritrociti, 

dok iz limfoidne matične stanice nastaju limfociti i NK (prema engl. natural killer)-stanice. Različite 

podvrste dendritičkih stanica mogu nastati iz mijeloidne i limfoidne loze. Modificirano prema: Dr. 

Thompson: Anatomy & Physiology 2020 Exam Reviews. 
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Slika 2. Čimbenici koji potiču rast loza krvnih stanica. Iz multipotentne matične stanice (HSC, prema 

engl. hematopoietic stem cell) nastaju zajednički mijeloidni (CMP, prema engl. common myeloid 

progenitor) i zajednički limfoidni (CLP, prema engl. common lymphoid progenitor) progenitor, a iz njih 

ostale stanice mijeloidne, odnosno limfoidne loze. Prikazani su čimbenici koji usmjeravaju ili potiču 

razvoj određene krvne stanice. Tako su čimbenici poticanja makrofagnih kolonija M-CSF (M-CSF, prema 

engl. macrophage colony stimulating factor) odnosno granulocitnih kolonija G-CSF (prema engl. 

granulocyte colony stimulating factor) potrebni za razvoj granulocita, odnosno monocita/makrofaga. 

Eritropoetin (EPO) nužan je za nastanak ertitrocita, a trombopoetin (TPO) za razvoj trombocita. Za razvoj 

limfocita nužni su interleukin (IL)-2, -4, -7, -15. Čimbenik matične stanice (SCF, prema engl. stem cell 

factor), megakariocitno-eritrocitni progenitor (MEP), megakariocitni progenitor (MkP), eritrocitni 

progenitor (EP), granulocitno-makrofagni progenitor (GMP), progenitor limfocita T i NK stanica (TNK, 

prema engl. T-cell natural killer cell progenitor), progenitor limfocita B (BCP, prema engl. B-cell 

progenitor). Modificirano prema: Robb L. Cytokine receptors and hematopoietic differentiation. 

Oncogene. 2007;26:6715-23.  
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1.2. BOLESTI KRVOTVORNOG SUSTAVA 

Bolesti krvotvornog sustava možemo podijeliti u poremećaje crvenih krvnih stanica, bijelih 

krvnih stanica i bolesti sustava za zgrušavanje krvi. Najčešći poremećaj crvenih krvnih stanica je 

anemija, odnosno smanjeni broj eritrocita ili hemoglobina. Najčešća bolest bijelih krvnih stanica 

uzrokovana je njihovom zloćudnom alteracijom. Često su poremećaji ovih loza povezani te se 

poremećaji homeostaze jedne loze krvnih stanica mogu odraziti i na druge krvne loze. 

 

1.2.1. Akutne leukemije 

 

Akutna leukemija je sindrom klonalne zloćudne bolesti hematopoetske matične stanice. Ako se 

ne liječi, završava smrću zbog nedostatne funkcije hematopoetskog sustava unutar 3-6 mjeseci 

(20). Akutna leukemija je najčešća zloćudna bolest dječje dobi. Podjednako zahvaća žene i 

muškarce, a godišnje se javlja u Hrvatskoj oko 10 slučajeva novooboljelih od leukemija na 100 

000 stanovnika (21).  

Leukemija nastaje zbog poremećaja genoma unutar jedna matične hematopoetske stanice. 

Diobom te stanice nastaju istovjetne zloćudne stanice koje svojim rastom potiskuju zdrave 

stanice hematopoetskog sustava. Kada takva novonastala populacija postane dovoljno brojna, 

nastaje klinički prepoznatljiva bolest (22). 

Smatra se da zloćudna bolest može nastati kao posljedica poremećaja u funkciji staničnih 

onkogena koji reguliraju sintezu bjelančevina uključenih u procese stanične proliferacije, 

preživljenja i diferencijacije (20). Onkogeni se dijele u četiri skupine: 1. izvanstanični čimbenici 

rasta poput čimbenika rasta trombocitnog podrijetla, 2. membranski čimbenici rasta, primjerice 
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receptori c–fms (receptor za M-CSF) i c-kit (receptor za SCF), 3. unutarstanični prijenosnici 

signala (N-ras, H-ras, K-ras) i 4. transkripcijski čimbenici koji u staničnoj jezgri reguliraju 

procese prepisivanja DNA i staničnu diobu (20). Osim onkogena za nastanak zloćudnih tumora 

važni su i tumor-supresorski geni. Oni reguliraju prijelaz iz G1-faze staničnog ciklusa u S-fazu te 

napredovanje stanica kroz S-fazu u G2-fazu staničnog ciklusa i mitozu. Gubitak njihove funkcije 

delecijom ili mutacijom uzrokuje nastanak zloćudne bolesti. Osobe koje naslijede manjak tumor-

supresorskog gena pokazuju predispoziciju za razvoj tumora. Tako primjerice, osobe sa 

nedostatkom BRCA (prema engl. breast cancer) 1 i 2 gena imaju sklonost nastanku karcinoma 

dojke i jajnika (23), a osobe s nedostatkom APC (prema engl. adenomatous polyposis coli) i 

DCC (prema engl. deleted in colon cancer) gena sklonost nastanku karcinoma debeloga crijeva 

(24, 25). Osim genetske podloge u nastanku leukemija važnu ulogu imaju virusi, nasljedne i 

stečene bolesti, ozračenje ionizirajućim zračenjem i kemijske tvari. 

Važno je istaknuti da je za nastanak maligne bolesti potrebno više poremećaja unutar jednog 

onkogena ili poremećaj funkcije više onkogena i tumor supresorskih gena da bi se razvio tumor. 

Mehanizmi aktivacije onkogena su kromosomske translokacije, točkaste mutacije, inaktivacije i 

amplifikacije gena (20). Takvi genetski poremećaji dovode do toga da stanice leukemijskog 

klona nikad ne sazrijevaju nego ostaju na razini blasta ili promijelocita. Nekontroliranim rastom 

leukemijski klon potiskuje normalne hematopoetske stanice, a sam ne stvara zrele funkcionalne 

stanice.  

Klinička slika u bolesnika koji boluju od akutnih leukemija posljedica je rasta malignog klona 

leukemijskih stanica kao i nedostatne funkcije normalnog hematopoetskog sustava, toksičnog 

djelovanja citostatske terapije i metaboličkih komplikacija (26). Predilekcijska mjesta za bujanje 

zloćudnog leukemijskog klona su osim koštane srži i jetra, slezena i limfni čvorovi. Zbog velikog 
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broja leukemijskih stanica pojavljuju se krvarenja i leukemijski trombi u malim krvnim žilama, a 

zbog nedostatne funkcije hematopoetskog sustava nastaju infekcije. U nekih vrsta akutnih 

leukemija (poglavito akutna promijelocitna leukemija, APL) pojavljuje se u ranoj fazi 

diseminirana intravaskularna koagulacija (27) kao posljedica povećanih koncentracija 

prokoagulantnih tkivnih i tumorskih čimbenika (28). Od metaboličkih komplikacija javljaju se 

hiperuricemija i urična nefropatija koja može napredovati prema akutnom zatajenju bubrega.  

Za postavljanje dijagnoze leukemije potrebno je dokazati postojanje leukemijskog klona stanica 

u perifernoj krvi te bujanje tih stanica u koštanoj srži. Dijagnostički postupak uključuje nalaz 

kompletne krvne slike, razmaza periferne krvi te biopsije koštane srži. Citogenetskom analizom 

potrebno je dokazati i prisutnost nekih genetskih anomalija kako bi se odredio podtip leukemije. 

Liječenje akutnih leukemija možemo podijeliti u dvije osnovne faze: uvodnu terapiju i terapiju u 

remisiji akutnih leukemija. Uvodna terapija služi za postizanje potpune remisije bolesti koja se 

određuje redukcijom leukemijskih stanica u koštanoj srži uz oporavak krvne slike. Također, 

uvodnom terapijom nastoji se postići i nestanak svih znakova tumorskog infiltrativnog procesa. 

Uvodna terapija i terapija u remisiji podrazumijeva istodobnu primjenu više citostatika, najčešće 

antraciklinskih kemoterapeutika, citarabina, clofarabina, vinkristina, metotreksata i sl. Novije 

terapijske strategije uključuju i primjenu monoklonskih protutijela kako bi se sprječio rast 

malignih stanica. To je primjerice gemtuzumab (anti-CD33) koji se koristi u liječenju 

mijeloidnih leukemija (29). U nekim vrstama leukemija, primjerice APL, primjenjuje se 

diferencijacijska terapija kojom se postiže terminalna diferencijacija malignih promijelocita u 

granulocite. Postupak presađivanja matičnih hematopoetskih stanica jedan je od vrlo učinkovitih 

načina liječenja pojedinih vrsta leukemija, poglavito u mlađih bolesnika. Tijekom liječenja 

primijenjuju se i različiti oblici suportivne terapije kojom se potiče rast određenih vrsta stanica, 
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primjerice granulocita pomoću čimbenika rasta poput G-CSF (filgastrim) ili GM-CSF 

(sargramostim), ili se nadoknađuju određene stanice i time sprječavaju infekcije, nastanak 

anemije ili krvarenje.  

 

1.2.2.  Podjela akutnih leukemija 

 

Podjela akutnih leukemija temelji se na morfološkim značajkama leukemijskih stanica. Uz 

morfološku podjelu u kliničkom radu koristi se citokemijska, imunološka, citogenetička i 

molekularna podjela. Citomorfološka podjela predložena je od grupe francusko-američko-

britanskih (FAB) autora i nazvana je FAB-klasifikacija. Prema toj klasifikaciji postoji osam 

podtipova akutnih mijeloidnih leukemija (AML) (Tablica 1) (30). Za klasifikaciju akutnih 

limfoidnih leukemija (ALL) koristi se klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) iz 

2008. godine (31) (Tablica 2).  
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Tablica 1. Podjela akutnih mijeloidnih leukemija prema FAB-klasifikaciji. 

Tip leukemije Naziv Najčešće citogenetičke 

promjene 

AML-M0  AML minimalno diferencirana  

AML-M1  AML bez sazrijevanja del(5), del(7), +8 

AML-M2  AML sa sazrijevanjem t(8;21), t(6;9) 

AML-M3  Akutna promijelocitna leukemija t(15;17) 

AML-M4  Akutna mijelomonocitna leukemija inv(16), del(16), 

t(16;16), t(4;11) 

AML-M5  Akutna monocitna leukemija t(9;11), t(10;11) 

AML-M6  Akutna eritroleukemija  

AML-M7  Akutna megakariocitna leukemija  

 

Tablica 2. Podjela akutnih limfoidnih leukemija prema klasifikaciji SZO. 

B limfoblastična leukemija/limfom 

B limfoblastična leukemija/limfom, NOS (prema engl. not otherwise specified)  

B limfoblastična leukemija/limfom s ponavljanim genetičkim poremećajima  

B limfoblastična leukemija/limfom s t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1 

B limfoblastična leukemija/limfom s t(v;11q23); MLL preraspodjela  

B limfoblastična leukemija/limfom s t(12;21)(p13;q22); TEL-AML1 (ETV6-RUNX1) 

B limfoblastična leukemija/limfom s hiperdiploidijom  

B limfoblastična leukemija/limfom s hipodiploidijom (hipodiploidna ALL)  

B limfoblastična leukemija/limfom s t(5;14)(q31;q32); IL3-IGH  

B limfoblastična leukemija/limfom s t(1;19)(q23;p13.3); E2A-PBX1(TCF3-PBX1) 

T limfoblastična leukemija/limfom 

 

Današnjim dijagnostičkim pristupom koji se temelji na citomorfologiji, imunofenotipizaciji i 

citogenetici dokazano je postojanje tzv. hibridnih leukemija. To su bifenotipske leukemije koje 

imaju značajke i limfoidne i mijeloidne loze, odnosno stanice leukemijskog klona izražavaju 

biljege i limfoidne i mijeloidne loze (32).  
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1.2.3. Akutna promijelocitna leukemija 

 

Akutnu promijelocitnu leukemiju, kao podtip akutne mijeloidne leukemije, prvi je puta opisao 

1957. godine Leif Hillestad (33). Prema FAB-klasifikaciji označava se kao podtip AML-M3 

(34). Osnovne značajke APL-e su abnormalno nakupljanje malignih promijelocita koji se ne 

diferenciraju u zrele granulocite, prisutnost translokacije t(15;17) te pojava diseminirane 

intravaskularne koagulacije (35). APL čini oko 5% slučajeva akutnih mijeloidnih leukemija. 

Svake godine dijagnosticira se nekoliko tisuća novih slučajeva te leukemije u svijetu. Prema 

Hrvatskom registru za rak u 2010. godini ustanovljeno je 200 novih bolesnika oboljelih od 

akutne mijeloidne leukemije (36) te otprilike 2-3 novooboljela od APL u Hrvatskoj godišnje.  

U više od 95% bolesnika oboljelih od APL stanice leukemijskog klona nose translokaciju 

t(15;17), koja rezultira spajanjem gena za retinoidni receptor α (RARα, prema engl. retinoid acid 

receptor α) na kromosomu 17q21 i gena promijelocitne leukemije (PML, prema engl. 

promyelocytic leukemia) na kromosomu 15q22 (37-39). Tako nastali fuzijski onkogen 

PML/RARα kodira sintezu onkoproteina PML/RARα koji sprječava aktivaciju ciljnih gena 

retinoične kiseline potrebnih za normalnu diferencijaciju promijelocita u granulocite (Slika 3) 

(35, 40, 41). Prisutnost tog fuzijskog transkripta omogućava postavljanje dijagnoze i predstavlja 

molekularni biljeg za utvrđivanje minimalne rezidualne, odnosno rekurirajuće bolesti (42). Osim 

opisane, postoje i genetske varijante u kojima nastaje fuzija RARα s drugim genima, primjerice 

PLZF (prema engl. promyelocytic leukemia zinc finger), NPM (prema engl. nucleophosmin), 

STAT5B (prema engl. signal transducer and activator of transcription) ili NuMA (prema engl. 

nuclear mitotic apparatus protein 1) (43). Prepoznavanje tih genetskih varijanti je važno klinički 

i prognostički jer ti oblici APL ne odgovaraju na isti način na diferencijacijsku terapiju all-trans 
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retinoičnom kiselinom (ATRA) ili arsen-trioksidom (44) kao oblik APL koja nosi translokaciju 

t(15;17). Neke od tih varijanti, kao primjerice APL s onkogenom PLZF/RARα, odnosno 

translokacijom t(11;17), imaju značajno lošiju prognozu upravo zbog izostanka adekvatnoga 

odgovora na diferencijacijsku terapiju ATRA-om ili arsen-trioksidom (45-47).  

Srednja životna dob u kojoj se pojavljuje APL je 40 godina, za razliku od prosjeka za pojavu 

AML koji iznosi 69 godina (48). Nešto se češće razvija u ljudi hispanskog podrijetla (49). APL 

se javlja i u djece, u kojih se češće razvija hiperleukocitoza i mikrogranularni morfološki subtip 

(50-54). Kao i kod odraslih, djeca s manjim brojem leukocita (<10000/µL) imaju bolju prognozu 

u odnosu na bolesnike s izrazitom leukocitozom (55). Klinička slika APL često se očituje 

poremećajem zgrušavanja krvi koja nastaje kao posljedica trombocitopenije i 

hipofibrinogenemije već u vrijeme postavljanja dijagnoze (56). Zbog tog poremećaja tijekom 

indukcijske terapije može doći do po život opasnih komplikacija, primjerice krvarenja (27). 

Prvotna dijagnoza postavlja se na temelju kliničke slike, razmaza periferne krvi te biopsije ili 

aspirata koštane srži (57). U razmazu periferne krvi znakovit je nalaz leukopenije i promijelocita 

koji sadrže azurofilne granule. U koštanoj srži također se nalaze abnormalni promijelociti s 

prominentnim citoplazmatskim granulama (58). Liječenje ATRA-om te citostaticima i 

suportivnom terapijom potrebno je započeti što prije kako bi se liječila koagulopatija i potaknula 

diferencijacija (59).  

APL je primjer maligne bolesti s visokom stopom izlječenja zahvaljujući molekularnoj terapiji 

koja izravno djeluje na genetsku abnormalnost koja je obilježje ove bolesti te potiče degradaciju 

onkoproteina PML/RARα (60, 61) (Slika 4). 
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Slika 3. Shematski prikaz djelovanja all-trans retinoične kiseline (ATRA) na degradaciju fuzijskog 

onkoproteina PML/RARα (prema engl. promyelocytic leukemia/retinoid receptor α). ATRA potiče 

aktivaciju kaspaze-3 što dovodi do cijepanja onkoproteina PML/RARα. Također, ATRA potiče 

djelovanje proteasoma SUG-1 (prema engl. 26S proteasome regulatory subunit 1) zbog čega dolazi do 

degradacije PML/RARα. Modificirano prema: Zhu J, Lallemand-Breitenbach V, de Thé H. Pathways of 

retinoic acid- or arsenic trioxide-induced PML/RARalpha catabolism, role of oncogene degradation in 

disease remission. Oncogene. 2001;20:7257-65. 

 

  

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11704854
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lallemand-Breitenbach%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11704854
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Th%C3%A9%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11704854
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11704854
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Slika 4. Patogeneza akutne promijelocitne leukemije (APL) i odgovor stanica na diferencijacijsku 

terapiju all-trans retinoičnom kiselinom (ATRA). Leukemijske stanice sadrže translokaciju t(15;17) 

koja dovodi do nastanka fuzijskog onkogena PML/RARα (prema engl. promyelocytic leukemia/retinoid 

acid receptor α). Time je onemogućena funkcija normalnog receptora RARα (prema engl. retinoid acid 

receptor α) i njegova aktivacija fiziološkima dozama ATRA-e. Dolazi do nakupljanja malignih 

promijelocita, odnosno blokiranja terminalne diferencijacije u granulocite. Liječenjem visokim dozama 

ATRA-e (oko 1000 puta veće od fizioloških koncentracija) dolazi do degradacije onkoproteina 

PML/RARα, uspostavlja se funkcija divljeg RARα i time omogućava diferencijacija u granulocite. 

Modificirano prema: Shen PF. Molecular mechanisms of chemoprevention and therapy of cancer by 

retinoids. Front Biosci. 2004;9:2663-70.  
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1.2.4. Liječenje akutne promijelocitne leukemije 

 

Temeljni princip liječenja APL podrazumijeva osjetljivost zloćudnih leukemijskih stanica na 

diferencijacijsku terapiju ATRA-om i arsen-trioksidom. Već su 1980. godine Breitman i 

suradnici pokazali da retinoična kiselina (RA), derivat vitamina A, potiče terminalnu 

diferencijaciju stanica APL in vitro (62, 63). Kasnije su Huang i suradnici u kliničkom 

istraživanju u koje su uključili bolesnike oboljele od APL liječene ATRA-om pokazali da je čak 

95,8% bolesnika postiglo potpunu remisiju, bez razvoja hipoplazije koštane srži i povećane 

sklonosti hiperkoagulobilnosti (64).  

Retinoidi su tvari koje su nužne za normalnu diferencijaciju stanica mijeloidne loze. Djeluju 

putem receptora RAR (prema engl. retinoid acid receptor) i RXR (prema engl. retinoid X 

receptor). Receptori RAR i RXR imaju tri subtipa: α, β i γ (65). U fiziološkim koncentracijama 

retinoida RARα stvara heterodimer s RXR i veže se za RA te na taj način kontrolira izražaj 

ciljnih gena, primjerice C/EBP (prema engl. CCAAT enhancer binding protein) ε i C/EBPα, 

Asb2 (prema engl. ankyrin repeat and SOCS box protein 2), MYC, itd (35, 66). U više od 95% 

bolesnika oboljelih od APL u zloćudnom klonu prisutna je translokacija t(15;17) koja je uzrok 

nastanka fuzijskog transkripta PML/RARα (37, 38). Taj transkript djeluje kao dominantno 

negativna mutacija i koči divlji tip receptora RARα. Onkoprotein PML/RARα veže se za ciljne 

gene retinoičnih receptora i djeluje kao represor transkripcije. Liječenje ATRA-om uzrokuje 

degradaciju i promjenu konformacije onkoproteina PML/RARα (64) omogućavajući daljnju 

diferencijaciju promijelocita te njihovo morfološko i funkcionalno sazrijevanje (63, 67-71). Osim 

toga, ATRA inducira izražaj gena ovisnih o RA uključujući transkripcijske faktore, gene 

uključene u modulaciju proteina, apoptozu i proliferaciju (66). Primjerice, regulira izražaj gena 
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uključenih u sazrijevanje hematopoetskih stanica, a može regulirati i izražaj gena koji sudjeluju u 

zloćudnoj preobrazbi stanica (72). ATRA regulira izražaj ciklooksigenaze 1 i tako pridonosi 

terminalnoj diferencijaciji stanica (73). Može kočiti angiogenezu smanjujući produkciju 

vaskularnog endotelnog čimbenika rasta (VEGF, prema engl. vascular endothelial growth 

factor) (74). ATRA smanjuje razinu tromboplastina, zbog čega dolazi do smanjenja 

prokoagulantne aktivnosti (75). Također, potiče neke signalne puteve, primjerice, interferonski 

signalni put te na taj način smanjuje rast tumorskih stanica karcinoma debelog crijeva (76).  

Diferencijacija stanica APL karakterizirana je morfološkim promjenama, tako da stanice 

zadobivaju karakteristike zrelih granulocita te u većoj mjeri izražavaju diferencijacijske 

površinske stanične biljege CD11b i CD11c (77-81). Divlji tip RARα djeluje kao unutarstanični 

receptor za RA. Njegova prisutnost u fuzijskom transkriptu PML/RARα omogućava djelovanje 

ATRA-e na zloćudne stanice (82). Nakon diferencijacije stanice APL odumiru apoptozom (83). 

Većina bolesnika nakon liječenja ATRA-om ulazi u stanje potpune remisije, iako liječenje samo 

ATRA-om ne dovodi do potpunog izlječenja zbog razvoja rezistencije zloćudnih stanica (64, 84). 

Upravo zbog toga standardni protokoli liječenja uključuju kombinaciju ATRA-e s citostaticima 

poput antraciklina i citarabina (85-87). ATRA se također koristi i u postindukcijskoj 

konsolidacijskoj terapiji u kombinaciji sa antraciklinom s ili bez citarabina (52, 88-90).  

Arsen-trioksid je tvar koja također može potaknuti diferencijaciju stanica APL. Već 70-tih 

godina kineska skupina autora uočila je da se intravenskom infuzijom otopine arsen-trioksida 

postigla potpuna remisija u dvije trećine ispitivanih bolesnika koji su bolovali od APL, a 

desetogodišnje preživljenje iznosilo je oko 30% (91). Veliki broj istraživanja koja su slijedila 

pokazao je da se arsenom može postići potpuna remisija u čak 85% do 90% bolesnika (92-94). 

Klinički potpuna remisija praćena je i molekularnom remisijom, odnosno odsutnošću onkogena 
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PML/RARα (95) te se drži da je arsen pogodan lijek u fazi indukcijske terapije kao i terapije 

održavanja (96). Učinak arsen-trioksida ovisan je o dozi, u visokim koncentracijama uzrokuje 

apoptozu stanica APL, a u nižim potiče diferencijaciju. Ti učinci praćeni su degradacijom 

onkogena PML/RARα (97), što dovodi do diferencijacije stanica APL te kočenja zloćudne 

proliferacije i poticanja apoptoze (98). U bolesnika liječenih arsen-trioksidom mogu se javiti 

nuspojave poput produljenja QT-intervala u EKG-u, APL-diferencijacijski sindrom, odnosno 

kardiorespiratorni distres sa plućnim infiltratima (99). APL-diferencijacijski sindrom nastaje kao 

posljedica upalnog odgovora uzrokovanog nagomilavanjem stanica u procesu diferencijacije. To 

dovodi do otpuštanja citokina, nakupljanja stanica u organima, poglavito plućima i nastanka 

edema kao posljedice povećane propustljivosti kapilara (100). U nekim studijama praćena je 

učinkovitost kombiniranog liječenja ATRA-om, arsenom-trioksidom i citostaticima u 

indukcijskom liječenju, konsolidacijskoj terapiji i terapiji održavanja te je postignuta stopa 

potpune remisije od 93% i ukupno petogodišnje preživljenje od čak 97% (101). Danas se drži da 

se bolesnike u kojih postoji kontraindikacija za liječenje antraciklinom može uspješno liječiti 

kombinacijom ATRA-e i arsen-trioksida. Takva kombinacija mogla bi zamijeniti kemoterapijske 

protokole koji se baziraju na terapiji antraciklinskim citostaticima (58). Daljnja laboratorijska i 

klinička istraživanja potrebna su kako bi se pronašao najučinkovitiji model za liječenje oboljelih 

od APL u različitim fazama bolesti.   
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1.3. KOŠTANI MORFOGENETSKI PROTEINI 

 

Koštani morfogenetski proteini (BMP, prema engl. bone morphogenetic protein) pripadaju 

nadobitelji transformirajućeg čimbenika rasta β (TGF-β, prema engl. transforming growth factor 

β), a otkriveni su kao čimbenici koji potiču stvaranje kosti. Do danas je otkriveno preko 20 

različitih molekula BMP te je potvrđeno da oni djeluju kao multifunkcionalni čimbenici koji 

sudjeuju u regulaciji proliferacije, diferencijacije i apoptoze brojnih vrsta stanica, uključujući i 

hematopoetske stanice (102, 103) (Tablica 3).  

Molekule BMP djeluju preko serin/treonin-kinaznih receptora podjeljenih u skupinu I i II. 

Poznata su tri receptora iz skupine I: BMPRIA (BMP receptor-IA) ili Alk-3 (prema engl. activin-

like kinase 3), BMPRIB (BMP receptor-IB) ili Alk-6 (prema engl. activin-like kinase 6) te ActR-

IA ili Alk-2 (prema engl. activin receptor IA ili activin-like kinase 2) (104). Skupinu II čine 

BMPRII (BMP receptor-II) te ActR-IIA (prema engl. activin receptor IIA) i Act-IIB (prema 

engl. activin receptor IIB) (105) (Tablica 4).  

Molekule BMP vežu se na receptore BMP te se signal prenosi u stanicu preko signalnoga puta u 

kojem sudjeluju molekule SMAD (prema engl. small mothers against decapentaplegic) (106). 

Otkrivene su tri grupe proteina SMAD: Co-SMAD (prema engl. common SMAD) u koju pripada 

SMAD-4, R-SMAD (prema engl. receptor regulated SMADs) kojoj pripadaju SMAD -1, -2, -3, -

5 i -8 i I-SMAD (prema engl. inhibitory SMADs) kojoj pripadaju SMAD-6 i -7 (107). 

Djelovanjem molekule BMP dolazi do aktivacije molekula iz skupine R-SMAD. Fosforilirane 

bjelančevine SMAD-1, -5 i -8 vežu se s molekulom SMAD-4, te se taj molekularni kompleks 

prenosi u jezgru gdje djeluje na prepisivanje ciljnih gena i sudjeluje u interakcijama s ostalim 

transkripcijskim čimbenicima (108) poput Runx2 (prema engl. runt-related transcription factor 
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2), Osx (prema engl. osterix) u osteoblastima te Dlx5 (prema engl. distal less homebox 5) i 

djeluje na ciljne gene molekula BMP (Slika 5). Osim putem SMAD-signalnog puta, molekule 

BMP mogu aktivirati i signalne puteve Wnt (prema engl. wingless type), MAPK (prema engl. 

mitogen-activated protein kinase), protein kinaze C, Notch (prema engl. neurogenic locus notch 

homolog), kalcij/kalmodulin te JAK/STAT (prema engl. Janus kinase/Signal Transducer and 

Activator of Transcription) (109). Ta se aktivacija može odvijati putem molekula SMAD ili 

neovisno o njima (110-112). Negativna regulacija djelovanja molekula BMP nakon vezanja za 

receptore moguća je u gotovo svakom koraku signalnoga puta BMP/SMAD (113). Tako se 

molekule SMAD-6 i -7 mogu vezati za receptor tip I molekula BMP i spriječiti aktivaciju 

kompleksa SMAD1/5/8 (114, 115). Ove molekule mogu potaknuti djelovanje ligaze Smurf 

(prema engl. smad ubiquitin regulatory factor) 1 i 2 te uzrokovati degradaciju aktiviranog receptora 

tip I (116). Pojačani izražaj SMAD-6 u hondrocitima sprječava njihovu diferencijaciju i 

sazrijevanje (117), a pojačani izražaj SMAD-7 povezan je sa sprječavanjem karcinogeneze i 

smanjenjem upalnih procesa (116). Smurf 1 može uzrokovati degradaciju Runx2, a njegov 

pojačani izražaj može inhibirati stvaranje kosti u miša (118). Uz to, neke molekule djeluju kao 

izvanstanični antagonisti molekula BMP, a to su NOGGIN, chordin, folistatin i proteini iz 

obitelji DAN (prema engl. differential screening selected gene abberative in neuroblastoma) 

(113, 119). NOGGIN, chordin i DAN-molekule blokiraju djelovanje molekula BMP vezujući se 

za receptore BMP te tako onemogućavaju vezanje samih agonista (120, 121). Pojačani izražaj 

NOGGIN-a u osteoblastima može dovesti do nastanka osteoporoze u miša (122), dok je pojačani 

izražaj chordina odgovoran za poremećaj sazrijevanja hondrocita (123). U fiziološkim uvjetima 

antagonisti molekula BMP imaju važnu ulogu u regulaciji djelovanja molekula BMP, a 
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poremećaji signalnoga puta BMP/SMAD mogu dovesti do nastanka različitih bolesti uključujući 

zloćudne, koštane i krvnožilne bolesti.  

 

Tablica 3. Djelovanje koštanih morfogenetskih proteina na različita tkiva i organe* 

Koštani morfogenetski protein (BMP) Djelovanje 

BMP-1 Hondrogeneza, održavanje izvanstaničnog matriksa 

BMP-2 Osteoindukcija, diferencijacija osteoblasta, apoptoza 

BMP-3 (osteogenin) Inhibira osteogenezu, najzastupljeniji BMP u kosti 

BMP-4 Osteoindukcija, razvoj pluća i oka 

BMP-5 Hondrogeneza 

BMP-6 Diferencijacija osteoblasta, hondrogeneza 

BMP-7 (OP-1) Osteoindukcija, razvoj bubrega i oka 

BMP-8 (OP-1) Osteoindukcija 

BMP-9 Razvoj živčanog sustava, jetrenog retikuloendotelnog 

sustava 

BMP-10 Razvoj srca 

BMP-11 (GDF-8) Razvoj živčanog tkiva 

BMP-12 (GDF-7) Nastanak tetiva 

BMP-13 (GDF-6) Nastanak tetiva i ligamenata 

BMP-14 (GDF-5) Hondrogeneza, potiče cijeljenje tetiva i stvaranje kosti 

BMP-15 Razvoj oocita i folikula 

BMP (koštani morfogenetski protein, prema engl. bone morphogenetic protein), GDF (čimbenik 

rasta/diferencijacije, prema engl. growth/differentiation factor), TGF-β (transformirajući čimbenik rasta β, prema 

engl. transforming growth factor β), FSH (folikul stimulirajući hormon) 

*Modificirano prema: Rao SM, Ugale GM, Warad SB. Bone morphogenetic proteins: periodontal regeneration. N 

Am J Med Sci. 2013;5:161-8.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rao%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23626951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ugale%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23626951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Warad%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23626951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23626951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23626951
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Tablica 4. Stanični receptori za koštane morfogenetske proteine. 

BMP receptor Sinonimi BMP ligand 

BMPRIA (BMP receptor-IA) Alk-3 (prema engl. activin-like 

kinase 3) 

BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-

6, BMP-7, BMP-12, BMP-13, 

BMP-14 

BMPRIB (BMP receptor-IB)  Alk-6 (prema engl. activin-like 

kinase 6) 

BMP-2, BMP-4, BMP-12, BMP-

13, BMP-14 

ActR-IA (prema engl. activin 

receptor IA)  

Alk-2 (prema engl. activin-like 

kinase 2) 

BMP-5, BMP-6, BMP-7  

BMPRII (BMP receptor-II)   BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-

6, BMP-7, BMP-9, BMP-10, 

BMP-12, BMP-13, BMP-14 

ActR-IIA (prema engl. activin 

receptor IIA) 

 BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-

6, BMP-7, BMP-9, BMP-10, 

BMP-12, BMP-13, BMP-14 

Act-IIB (prema engl. activin 

receptor IIB) 

 BMP-2, BMP-4 BMP-5, BMP-6, 

BMP-7, BMP-9, BMP-10, BMP-

12, BMP-13, BMP-14 

BMP, prema engl. bone morphogenetic protein, koštani morfogenetski protein   
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Slika 5. Signalni put koštanih morfogenetskih proteina (BMP, prema engl. bone morphogenetic 

proteins). Molekule BMP vežu se za receptore BMP (BMPR) 1 i 2. Taj kompleks fosforilira molekule 

SMAD (prema engl. small mothers against decapentaplegic) 1/5/8 koje se potom vežu za SMAD-4. 

Takav se spoj prenosi u jezgru gdje potiče transkripcijske čimbenike poput Runx2 (prema engl. runt-

related transcription factor 2), Osx (prema engl. osterix) u osteoblastima te Dlx 5 (prema engl. distal less 

homebox 5) i djeluje na ciljne gene molekula BMP koji sudjeluju u brojnim staničnim procesima. 

Antagonisti molekula BMP poput NOGGIN-a vežu se za molekule BMP i blokiraju njihovo djelovanje. 

SMAD-6 veže se za BMPR1 i sprječava fosforilaciju SMAD 1/5/8 kompleksa. Antiproliferativni protein 

Tob (prema engl. transducer of ErbB2) i Smurf1 (prema engl. smad ubiquitin regulatory factor 1) vežu se 

za SMAD-1 i -5 te blokiraju signal BMP. OSE2 (prema engl. osteocalcin specific element 2). 

Modificirano prema: Chen D, Zhao M, Mundy GR. Bone morphogenetic proteins. Growth Factors. 

2004;22:233-41.  
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15621726
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1.3.1. Djelovanje koštanih morfogenetskih proteina 

 

Djelovanje molekula BMP na mineralizirana tkiva 

Molekule BMP imaju važnu ulogu u održavanju homeostaze različitih procesa u organizmu. 

Prije svega poznate su po svojoj ulozi u stvaranju kosti i hrskavice (108). Dokazana je njihova 

sposobnost poticanja nastanka hrskavice i endohondralne kosti kada se implantiraju subkutano ili 

intramuskularno u pokusne životinje (124). Mogu potaknuti sintezu hrskavičnog matriksa, 

proteoglikana, kolagena tipa II i hijalurona (125) te susljedno inducirati osteoblastogenezu i 

stvaranje kosti (126). Molekule BMP važne su za diferencijaciju hondrocita (127), mogu 

preusmjeriti diferencijaciju mioblasta u osteoblaste (128), a imaju i važnu ulogu u determinaciji i 

sazrijevanju osteoblasta (129). Otkriveno je i da rekombinantni humani BMP1-3 poboljšava 

cijeljenje kostiju, a da se njegovom inaktivacijom cijeljenje produžava (130).  

Molekule BMP koriste se i u kliničkoj praksi (131). Pokazano je da BMP-2 poboljšava ishod 

liječenja i kvalitetu života bolesnika kod spinalnih fuzija u usporedbi sa standardnim metodama 

liječenja (132). Također, BMP-7 poboljšava cijeljenje dugih kostiju kao i ishod liječenja 

spinalnih fuzija (133). Molekula BMP-2 pokazala se učinkovitom u liječenje kraniofacijalnih 

defekata u eksperimentalnim modelima (134). Daljnja istraživanja su potrebna kako bi klinička 

primjena molekula BMP, poglavito BMP-2 i -7 bila učinkovitija.  

 

 

 

Djelovanje molekula BMP na ostala tkiva i organe 
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Posebice se istražuje uloga molekula BMP u embrionalnom razvoju. Tijekom ranog 

embrionalnog razvoja molekule BMP uključene su u procese determinacije, morfogeneze, 

proliferacije, i diferencijacije (135). Međudjelovanje molekula BMP, poglavito BMP-2, te 

antagonista BMP-a NOGGIN-a i chordin-a ključni su za razvoj mezoderma (136). Izražaj BMP-

3 je dokazan u embrionalnim hondrocitima, osteoblastima, periostu, epitelnim stanicama 

budućega korteksa nadbubrežne žlijezde i zavijenim kanalićima bubrega (137). Poremećaj 

izražaja molekule BMP-7 u miša dovodi do razvoja disgeničnih bubrega i hidrouretera te uremije 

(138). U štakora sa kroničnom bubrežnom bolesti dodavanjem BMP1-3 došlo je do pojačanja 

fibroze bubrega te je smanjeno preživljenje, dok se inhibicijom cirkulirajućeg BMP1-3 smanjila 

bubrežna fibroza (139). Molekula BMP-6 odgovorna je za povećanje izražaja hepcidina, 

hormona uključenog u regulaciju razine željeza te na taj način smanjuje razinu željeza u serumu 

miša (140). U eksperimentalnim uvjetima molekula BMP-7 smanjila je proliferaciju gliomskih 

stanica, zaustavljajući napredovanje staničnog ciklusa u fazi G1 bez poticanja apoptoze (141).  

 

Djelovanje molekula BMP na hematopoetski sustav 

Stromalne stanice koštane srži i hematopoetske matične stanice stvaraju molekule BMP (142). 

Molekule BMP djeluju i kao regulatori hematopoetske diferencijacije i funkcije zrelih krvnih 

stanica (143, 144). Signal BMP važan je za razvoj ventralnog mezoderma iz kojeg potječu 

primitivne hematopoetske matične stanice (145). Ljudske stromalne stanice koštane srži 

sintetiziraju molekule BMP te na taj način djeluju na hematopoetske matične stanice preko 

specifičnih BMP-receptora (103). Hematopoetske stanice tijekom diferencijacije izražavaju gene 

za molekule BMP, vjerojatno kao dio autokrinih/parakrinih mehanizama regulacije 



28 
 

diferencijacije (146). Neke molekule BMP pokazuju specifičnost za pojedine hematopoetske 

loze, primjerice BMP-4 izražen je u stanicama T-limfoidnih linija, a BMP-7 u normalnim 

limfocitima i B-limfoidnoj liniji Ramos (147). Molekule BMP mogu izazvati apoptozu 

mijelomskih staničnih linija i primarnih mijelomskih stanica (148-150). BMP-4 potiče razvoj 

hematopoetskog tkiva u Xenopusu (151) i diferencijaciju mišje embrionalne stanične linije prema 

hematopoetskim lozama (152). Naša istraživačka skupina pokazala je da su molekule BMP-2, 

BMP-4, BMP-7 i njihovi receptori izraženi u uzorcima koštane srži bolesnika koji boluju od 

APL te da je terapijski odgovor na djelovanje ATRA-e povezan sa smanjenjem izražaja 

molekula BMP (153). Poznato je i da je gen koji kodira molekulu SMAD-5, i koji djeluje kao 

tumor-supresorski gen, mutiran u stanicama stanične linije HL60 (154).  

Molekule BMP, osim već poznate uloge u razvoju kosti i hrskavice, imaju važnu ulogu u 

procesima diferencijacije i tumorigeneze. Kako su molekularne interakcije BMP-a vrlo 

kompleksne u uvjetima in vivo, potrebna su daljnja istraživanja da bi se utvrdila njihova 

učinkovitost u kliničkim uvjetima. 
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1.4. STANIČNE LINIJE KAO MODELI AKUTNE MIJELOIDNE LEUKEMIJE 

 

Istraživanja molekularnih i genetskih poremećaja u leukemijskom klonu znatno pridonose 

razjašnjenju patogenetskih mehanizama akutnih mijeloidnih leukemija. Do pronalaska staničnih 

linija kao pokusnih modela, istraživanja na području humanih mijeloidnih leukemija bila su 

uvelike otežana. Životinjski modeli za ova istraživanja nisu pogodni jer se biologija životinjskih 

leukemija uvelike razlikuje od ljudskih. Osim toga, istraživanja na ljudskim leukemijskim 

stanicama limitirana su količinom prikladnog tkiva za analizu i kratkoćom preživljenja tih 

stanica. Zato se već sredinom prošlog stoljeća javila potreba za uspostavom trajnih ljudskih 

leukemijskim staničnih linija kao adekvatnog modela za istraživanje različitih tipova akutne 

mijeloidne lekemije (155). Iako su se u početku javljale sumnje da stanične linije nisu dobri 

modeli za istraživanje, molekularnim analizama dokazano je da su mijeloidne stanične linije 

stabilne i da zadržavaju citogenetske aberacije karakteristične za ljudske leukemije (156, 157). 

Također, te su linije monoklonalnog porijekla te zadržavaju stanična obilježja ishodišne linije 

kao i sposobnost proliferacije (155). Prednost je i što se stanice linija nalaze na istom stupnju 

diferencijacije te su komercijalno dostupne i mogu se dugotrajno pohranjivati u tekućem dušiku 

(158). Ipak, unatoč brojnim prednostima postoje i neka ograničenja upotrebe staničnih linija. 

Prije svega, takve su stanice izdvojene iz okoliša u kojem se uobičajeno nalaze u ljudskom 

organizmu te nisu pod utjecajem čimbenika koji se proizvode in vivo. Isto tako, različiti postupci 

koji se istražuju dodaju se izravno u stanični okoliš malignoga klona, za razliku od sistemske 

primjene u organizmu. Iz svega proizlazi da se rezultati istraživanja dobiveni na staničnim 

linijama ne mogu izravno prenijeti na ljudski organizam. Ipak, unatoč ograničenjima, trajne 

stanične linije su vrlo korisne za istraživanje zloćudnih hematoloških bolesti, poglavito bolesti 

koje se rijetko javljaju u populaciji.  
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U ovom istraživanju, da bi dokazali učinak molekula BMP na diferencijaciju stanica APL 

induciranu ATRA-om, osim ljudskih uzoraka, koristili smo dvije stanične linije mijeloidne 

leukemije: NB4 i HL60. 

Stanična linija NB4, opisana je još 1991. godine. Lanotte i sur. izolirali su staničnu liniju s 

translokacijom t(15;17) kao značajkom APL, iz koštane srži bolesnika u fazi relapsa APL (159). 

Stanice te linije odgovaraju diferencijacijom na tretiranje RA i arsen-trioksidom.  

Staničnu liniju HL60 opisivali su različiti autori 70-tih godina prošlog stoljeća (160-162). Iako se 

prvotno smatralo da je dobivena iz leukocita periferne krvi bolesnice oboljele od APL (163), 

kasnijom revizijom izvornih uzoraka utvrđeno je da se ipak radi o akutnoj mijeloblastičnoj 

leukemiji (164). Linija HL60 odgovara podtipu M2 akutnih mijeloidnih leukemija prema FAB-

klasifikaciji te ne nosi translokaciju t(15;17). Unatoč tomu, odgovara na obradu ATRA-om (165) 

i njene se stanice diferenciraju u neutrofile. 

Poznate su i druge trajne stanične linije koje se rabe kao model APL. Primjerice, linija UF-1, 

koja je otporna na djelovanje retinoične kiseline (166), HT93 koja se djelovanjem ATRA-e 

diferencira u neutrofile i eozinofile (167), AP-1060 koja se pokazala razmjerno rezistentna na 

djelovanje ATRA-e i arsen-trioksida (168) te PL-21, koja ne nosi translokaciju t(15;17), a stanice 

imaju obilježja monocita (169). 

U ovom istraživanju, uporabom različitih leukemijskih linija, testirali smo učinak istraživanih 

molekula na biološki raziličite vrste stanica, a sličnu biološku varijabilnost nalazimo i u ljudskim 

uzorcima. Stanične linije omogućavaju nam u uvjetima in vitro istraživanje mehanizma 

djelovanja različitih molekula koje potencijalno imaju učinak i u ljudskom organizmu.  
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2. HIPOTEZE 

 

 Molekule BMP djeluju tako da sprječavaju diferencijaciju stanica APL (mijeloidnih 

leukemijskih linija NB4 i HL60) potaknutu ATRA-om iz malignih promijelocita u 

granulocite.  

 Učinak molekula BMP na sprječavanje diferencijacije staničnih linija NB4 i HL60 

potaknutih ATRA-om temelji se na promjeni izražaja unutarstaničnih molekula važnih za 

diferencijaciju i proliferaciju tih stanica. 

 Promjene u izražaju tih regulacijskih molekula prisutne su i u uzorcima koštane srži i 

periferne krvi bolesnika koji boluju od APL u vrijeme postavljanja dijagnoze i nakon 

liječenja ATRA-om.  
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3. CILJEVI I SVRHA ISTRAŽIVANJA 

 

Glavni cilj ovoga istraživanja bio je utvrditi mehanizam kočenja diferencijacije stanica APL, 

potaknute ATRA-om, djelovanjem molekula BMP, uporabom mijeloidnih leukemijskih staničnih 

linija NB4 i HL60 te analizom uzoraka koštane srži i periferne krvi bolesnika oboljelih od APL.  

Specifični ciljevi istraživanja su: 

1. Istražiti učinak ATRA-e na diferencijaciju, apoptozu i proliferaciju mijeloidnih 

leukemijskih staničnih linija NB4 i HL60.  

2. Istražiti učinak molekula BMP-2, BMP-4 i BMP-6 na diferencijaciju, proliferaciju i 

apoptozu mijeloidnih leukemijskih staničnih linija NB4 i HL60 obrađenih ATRA-om, na 

temelju fenotipskih, morfoloških i molekularnih biljega.  

3. Istražiti molekularni mehanizam učinka molekula BMP na sprječavanje diferencijacije 

mijeloidnih leukemijskih staničnih linija NB4 i HL60, obrađenih ATRA-om, praćenjem 

izražaja unutarstaničnih molekula na koje djeluje BMP-signalni put. 

4. Istražiti promjene u izražaju molekula BMP, BMP-receptora, BMP-antagonista, molekula 

na koje djeluje BMP-signalni put i diferencijacijskih biljega stanica APL u uzorcima 

bolesnika koji boluju od APL u odnosu na primjenu ATRA-e i izražaj fuzijskog 

onkogena PML/RARα. 
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4. MATERIJALI I METODE 

Pokusi u okviru ove doktorske disertacije napravljeni su u Laboratoriju za molekularnu 

imunologiju Hrvatskog instituta za istraživanje mozga i Imunološkom laboratoriju Zavoda za 

fiziologiju, Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu.  

 

4.1. Stanične linije 

 

Stanične linije humane mijeloidne leukemije NB4 i HL60 kupljene su od Deutsche Sammlung 

von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH-DSMZ (Braunschweig, Germany) i održavane na 

temperaturi od 37°C uz 5% CO2 u mediju Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 

obogaćenim s 10% fetalnog goveđeg seruma, 2 mM glutamaksa, 100 U/mL penicilina i 100 

µg/mL streptomicina (Gibco/Invitrogen, Grand Island, SAD). Stanična linija akutne 

promijelocitne leukemije NB4 nosi specifičnu translokaciju t(15;17), dok je HL60 linija 

mijeloblastične leukemije te nema specifičnu translokaciju t(15;17). Unatoč toj razlici, obje 

stanične linije se djelovanjem ATRA-e diferenciraju u granulocite. 
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4.2. Izazivanje, praćenje i procjena diferencijacije staničnih linija NB4 i HL60 potaknute 

ATRA-om 

 

U svim pokusima 3×10
6 

 stanica posađeno je u 10 ml medija RPMI u posudama površine 25 cm
2
. 

Kako bi potaknuli diferencijaciju stanice smo obradili ATRA-om u različitim dozama (u rasponu 

doza od 0,25 M do 2 M), kako je navedeno u pojedinim pokusima, tijekom 4 dana. 

Diferencijaciju stanica analizirali smo svaka 24 sata do ukupno 96 sati. Analizirali smo izražaj 

diferencijacijskih biljega CD11b i CD11c, apoptozu stanica bojanjem Annexin V/PI te promjene 

u staničnom ciklusu bojenjem Vindelovom bojom protočnom citometrijom. Morfološke 

promjene dokazane su pomoću bojenja po May-Grunwald Giemsi. Promjene u izražaju RARα, 

onkogena PML/RARα, BMP-receptora i gena BMP-signalnog puta analizirali smo pomoću 

qPCR. 

 

4.3. Obrada stanica s koštanim morfogenetskim proteinima 

 

U pojedinim pokusima stanice su obrađene rekombinantnim humanim (rh) BMP-2, BMP-4 ili 

BMP-6 (R&D Sytems, Abingdon, UK) te BMP-antagonistom NOGGIN (NOG) (PeproTech, 

London, UK). Nakon testiranja različitih doza i optimiziranja uvjeta obrade u preliminarnim 

pokusima (170), za istraživanje smo koristili molekule BMP u dozi od 25 ng/ml i NOGGIN u 

dozi od 100 ng/ml.  
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4.4. Bolesnici 

 

Nakon što smo dobili odobrenje Etičkog povjerenstva Medicinskog fakuteta Sveučilišta u 

Zagrebu i informirani pristanak od bolesnika, uzorci koštane srži i periferne krvi pet bolesnika 

oboljelih od APL prikupljeni u okviru kliničke obrade, dodatno su analizirani za potrebe ovoga 

istraživanja. Uzorci koštane srži uzeti su sterilnom punkcijom ilijačne kosti. Uzorci periferne 

krvi uzeti su standardnom venepunkcijom nakon čega su mononuklearne stanice izdvojene 

separacijom na gradijentu Ficoll-a (Histopaque, Sigma, St. Louis, SAD; gustoća 1.077 g/ml). 

Ukupno smo analizirali 8 uzoraka za bolesnika #1 u različitim fazama bolesti, 6 uzoraka za 

bolesnika #2, 3 uzorka za bolesnika #3, 7 uzoraka za bolesnika #4 i 4 uzorka za bolesnika #5. 

Dijagnoza je postavljena na temelju morfoloških, citokemijskih i citogenetskih karakteristika te 

imunofenotipiziranjem na temelju FAB-klasifikacije za AML-M3 (171). Citogenetskom 

analizom u svih je bolesnika dokazana prisutnost translokacije t(15;17). Izražaj onkogena 

PML/RARα dokazan je kvantitativno pomoću qPCR analize.  

U okviru terapijskog postupka bolesnici su liječeni prema modificiranom protokolu AIDA (87) 

(Slika 6). U okviru indukcijske terapije bolesnici su primali ATRA-u peroralno u dozi od 45 

mg/m
2 

dnevno, podijeljeno u dvije doze, te četiri doze 12 mg/m
2 

idarubicina (svaki drugi dan, 

počevši od drugog dana liječenja) u bolusu intravenski (15-30 minuta). Bolesnici su liječeni 

tijekom 30 dana, odnosno do postizanja kompletne hematološke remisije. Potom su mjesec dana 

primali idarubicin 5 mg/m
2
/dan u četiri doze, drugi mjesec mitoksantron 10 mg/m

2
/dan u pet 

doza i treći mjesec idarubicin 12mg/m
2
/dan u jednoj dozi. Uslijedila je terapija održavanja koja 

je uključivala merkaptopurin peroralno 90 mg/m
2
/dan, metotreksata intramuskularno 15 

mg/m
2
/tjedno i ATRA-u 45 mg/m

2
/dnevno tijekom 15 dana svaka 3 mjeseca. 
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Slika 6. Liječenje prema modificiranom AIDA-protokolu. Liječenje bolesnika oboljelih od APL 

provodi se u tri faze, a prema navedenom protokolu temelji se na davanju ATRA-e uz citostatsku terapiju: 

indukcija do postizanja kompletne remisije ili maksimalno 90 dana, tri ciklusa konsolidacijske terapije i 

održavanje kroz dvije godine. Prikazani su lijekovi i doze koji se koriste u pojedinoj fazi liječenja. ATRA, 

all-trans retinoic acid; IDA, idarubicin; MITO, mitoksantron; MP, merkaptopurin; MTX, metotreksat; 

p.o., peroralno; i.m. intramuskularno. Modificirano prema: Avvisati G et al. AIDA 0493 protocol for 

newly diagnosed acute promyelocytic leukemia: very long-term results and role of maintenance. Blood. 

2011;117:4716-25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Avvisati%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21385856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21385856
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4.5. Morfološka analiza stanica – May-Grunwald Giemsa bojenje 

 

Za morfološku potvrdu diferencijacije stanice su pripremljene na predmetnim stakalcima i 

bojane May-Grunwald bojom tijekom 3 minute. Potom su isprane destiliranom vodom i dalje 

bojane Giemsa bojom (razrjeđenom vodom u omjeru 1:10) tijekom 20 minuta. Nakon toga 

stanice su analizirane pod imerzijom na svjetlosnom mikroskopu (Carl Zeiss Axiovision 4.1) uz 

povećanje 1000×. Stanice koje su pokazivale obilježja granulocita (svijetle citoplazme i 

multilobularne segmentirane jezgre) su smatrane diferenciranima, dok su stanice sa okruglim 

jezgrama i bazofilnom citoplazmom smatrane promijelocitima.  

 

4.6. Protočno-citometrijska analiza 

 

Fenotipska diferencijacija 

Nakon obrade analizirali smo diferencijaciju staničnih linija NB4 i HL60 na temelju izražaja 

membranskih biljega granulocita CD11b i CD11c protočno-citometrijski. Stanice (10
6
) smo 

oprali u fiziološkoj otopini puferiranoj fosfatnim puferom (PBS, prema engl. phosphate-buffered 

saline). Za označavanje smo koristili monoklonska protutijela konjugirana s fluorescentnim 

bojama: fluorescein-izotiocijanatom (FITC, prema engl. fluorescein-isothiocyanate) anti-CD11b 

(Caltag Laboratories) i fikoeritrinom (PE, prema engl. phycoerithrin) anti-CD11c (BD 

Pharmingen). Svaki uzorak inkubiran je tijekom 30 minuta na 4°C u mraku. Nakon toga stanice 

su oprane u PBS-u obogaćenom s 2% FCS, a potom resuspendirane u 300 μl PBS-a. Stanice su 

potom analizirane na protočnom citometru (FACS Calibur, BD Pharmingen). Analizirano je 
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20000 stanica po uzorku pomoću programa CellQuest (BD Biosciences, San Jose, SAD) i 

rezultati su prikazani histogramima odnosa intenziteta fluorescencije i broja stanica. Za 

postavljanje ograda i određivanje udjela pozitivnih stanica korišteni su neoznačeni uzorci i uzorci 

označeni kontrolnim neimunim protutijelima istog izotipa. 

 

Apoptoza stanica  

Apoptozu stanica linija NB4 i HL60 analizirali smo pomoću bojenja koje je uključivalo FITC-

konjugirani Annexin V i propidij jodid (PI, prema engl. propidium iodide). Tijekom apoptoze 

dolazi do promjena u sastavu stanične membrane, odnosno do prebacivanja fosfolipida s 

unutarnje na vanjsku stranu membrane. Annexin V veže se na negativno nabijeni fosfatidilserin, 

koji se tijekom apoptoze stanica nalazi na vanjskoj strani membrane. PI se selektivno veže na 

nukleinske kiseline unutar stanice nakon gubitka integriteta stanične membrane. Istodobnim 

bojanjem stanica FITC-Annexin V i PI moguće je razlikovati intaktne stanice (FITC
-
, PI

-
), 

apoptotične (FITC
+
, PI

-
) i nekrotične stanice (FITC

+
, PI

+
) (172). Prema protokolu, 0,2×10

6 

stanica oprali smo u PBS-u i resuspendirali u 100 μl Annexin V-veznog pufera (10 mM 

HEPES/NaOH, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2). Zatim smo dodali FITC-Annexin V (5 µl) i PI 

(0,25 µg) (BD Biosciences) u svaki uzorak te stanice inkubirali u mraku na sobnoj temperaturi 

tijekom 15 minuta. Nakon toga smo u uzorke dodali 300 μl Annexin V-veznog pufera i 

analizirali na protočnom citometru 20000 stanica po uzorku pomoću programa CellQuest. 

Rezultati su prikazani točkastim grafikonima odnosa intenziteta fluorescencije FITC i PI. Za 

postavljanje ograda i određivanje udjela pozitivnih stanica korišteni su neoznačeni uzorci i uzorci 

označeni pojedinačnim fluorescencijama (FITC i PI). 
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Stanični ciklus 

Promjene u staničnom ciklusu analizirali smo bojenjem stanica Vindelovom bojom (0,01 M Tris-

baze, 10 mM NaCl, 700 U/L RNAze, 7,5×10
-5

 M PI, 0,01% Nonidet P-40). Vindelova boja 

sadrži PI, fluorescentnu boju koja se veže za nukleinske kiseline. Kako se PI veže i za RNA, 

Vindelova boja u svom sastavu ima i RNAzu, enzim koji služi za uklanjanje RNA (173). Stanice 

(10
6
) oprali smo dva puta u PBS-u, na talog stanica smo dodali 1 mL Vindelove boje i inkubirali 

u mraku na 4°C tijekom 45 minuta i potom analizirali na protočnom citometru pomoću programa 

CellQuest. Faze staničnog ciklusa (G0/G1, S, G2/M) prikazane su na histogramima odnosa 

fluorescencije PI i broja stanica.  

 

4.7. Analiza genskog izražaja 

 

Izražaj gena analiziran je u stanicama NB4 i HL60 te u uzorcima koštane srži i periferne krvi 

bolesnika koji boluju od APL. Iz uzoraka je najprije izolirana RNA (TriPure; Roche Mannheim, 

Germany) prema uputama proizvođača. Nakon dodavanja otopine za izolaciju, uzorci su 

inkubirani na sobnoj temperaturi tijekom 10 minuta, a potom centrifugirani brzinom od 12000 g 

tijekom 30 minuta na +4ºC. Potom je u uzorke dodano 0,2 mL kloroforma, uzorci su inkubirani 2 

minute na +4ºC i centrifugirani pri 10000 g tijekom 15 minuta na +4ºC. Gornja, vodena faza je 

prenešena u novu epruvetu, na nju je dodano 0,5 mL izopropanola i inkubirana je tijekom 60 

minuta na –20ºC. Ponovnim centrifugiranjem pri 12000 g tijekom 15 minuta na +4ºC je spušten 

dobiveni precipitat na dno epruvete, opran je 75%-tnim etanolom i centrifugiran brzinom od 

7500 rpm tijekom 5 minuta na +4ºC. Talog je otopljen u destiliranoj vodi, te izmjerena količina i 

čistoća RNA pomoću UV-VIS spektrofotometra za mjerenje malih uzoraka (NanoDrop ND-1000 
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Spectrophotometer, NanoDrop Technologies Inc.,Wilmington, DE, SAD). Mjerene su 

apsorbancije (A) pri 260 nm i 280 nm te određivani njihovi omjeri, koji su iznosili A260/280>1,8. 

Izolirana RNA u količini od 1 μg po uzorku prepisana je u cDNA postupkom reverzne 

transkripcije upotrebom seta kemikalija High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, SAD) prema uputama proizvođača. Ukratko, u svaki uzorak RNA (u ukupnom 

volumenu 9 μl) dodano je 10 μl 2X RT pufera i 1μl 20X mješavine enzima reverzne-

transkriptaze. Uslijedila je inkubacija na 37°C tijekom 60 minuta. Reakcija je zaustavljena 

grijanjem tijekom 5 minuta na 95°C. 

Dobivena cDNA kvantitativno je umnožena postupkom qPCR pomoću uređaja ABI PRISM 

7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems).  

Izražaj gena za fuzijski onkogen PML/RARα, ukupni receptor RARα, BMP-molekule (BMP-2, 

BMP-4, BMP-6), BMP-receptore (ActRIA, BMPRIA, BMPRIB, BMPRII, ActRIIA, ActRIIB), 

ciljne gene (ID1, ID2, cKit), SMAD-molekule (SMAD-5, SMAD-6), BMP-antagoniste 

NOGGIN i BAMBI, te diferencijacijske i proliferacijske gene Asb2, PU.1, UBE2D3, C/EBPε, 

C/EBPα, Dlx4, Bcl-2 određen je pomoću komercijalnog seta kemikalija TaqMan Assay (Applied 

Biosystems) i TaqMan Gene-expression Master mix (Applied Biosystems) prema uputama 

proizvođača (Tablica 5). Esej se sastoji od para specifičnih začetnika i probe koja na 5'-kraju ima 

fluorescentnu boju 6-FAM, a na 3'-kraju hvatač fluorescencije (NFQ, prema engl. nonfluorescent 

quencher). Proba se veže na cDNA između oba začetnika, a produljenjem začetnika DNA-

polimeraza reže probu i tako dovodi do odvajanja fluorescentne boje od NFQ te povećanja 

intenziteta fluorescencije. Svaka reakcija se odvija u triplikatu, u reakcijskom volumenu od 25 

μL. Smjesa sadrži: 0,25 μL cDNA; 0,25 U uracil N-glikozilaze (AmpErase; Applied 
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Biosystems); po 200 nM začetnika 5’ i začetnika 3’; 250 nM TaqMan probe i 0,625 U DNA 

polimeraze (AmpliTaq Gold DNA polymerase). Reakcija se postavlja u pločici s 96 zdenaca 

(ABI PRISM Optical 96-Well Plate; Applied Biosystems). Uzorci se najprije inkubiraju tijekom 

2 minute na +50°C kako bi se aktivirao enzim uracil N-glikozilaza, a potom 10 minuta na +95°C 

da bi se uracil N-glikozilaza inaktivirala, a aktivirala DNA polimeraza. Potom slijedi 40 ciklusa 

tijekom kojih se uzorci inkubiraju na: +95°C tijekom 15 s i 60°C tijekom 60 s. 

Očitanja intenziteta fluorescencije prikazana su grafički, kao odnosi broja ciklusa i logaritma 

intenziteta fluorescencije (ΔRn; razlika fluorescencije reakcije i “temeljne” fluorescencije). Na 

sredini linearnog dijela krivulje umnožavanja postavljen je arbitrarni prag i prema njemu određen 

kritični broj ciklusa (Ct) kao onaj ciklus na kojem razina fluorescencije prelazi arbitrarni prag. 

Za svaki uzorak izračunata je relativna količina cDNA uporabom standardne krivulje. 

Standardna krivulja oblikovana je pomoću pet serijskih razrjeđenja uzorka za kalibraciju (cDNA 

iz obrađenih staničnih linija i uzoraka koštane srži). Standardna krivulja prikazana je grafikonom 

na kojem su logaritmi količine cDNA prikazani na apscisi, a vrijednosti Ct na ordinati. Relativna 

količina mRNA u uzorku je tada izražena u arbitrarnim jedinicama (relativna količina) u odnosu 

na količinu mRNA za GAPDH, kao na “endogenu” kontrolu.  
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Tablica 5. Eseji korišteni za kvantitativnu analizu PCR  

Geni* Genski simboli Oznaka eseja (Assay ID) 

PML/RARα PML-RARA fusion Hs03024794_ft 

RARα RARA Hs00940446_m1 

BMP-2 BMP2 Hs00154152_m1 

BMP-4 BMP4 Hs00370078_m1 

BMP-6 BMP6 Hs00233470_m1 

ActRIA ACVR1 Hs00153836_m1 

BMPRIA BMPR1A Hs01034910_g1 

BMPRIB BMPR1B Hs00176144_m1 

BMPRII BMPR2 Hs00281368_m1 

ActRIIA ACVR2A Hs00155658_m1 

ActRIIB ACVR2B Hs00609603_m1 

ID1 ID1 Hs03676575_m1 

ID2 ID2 Hs00747379_m1 

cKit KIT Hs00174029_m1 

SMAD5 SMAD5 Hs01557453_m1 

SMAD6 SMAD6 Hs00178579_m1 

NOGGIN NOG Hs00178579_m1 

BAMBI BAMBI Hs00180818_m1 

Asb2 ASB2 Hs00387867_m1 

PU.1 SPI1 Hs00281368_m1 

UBE2D3 UBE2D3 Hs00701790_m1 

C/EBPε CEBPE Hs00357657_m1 

C/EBPα CEBPA Hs00269972_s1 

Dlx4 DLX4 Hs00231080_m1 

Bcl-2 BCL2 Hs00153350_m1 

GAPDH GAPDH Hs99999905_ml 

* Eseji su komercijalno dostupni i korišteni prema uputama proizvođača (Applied Biosystems) 
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4.8. Statistička analiza rezultata 

 

Svi pokusi na staničnim linijama ponovljeni su barem četiri puta. Uzorci bolesnika analizirani su 

pojedinačno za svakog bolesnika. Analize izražaja gena rađene su u triplikatu, a rezultati 

prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. Razlike između skupina (kontrolne i 

obrađene ATRA-om s ili bez dodanog BMP-a, odnosno NOGGIN-a) uspoređene su analizom 

varijance uz Student–Newman–Keuls posthoc test. Izražaj gena u primarnim uzorcima koreliran 

je s izražajem fuzijskog onkogena PML/RAR i ukupnog RAR pomoću testa korelacije i 

Spearmanovog koeficijenta korelacije rho (ρ) uz interval podudarnosti (CI, prema engl. 

confidence interval) 95%. Za razinu statističke značajnosti (vrijednost α) uzeli smo 0,05. Za 

statističku analizu koristili smo računalni program MedCalc (Mariakerke, Belgija). 
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5. REZULTATI 

 

Rezultati ovog istraživanja sastoje se od dva dijela. Najprije smo proučavali mehanizme 

djelovanja ATRA-e i molekula BMP u uvjetima in vitro na mijeloidnim leukemijskim linijama 

NB4 i HL60, a potom smo dobivene rezultate testirali i u primarnim uzorcima bolesnika 

oboljelih od APL.  

 

5.1. ATRA potiče diferencijaciju mijeloidnih leukemijskih linija NB4 i HL60 

 

Dosadašnja istraživanja dokazala su da ATRA potiče diferencijaciju stanica mijelodne leukemije 

(174-176). Kako bismo potvrdili diferencijacijski učinak ATRA-e, stanične linije mijeloidne 

leukemije NB4 i HL60 obradili smo ATRA-om u različitim dozama tijekom četiri dana. Uzorci 

obrađeni ATRA-om izražavali su morfološke karakteristike neutrofilnih granulocita 

(segmentirana jezgra i svijetla citoplazma), za razliku od nediferenciranih promijelocita (okrugla 

jezgra i bazofilna citoplazma) (Slika 7). Usporedo smo protočno-citometrijski analizirali izražaj 

diferencijacijskih biljega CD11b i CD11c tijekom obrade stanica. Za liniju NB4 korišten je 

raspon doza ATRA-e od 0,25 M do 1 M, a za liniju HL60 raspon doza od 0,5 M do 2 M 

(Slike 8 i 9). Osim učinka različitih doza, pratili smo i izražaj diferencijacijskih biljega ovisno o 

trajanju obrade ATRA-om (Slike 10 i 11). U obje stanične linije povećava se udio diferenciranih 

stanica s vremenom trajanja obrade, odnosno povećanjem koncentracije ATRA-e pa smo za 

optimalne uvjete diferencijacije koje smo koristili u daljnjim pokusima odredili obradu stanične 

linije NB4 dozom ATRA-e od 0,5 M, a linije HL60 dozom ATRA-e od 2 M.  
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Dalje smo analizirali učinak ATRA-e na udio apoptotičnih i nekrotičnih stanica linija NB4 i 

HL60. Uočili smo da se smanjuje udio apoptotičnih stanica NB4 linije tijekom obrade ATRA-

om, primjerice na 14,82% treći dan obrade u odnosu na 24,75% u kontrolnom uzorku, dok je 

udio nekrotičnih stanica približno jednak u svim uzorcima (Slika 12). U liniji HL60 u prvih 48 

sati smanjio se udio apoptotičnih stanica na 11,58% u odnosu na 19,05% u kontrolnom uzorku, 

da bi se nakon 96 sati obrade udio apoptotičnih stanica povećao na 21,59% (Slika 13). Kako u 

HL60 liniji nije prisutna translokacija t(15;17), odnosno fuzijski protein PML/RARα možemo 

pretpostaviti da su drugi čimbenici odgovorni za ovakav apoptotični učinak ATRA-e. Poznato je 

da se tijekom diferencijacije stanica HL60 linije smanjuje izražaj antiapoptotičnog proteina Bcl-2 

(177), što bi moglo biti objašnjenje ovog učinka.  

Također smo utvrdili učinak obrade ATRA-om na udio stanica u pojedinim fazama staničnog 

ciklusa. Obrada ATRA-om smanjenjuje udio stanica u fazama S i G2/M staničnog ciklusa, 

primjerice za fazu G2/M na 4,80% treći dan obrade u odnosu na 11,24% u kontrolnom uzorku za 

liniju NB4, odnosno na 5,79% četvrti dan obrade u odnosu na 26,83% u kontrolnom uzorku za 

liniju HL60 (Slike 14 i 15). Kao što smo i očekivali u diferenciranim uzorcima povećao se udio 

stanica u G0/G1 fazi ciklusa u obje stanične linije (176).  

  



46 
 

 

 

 

Slika 7. Morfološke promjene stanica mijeloidnih leukemijskih linija NB4 (A) i HL60 (B) nakon 

obrade ATRA-om. Stanice su pripremljene na predmetnim stakalcima i bojane postupkom po May-

Grunwald Giemsi. Stanice linije NB4 analizirane su nakon 3 dana, a stanice linije HL60 nakon 4 dana 

obrade ATRA-om. U kontrolnoj neobrađenoj skupini prevladavaju nediferencirani promijelociti, dok u 

obrađenim uzorcima stanica prevladavaju stanice segmentiranih jezgara i svijetle citoplazme, što su 

značajke diferenciranih neutrofila (strelice). Prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. Povećanje 

1000× s uljnom imerzijom. ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid 

  

KONTROLA ATRA 
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Slika 8. Učinak različitih doza ATRA-e na izražaj membranskih biljega znakovitih za diferencirane 

neutrofile mijeloidne leukemijske linije NB4. Protočnom citometrijom analiziran je izražaj 

membranskih biljega CD11b i CD11c nakon obrade ATRA-om tijekom tri dana. Za označavanje smo 

koristili monoklonska protutijela fluorescein-izotiocijanat (FITC)-anti-CD11b i fikoeritrin (PE)-anti-

CD11c. Analizirali smo 20000 stanica po uzorku i rezultate prikazali histogramom odnosa intenziteta 

fluorescencije i broja stanica. Kontrolni uzorak predstavlja stanice NB4 koje nisu obrađene ATRA-om. 

Ograda za određivanje udjela pozitivnih stanica postavljena je prema neoznačenom uzorku i uzorku 

označenom neimunim protutijelima (izotipska kontrola). Prikazan je rezultat reprezentativnog pokusa. 

ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid  

CD11b    CD11c 

KONTROLA 

ATRA 0,25µM 

ATRA 0,5µM 

ATRA 1µM 
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Slika 9. Učinak različitih doza ATRA-e na izražaj membranskih biljega znakovitih za diferencirane 

neutrofile mijeloidne leukemijske linije HL60. Protočnom citometrijom analiziran je izražaj 

membranskih biljega CD11b i CD11c nakon obrade ATRA-om tijekom četiri dana. Za označavanje smo 

koristili monoklonska protutijela fluorescein-izotiocijanat (FITC)-anti-CD11b i fikoeritrin (PE)-anti-

CD11c. Analizirali smo 20000 stanica po uzorku i rezultate prikazali histogramom odnosa intenziteta 

fluorescencije i broja stanica. Kontrolni uzorak predstavlja stanice HL60 koje nisu obrađene ATRA-om. 

Ograda za određivanje udjela pozitivnih stanica postavljena je prema neoznačenom uzorku i uzorku 

označenom neimunim protutijelima (izotipska kontrola). Prikazan je rezultat reprezentativnog pokusa. 

ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid  

CD11b    CD11c 

KONTROLA 

ATRA 0,5µM 

ATRA 1µM 

ATRA 2µM 
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Slika 10. Učinak trajanja obrade ATRA-om na izražaj membranskih biljega karakterističnih za 

diferencirane neutrofile u staničnoj liniji NB4. Protočnom citometrijom analiziran je izražaj 

membranskih biljega CD11b i CD11c nakon obrade ATRA-om u dozi od 0,5 µM tijekom četiri dana. Za 

označavanje smo koristili monoklonska protutijela fluorescein-izotiocijanat (FITC)-anti-CD11b i 

fikoeritrin (PE)-anti-CD11c. Analizirali smo 20000 stanica po uzorku i rezultate prikazali histogramom 

odnosa intenziteta fluorescencije i broja stanica. Kontrolni uzorak predstavlja stanice NB4 koje nisu 

obrađene ATRA-om. Ograda za određivanje udjela pozitivnih stanica postavljena je prema neoznačenom 

uzorku i uzorku označenom neimunim protutijelima (izotipska kontrola). Prikazan je rezultat 

reprezentativnog pokusa. ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid  

CD11b   CD11c 

KONTROLA 

DAN 1 

DAN 2 

DAN 3 

DAN 4 
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Slika 11. Učinak trajanja obrade ATRA-om na izražaj membranskih biljega karakterističnih za 

diferencirane neutrofile u staničnoj liniji HL60. Protočnom citometrijom analiziran je izražaj 

membranskih biljega CD11b i CD11c nakon obrade ATRA-om u dozi od 2 µM tijekom četiri dana. Za 

označavanje smo koristili monoklonska protutijela fluorescein-izotiocijanat (FITC)-anti-CD11b i 

fikoeritrin (PE)-anti-CD11c. Analizirali smo 20000 stanica po uzorku i rezultate prikazali histogramom 

odnosa intenziteta fluorescencije i broja stanica. Kontrolni uzorak predstavlja stanice HL60 koje nisu 

obrađene ATRA-om. Ograda za određivanje udjela pozitivnih stanica postavljena je prema neoznačenom 

uzorku i uzorku označenom neimunim protutijelima (izotipska kontrola). Prikazan je rezultat 

reprezentativnog pokusa. ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid 

CD11b   CD11c 

KONTROLA 

DAN 1 

DAN 2 

DAN 3 

DAN 4 
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Slika 12. Učinak trajanja obrade ATRA-om na vijabilnost i apoptozu stanica mijeloidne 

leukemijske linije NB4. Protočnom citometrijom analiziran je udio apoptotičnih i nekrotičnih stanica 

nakon obrade ATRA-om u dozi od 0,5 µM tijekom četiri dana. Istodobnim bojanjem stanica fluorescein-

izotiocijanat (FITC)-Annexin V i propidij jodidom (PI) razlikujemo intaktne stanice (FITC
-
, PI

-
), 

apoptotične (FITC
+
, PI

-
) i nekrotične stanice (FITC

+
, PI

+
). Analizirali smo 20000 stanica po uzorku i 

rezultate prikazali točkastim grafikonom odnosa intenziteta fluorescencije FITC i PI. Za postavljanje 

ograda i određivanje udjela pozitivnih stanica korišteni su neoznačeni uzorci i uzorci označeni 

pojedinačnim fluorescencijama (FITC i PI). Prikazan je rezultat reprezentativnog pokusa. ATRA, prema 

engl. all-trans retinoic acid  

 

  

  

 

 

 

  

  

ANNEXIN V 

P
I 

KONTROLA 

ATRA 

3,39% 

24,75% 

3,42% 

24,55% 

2,36% 

15,42% 

14,82% 

2, 21% 
4, 40% 

16,92% 

DAN 1 DAN 2 

DAN 3 
DAN 4 
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Slika 13. Učinak trajanja obrade ATRA-om na vijabilnost i apoptozu stanica mijeloidne 

leukemijske linije HL60. Protočnom citometrijom analiziran je udio apoptotičnih i nekrotičnih stanica 

nakon obrade ATRA-om u dozi od 2 µM tijekom četiri dana. Istodobnim bojanjem stanica fluorescein-

izotiocijanat (FITC)-Annexin V i propidij jodidom (PI) razlikujemo intaktne stanice (FITC
-
, PI

-
), 

apoptotične (FITC
+
, PI

-
) i nekrotične stanice (FITC

+
, PI

+
). Analizirali smo 20000 stanica po uzorku i 

rezultate prikazali točkastim grafikonom odnosa intenziteta fluorescencije FITC i PI. Za postavljanje 

ograda i određivanje udjela pozitivnih stanica korišteni su neoznačeni uzorci i uzorci označeni 

pojedinačnim fluorescencijama (FITC i PI). Prikazan je rezultat reprezentativnog pokusa. ATRA, prema 

engl. all-trans retinoic acid  

 
 

 
 

3,75% 

19,05% 

3,51% 

17,95% 11,58% 

4,52% 

15,31% 

15,34% 21,59% 
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Slika 14. Učinak obrade ATRA-om na razdiobu stanica mijeloidne leukemijske linije NB4 prema 

fazama staničnog ciklusa. Stanice su obrađene ATRA-om u dozi od 0,5 µM tijekom četiri dana i bojane 

Vindelovom bojom. Faze staničnog ciklusa G0/G1, S i G2/M prikazane su pomoću histograma odnosa 

intenziteta fluorescencije PI (odnosno stanične količine DNA) i broja stanica. Prikazani su rezultati 

reprezentativnog pokusa. ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid, PI, propidij jodid   

KONTROLA 

ATRA 

DAN 1 

DAN 3

 
 DAN 1 

DAN 4 

DAN 2 

  

  

  

 
 

PI 
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GO/G1  71,81%        

S 15,87%             

G2/M 11,24% 

GO/G1  72,08%        

S 15,75%             

G2/M 13,44% 

GO/G1  82,33%        

S 9,56%             

G2/M 7,38% 

GO/G1  86,10%        

S 8,94%             

G2/M 4,80% 

GO/G1  77,77%        

S 12,88%             

G2/M 9,93% 
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Slika 15. Učinak obrade ATRA-om na razdiobu stanica mijeloidne leukemijske linije HL60 prema 

fazama staničnog ciklusa. Stanice su obrađene ATRA-om u dozi od 2 µM tijekom četiri dana i bojane 

Vindelovom bojom. Faze staničnog ciklusa G0/G1, S i G2/M prikazane su pomoću histograma odnosa 

intenziteta fluorescencije PI (odnosno stanične količine DNA) i broja stanica. Prikazani su rezultati 

reprezentativnog pokusa. ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid, PI, propidij jodid  

KONTROLA 

ATRA 

DAN 1 
DAN 2 

DAN 3 DAN 4 

B
R

O
J 
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A
 

PI 

GO/G1 45,18%    

S 27,11%   

G2/M 26,83% 

GO/G1 60,62%    

S 27,99%   

G2/M 11,90% 

GO/G1 78,87%    

S 11,36%   

G2/M 10,39% 

GO/G1 75,84%    

S 8,06%   

G2/M 15,51% 

GO/G1 85,01%    

S 6,45%   

G2/M 5,79% 
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Izražaj onkogena PML/RARα i ukupnog receptora RARα u mijeloidnom leukemijskim linijama 

NB4 i HL60 

Promjene u diferencijaciji, apoptozi i staničnom ciklusu mijeloidnih leukemijskih linija, izazvane 

obradom ATRA-om potvrdili smo i promjenama u izražaju pojedinih gena ključnih za djelovanje 

ATRA-e i BMP-a postupkom kvantitativnog PCR-a.  

U prvom nizu pokusa odredili smo izražaj receptora retinoične kiseline RARα i fuzijskog 

onkogena PML/RARα u odnosu na obradu ATRA-om. U staničnoj liniji NB4, za koju je 

karakteristična prisutnost translokacije t(15;17), izražaj onkogena PML/RARα povećan je nakon 

obrade stanica ATRA-om (Slika 16). Kao što smo i očekivali, u liniji HL60 koja nema 

translokaciju t(15;17), onkogen PML/RARα nije prisutan. U obje mijeloidne leukemijske linije 

nakon obrade stanica ATRA-om povećava se izražaj gena za RARα.  
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Slika 16. Izražaj onkogena PML/RARα i receptora retinoične kiseline RARα u mijeloidnim 

leukemijskim linijama NB4 i HL60 nakon obrade ATRA-om. RNA je izolirana iz uzoraka staničnih 

linija nakon obrade ATRA-om tijekom dva (NB4) odnosno tri (HL60) dana i analizirana pomoću 

kvantitativnog PCR. Kontrolni uzorak predstavlja stanice koje nisu obrađene ATRA-om.Vrijednosti 

izražaja RNA su dobivene uporabom standardne krivulje izražaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju i 

normalizirane u odnosu na količinu mRNA za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) 

(„endogena“ kontrola). Prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. PML/RARα, prema engl. 

promyelocytic leukemia/retinoid receptor α, receptor retinoične kiseline RARα, prema engl. retinoid 

receptor α, ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid, ctrl, kontrola.  
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Izražaj gena za BMP-receptore, BMP-ciljne molekule, molekule BMP-signalnog puta i BMP-

antagoniste u mijeloidnim leukemijskim linijama NB4 i HL60 

Da bi potvrdili osjetljivost mijeloidnih leukemijskih linija NB4 i HL60 na molekule BMP 

odredili smo izražaj gena za BMP-receptore u tim stanicama. Analiziran je izražaj BMP-

receptora skupine I: ActRIA, BMPRIA, BMPRIB i skupine II: BMPRII, ActRIIA, ActRIIB. U 

obje stanične linije poglavito su izraženi geni za receptor BMPRIA, te iz receptora skupine II 

BMPRII i ActRIIB. Djelovanjem ATRA-e najuočljivije je pojačanje izražaja gena za BMPRII i 

smanjenje izražaja gena za ActRIIB, izraženije u staničnoj liniji HL60 (Slika 17).  

 

Slika 17. Izražaj receptora za molekule BMP u mijeloidnim leukemijskim linijama NB4 i HL60 

nakon obrade stanica ATRA-om. RNA je izolirana iz uzoraka staničnih linija nakon obrade ATRA-om 

tijekom dva (NB4) odnosno tri (HL60) dana i analizirana pomoću kvantitativnog PCR. Kontrolni uzorak 

predstavlja stanice koje nisu obrađene ATRA-om. Vrijednosti izražaja RNA su dobivene uporabom 

standardne krivulje izražaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju i normalizirane u odnosu na količinu 

mRNA za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) („endogena“ kontrola). Prikazani su rezultati 

reprezentativnog pokusa. BMP, prema engl. bone morphogenetic protein, ATRA, prema engl. all-trans 

retinoic acid, ActRIA, prema engl. activin receptor IA, BMPRIA, prema engl. bone morphogenetic 

protein receptor IA, BMPRIB, prema engl. bone morphogenetic protein receptor IB, BMPRII, prema 

engl. bone morphogenetic protein receptor II, ActRIIA, prema engl. activin receptor IIA, ActRIIB, prema 

engl. activin receptor IIB, ctrl, kontrola   
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Osim izražaja gena za BMP-receptore, analizirali smo i izražaj gena za molekule uključene u 

BMP-signalni put (SMAD-5, SMAD-6), izražaj BMP-antagonista (NOGGIN, BAMBI) te gena 

čiju transkripciju reguliraju molekule BMP i koji su važni za njihov unutarstanični učinak (ID1, 

ID2 i cKit) (Slika 18). Izražaj gena za inhibitore diferencijacije ID1 i ID2 izrazito se povećava 

nakon obrade ATRA-om u stanicama linije NB4. Također smo uočili smanjenje izražaja gena za 

inhibicijsku molekulu SMAD-6 i BMP-antagonist NOGGIN nakon obrade ATRA-om u obje 

stanične linije. 

 

Slika 18. Izražaj gena za BMP-ciljne molekule (ID1, ID2, cKit), molekule BMP-signalnog puta 

(SMAD-5, SMAD-6) i BMP-antagoniste (NOGGIN i BAMBI) u mijeloidnim leukemijskim linijama 

NB4 i HL60 nakon obrade ATRA-om. RNA je izolirana iz uzoraka staničnih linija nakon obrade 

ATRA-om tijekom dva (NB4) odnosno tri (HL60) dana i analizirana pomoću kvantitativnog PCR. 

Kontrolni uzorak predstavlja stanice koje nisu obrađene ATRA-om.Vrijednosti izražaja RNA su dobivene 

uporabom standardne krivulje izražaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju i normalizirane u odnosu na 

količinu mRNA za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) („endogena“ kontrola). Prikazani su 

rezultati reprezentativnog pokusa. ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid, BMP, prema engl. bone 

morphogenetic protein, SMAD, prema engl. small mothers against decapentaplegic, ID, prema engl. 

inhibitors of DNA binding, NOGG, NOGGIN, BAMBI, prema engl. bone morphogenetic and activin 

membrane-bound inhibitor 
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5.2. Koštani morfogenetski proteini smanjuju diferencijaciju mijeloidnih leukemijskih 

linija NB4 i HL60 potaknutu ATRA-om  

 

Prethodnim istraživanjima naše skupine pokazali smo smanjen izražaj gena za BMP-2, BMP-4 i 

BMP-7 u uzorcima koštane srži bolesnika oboljelih od APL nakon liječenja ATRA-om u odnosu 

na dijagnostičke uzorke (153). Na temelju tih rezultata zaključili smo da molekule BMP 

sudjeluju u regulaciji diferencijacije stanica APL. U ovoj studiji dalje smo istraživali taj 

mehamizam u uvjetima in vitro koristeći mijeloidne leukemijske linije NB4 i HL60. Obje 

stanične linije na obradu ATRA-om odgovaraju diferencijacijom promijelocita u neutrofile. NB4 

je akutna promijelocitna stanična linija karakterizirana translokacijom t(15;17) i onkogenom 

PML/RARα, dok je HL60 linija mijeloblastične leukemije, koja nema translokaciju t(15;17) niti 

onkogen PML/RARα, a koristili smo je kako bi testirali je li učinak BMP-a ovisan o izražaju 

onkogena PML/RARα.  

Stanične kulture obradili smo ATRA-om u dozi od 0,5 µM za stanice NB4 i 2 µM za stanice 

HL60 te BMP-2, BMP-4 ili BMP-6 u dozi od 25 ng/ml. Obrada stanica samo molekulama BMP-

2, -4 ili -6 ne djeluje na diferencijaciju stanica prema morfološkim i fenotipskim pokazateljima. 

Nasuprot tome, kombinirana obrada ATRA-om i molekulama BMP značajno smanjuje udio 

diferenciranih stanica u odnosu na uzorke obrađene samo ATRA-om.  

Taj učinak najprije smo dokazali na temelju morfoloških promjena tijekom diferencijacije 

promijelocita u neutrofile, u uzorcima obojanim prostupkom May-Grunwald Giemsa (Slika 19). 

Stanice koje su obrađene kombinacijom ATRA-e i BMP-a pokazivale su morfološka obilježja 

promijelocita, slično kontrolnim neobrađenim stanicama, nasuprot diferenciranim stanicama 

značajki neutrofila u uzorcima obrađenim ATRA-om.  
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Izražaj membranskih diferencijacijskih biljega, analiziran protočno-citometrijski, u skladu je s 

morfološkim pokazateljima. Uočili smo otprilike dvostruko smanjenje udjela CD11b
+
 i još 

izraženije smanjenje udjela CD11c
+
 stanica linije NB4 (Slika 20). Stanice linije HL60 pokazuju 

sličan obrazac odgovora na kombiniranu obradu uz nešto slabiji učinak na izražaj biljega CD11b 

u odnosu na liniju NB4 (Slika 21). Također, nije uočena značajna razlika u učinku različitih 

molekula BMP.  
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Slika 19. Učinak kombinirane obrade ATRA-om i molekulama BMP-2 na morfološke značajke 

mijeloidnih leukemijskih linija NB4 i HL60. Stanice su pripremljene na predmetnim stakalcima, a 

potom su bojane postupkom May-Grunwald Giemsa. Stanice linije NB4 analizirane su nakon tri dana, a 

stanice linije HL60 nakon četiri dana obrade. Kontrolnu skupinu predstavljaju neobrađene stanice 

značajki nediferenciranih promijelocita. Strelice označavaju diferencirane neutrofile, znakovite po 

segmentiranim jezgrama i svijetloj citoplazmi. Prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. Povećanje 

1000× s uljnom imerzijom. ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid, BMP, prema engl. bone 

morphogenetic protein 
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Slika 20. Učinak kombinirane obrade ATRA-om i molekulama BMP na izražaj membranskih 

biljega znakovitih za diferencirane neutrofile u mijeloidnoj leukemijskoj liniji NB4. Protočnom 

citometrijom analiziran je izražaj membranskih biljega CD11b i CD11c nakon obrade ATRA-om u dozi 

od 0,5 µM i molekulama BMP-2, BMP-4 i BMP-6 u dozi od 25 ng/ml tijekom tri dana. Za označavanje 

smo koristili monoklonska protutijela fluorescein-izotiocijanat (FITC)-anti-CD11b i fikoeritrin (PE)-anti-

CD11c. Analizirali smo 20000 stanica po uzorku i rezultate prikazali histogramom odnosa intenziteta 

fluorescencije i broja stanica. Kontrolni uzorak predstavlja stanice NB4 koje nisu obrađene ATRA-om ili 

molekulama BMP. Ograda za određivanje udjela pozitivnih stanica postavljena je prema neoznačenom 

uzorku i uzorku označenom neimunim protutijelima (izotipska kontrola). Grafikoni prikazuju postotak 

stanica koje izražavaju površinski biljeg. Prikazan je rezultat reprezentativnog pokusa. ATRA, prema 

engl. all-trans retinoic acid, BMP prema engl. bone morphogenetic protein 
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Slika 21. Učinak kombinirane obrade ATRA-om i molekulama BMP na izražaj membranskih 

biljega znakovitih za diferencirane neutrofile u mijeloidnoj leukemijskoj liniji HL60. Protočnom 

citometrijom analiziran je izražaj membranskih biljega CD11b i CD11c nakon obrade ATRA-om u dozi 

od 2 µM i molekulama BMP-2, BMP-4 i BMP-6 u dozi od 25 ng/ml tijekom četiri dana. Za označavanje 

smo koristili monoklonska protutijela fluorescein-izotiocijanat (FITC)-anti-CD11b i fikoeritrin (PE)-anti-

CD11c. Analizirali smo 20000 stanica po uzorku i rezultate prikazali histogramom odnosa intenziteta 

fluorescencije i broja stanica. Kontrolni uzorak predstavlja stanice HL60 koje nisu obrađene ATRA-om ili 

molekulama BMP. Ograda za određivanje udjela pozitivnih stanica postavljena je prema neoznačenom 

uzorku i uzorku označenom neimunim protutijelima (izotipska kontrola). Grafikoni prikazuju postotak 

stanica koje izražavaju površinski biljeg. Prikazan je rezultat reprezentativnog pokusa. ATRA, prema 

engl. all-trans retinoic acid, BMP prema engl. bone morphogenetic protein 
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Izražaj unutarstaničnih gena odgovornih za proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu stanica 

mijeloidnih leukemijskih linija NB4 i HL60 nakon kombinirane obrade ATRA-om i molekulama 

BMP 

Da bi na molekularnoj razini potvrdili učinak ATRA-e te kombinirane obrade ATRA-om i 

molekulama BMP, u sljedećem nizu pokusa postupkom qPCR analizirali smo izražaj 

unutarstaničnih gena koji su odgovorni za proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu stanica APL 

(Slike 22 i 23). Ciljne gene grupirali smo u dvije skupine, tako da prvu skupinu čine geni čiji se 

izražaj pojačava nakon obrade ATRA-om odnosno diferencijacijom promijelocita u neutrofile, a 

drugu skupinu čine geni izraženi u nediferenciranim stanicama, čiji se izražaj djelovanjem 

ATRA-e smanjuje. 

U prvoj skupini analizirali smo izražaj gena Asb2 (prema engl. ankirin repeat i SOCS box 

protein) koji je odgovoran za inhibiciju rasta i mijeloidnu diferencijaciju djelovanjem RA. 

Izražaj tog gena značajno se povećao u uzorcima obrađenim ATRA-om. Potom smo pratili 

izražaj gena važnih za diferencijaciju stanica: gena za mijeloidni specifični transkripcijski 

čimbenik PU.1 i transkripcijski čimbenik C/EBP ε (prema engl. CCAT-enhancer-binding protein 

ε) te ubikvitin-konjugirajući enzim UBE2D3 (prema engl. ubiquitin-conjugating enzyme E2 D3). 

Izražaj tih gena višestruko se povećava u uzorcima obrađenim ATRA-om. Kombinirana obrada 

ATRA-om i molekulama BMP smanjuje poticajni učinak ATRA-e na transkripciju tih gena, 

posebice u stanicama linije NB4 (Slike 22 i 23).  

U drugoj skupini analizirali smo izražaj gena koji sudjeluju u staničnoj proliferaciji i 

tumorigenezi uključujući protoonokogen Bcl-2 (prema engl. B-cell lymphoma-2), cKit (prema 

engl. tyrosine-protein kinase) i Dlx4 (prema engl. distal-less homebox gene 4). Izražaj tih gena, 
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posebice Bcl-2, smanjuje se djelovanjem ATRA-e, bez značajnog učinka dodatne obrade 

molekulama BMP. Zanimljivo je istaknuti da je izražaj gena za cKit, koji ima važnu ulogu u 

regulaciji proliferaciji hematopoetskih stanica, vrlo slabo izražen u stanicama linije HL60, a 

značajno jače izražen u stanicama linije NB4 (Slike 22 i 23). Pretpostavljamo da bi ta razlika u 

konstitutivnom izražaju gena za cKit koji je jedan od transkripcijskih ciljeva molekula BMP, 

mogla biti odgovorna za jači supresijski učinak BMP-a na diferencijaciju stanica NB4 potaknutu 

ATRA-om u odnosu na stanice HL60. Ukupno gledano, molekule BMP su značajnije mijenjale 

izražaj gena odgovornih za diferencijaciju stanica primjerice PU.1, UBE2D3 i C/EBPε, posebice 

u stanicama linije NB4, u odnosu na izražaj gena uključenih u regulaciju proliferacije stanica. 
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Slika 22. Izražaj unutarstaničnih gena ključnih za regulaciju diferencijacije (Asb2, PU.1, UBE2D3, 

CEBPε) i proliferacije (CEBPα, Dlx4, cKit i Bcl-2) stanica NB4 nakon kombinirane obrade ATRA-

om i molekulama BMP. RNA je izolirana iz uzoraka linije NB4 nakon dva dana kombinirane obrade 

ATRA-om i molekulama BMP i analizirana pomoću kvantitativnog PCR. Kontrolni uzorak predstavlja 

stanice koje nisu obrađene ATRA-om ili molekulama BMP. Vrijednosti izražaja RNA su dobivene 

uporabom standardne krivulje izražaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju i normalizirane u odnosu na 

količinu mRNA za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) („endogena“ kontrola). Prikazani su 

rezultati reprezentativnog pokusa. ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid, BMP, prema engl. bone 

morphogenetic protein, ctrl, kontrola, Asb2, prema engl. ankyrin repeat and SOCS box protein 2, C/EBP, 

prema engl. CCAAT-enhancer-binding-proteins, UBE2D3, prema engl. ubiquitin-conjugating enzyme 

2D3, cKit, prema engl. tyrosine-protein kinase, Bcl-2, prema engl. B-cell lymphoma-2, Dlx4, prema engl. 

distal-less homebox 4 

  

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

Asb2 PU.1 UBE2D3 CEBPε 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

CEBPα Dlx4 cKit Bcl2

K
o

lič
in

a 
m

R
N

A
 (

ar
b

it
ra

rn
e 

je
d

in
ic

e)
 

K
o

lič
in

a 
m

R
N

A
 (

ar
b

it
ra

rn
e 

je
d

in
ic

e)
 



67 
 

 

 

 

Slika 23. Izražaj unutarstaničnih gena ključnih za regulaciju diferencijacije (Asb2, PU.1, UBE2D3, 

CEBPε) i proliferacije (CEBPα, Dlx4, cKit i Bcl-2) stanica HL60 nakon kombinirane obrade 

ATRA-om i molekulama BMP. RNA je izolirana iz uzoraka linije HL60 nakon tri dana kombinirane 

obrade ATRA-om i molekulama BMP i analizirana pomoću kvantitativnog PCR. Kontrolni uzorak 

predstavlja stanice koje nisu obrađene ATRA-om ili molekulama BMP. Vrijednosti izražaja RNA su 

dobivene uporabom standardne krivulje izražaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju i normalizirane u 

odnosu na količinu mRNA za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) („endogena“ kontrola). 

Prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid, BMP, prema 

engl. bone morphogenetic protein, ctrl, kontrola, Asb2, prema engl. ankyrin repeat and SOCS box protein 

2, C/EBP, prema engl. CCAAT-enhancer-binding-proteins, UBE2D3, prema engl. ubiquitin-conjugating 

enzyme 2D3, cKit, prema engl. tyrosine-protein kinase, Bcl-2, prema engl. B-cell lymphoma-2, Dlx4, 

prema engl. distal-less homebox 4 
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5.3. Djelovanje molekula BMP-2 i NOGGIN na mijeloidne leukemijske linije NB4 i HL60 

nakon obrade ATRA-om 

 

Cilj sljedećeg niza pokusa bio je potvrditi specifični anti-diferencijacijski učinak molekula BMP, 

te razjasniti molekularni mehanizam toga učinka odnosno identificirati gene na čiju transkripciju 

djeluju molekule BMP i koji bi mogli biti odgovorni za sprječavanje diferencijacije promijelocita 

potaknute ATRA-om. U prethodnim pokusima nismo uočili značajne razlike u djelovanju 

pojedinih molekula BMP. Kako su u obje ispitivane stanične linije izraženi receptori BMPRIA, 

BMPRII i ActRIIB (Slika 17) preko kojih svoj učinak mogu ostvariti sve tri ispitivane BMP-

molekule (BMP-2, BMP-4 i BMP-6) (178-180), pretpostavili smo da su ta tri receptora 

odgovorna za provođenje BMP-signala. Stoga smo u daljnjim pokusima za istraživanje 

mehanizma djelovanja molekula BMP na diferencijaciju promijelocita potaknutu ATRA-om 

uporabili BMP-2.  

Potvrdili smo smanjenje udjela diferenciranih stanica nakon kombinirane obrade stanica ATRA-

om i molekulom BMP-2 u odnosu na obradu samo ATRA-om (Slike 24 i 25). Također smo 

dokazali da je taj učinak supresije diferencijacije potaknute ATRA-om specifično posredovan sa 

molekulom BMP-2 jer je izostao kada smo tretiranim stanicama dodali BMP-antagonist 

NOGGIN u obje testirane mijeloidne leukemijske linije. Stanice uzoraka obrađenih 

kombinacijom molekula BMP-2/NOGGIN i potaknutih ATRA-om izražavali su diferencijacijske 

biljege CD11b i CD11c slično uzorcima obrađenim samo ATRA-om (Slike 24 i 25). 

Dalje smo analizirali izražaj gena za unutarstanične molekule u čijoj regulaciji se isprepliće 

signalni put BMP-a i ATRA-e te čija je transkripcija regulirana i molekulama BMP i ATRA-om. 

ID-proteini koji pripadaju obitelji helix-loop-helix (HLH)-proteina djeluju kao inhibitori 
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vezivanja drugih HLH-proteina na DNA. Poznato je da BMP-molekule reguliraju izražaj 

proteina ID u različitim tkivima (181). Također, uočen je pojačan izražaja ID-gena u bolesnika 

koji boluju od APL nakon liječenja ATRA-om (182). ID-geni sudjeluju u regulaciji 

diferencijacije granulocita (183), kao i u malignoj transformaciji različitih tipova stanica (184). U 

isto vrijeme, ti su geni uključeni u BMP-signalni put (185). Naši rezultati pokazuju pojačan 

izražaj gena ID1 i ID2 u stanicama obrađenim molekulama BMP-2 u obje mijeloidne 

leukemijske linije (Slike 26 i 27). U uzorcima obrađenim samo ATRA-om njihov izražaj se 

pojačava samo u stanicama NB4, ali ne u stanicama HL60. Kombinirana obrada molekulama 

BMP-2 i ATRA-om aditivno pojačava izražaj ID-gena, posebice ID1 u stanicama NB4 (Slike 26 

i 27). Ti rezultati upućuju na zaključak da bi dodatna indukcija djelovanja ID-proteina 

molekulama BMP mogla biti uzrok kočenja diferencijacije promijelocita potaknute ATRA-om. 
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Slika 24. Učinak kombinirane obrade ATRA-om, molekulama BMP-2 i BMP-antagonista NOGGIN 

mijeloidne leukemijske linije NB4 na izražaj membranskih biljega znakovitih za diferencirane 

neutrofile. Protočnom citometrijom analiziran je izražaj membranskih biljega CD11b i CD11c nakon 

obrade ATRA-om u dozi od 0,5 µM, molekulom BMP-2 u dozi od 25 ng/ml i NOGGIN-om u dozi od 

100 ng/ml tijekom jednog dana. Za označavanje smo koristili monoklonska protutijela fluorescein-

izotiocijanat (FITC)-anti-CD11b i fikoeritrin (PE)-anti-CD11c. Analizirali smo 20000 stanica po uzorku i 

rezultate prikazali histogramom odnosa intenziteta fluorescencije i broja stanica. Kontrolni uzorak 

predstavlja stanice NB4 koje nisu obrađene ATRA-om, BMP-2 ili NOGGIN-om. Ograda za određivanje 

udjela pozitivnih stanica postavljena je prema neoznačenom uzorku i uzorku označenom neimunim 

protutijelima (izotipska kontrola). Grafikoni prikazuju postotak stanica koje izražavaju površinski biljeg. 

Prikazan je rezultat reprezentativnog pokusa. ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid, BMP-2, prema 

engl. bone morphogenetic protein 2, ctrl, kontrola, NOG, NOGGIN  
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Slika 25. Učinak kombinirane obrade ATRA-om, molekulama BMP-2 i BMP-antagonista NOGGIN 

mijeloidne leukemijske linije HL60 na izražaj membranskih biljega znakovitih za diferencirane 

neutrofile. Protočnom citometrijom analiziran je izražaj membranskih biljega CD11b i CD11c nakon 

obrade ATRA-om u dozi od 2 µM, molekulom BMP-2 u dozi od 25 ng/ml i NOGGIN-om u dozi od 100 

ng/ml tijekom dva dana. Za označavanje smo koristili monoklonska protutijela fluorescein-izotiocijanat 

(FITC)-anti-CD11b i fikoeritrin (PE)-anti-CD11c. Analizirali smo 20000 stanica po uzorku i rezultate 

prikazali histogramom odnosa intenziteta fluorescencije i broja stanica. Kontrolni uzorak predstavlja 

stanice HL60 koje nisu obrađene ATRA-om, BMP-2 ili NOGGIN-om. Ograda za određivanje udjela 

pozitivnih stanica postavljena je prema neoznačenom uzorku i uzorku označenom neimunim protutijelima 

(izotipska kontrola). Grafikoni prikazuju postotak stanica koje izražavaju površinski biljeg. Prikazan je 

rezultat reprezentativnog pokusa. ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid, BMP-2, prema engl. bone 

morphogenetic protein 2, ctrl, kontrola, NOG, NOGGIN  
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Protoonkogen cKit sudjeluje u regulaciji proliferacije, diferencijacije i preživljenja normalnih i 

leukemijskih stanica (186). Za razliku od stanica linije NB4, ovaj gen vrlo je slabo izražen u 

stanicama linije HL60 (Slike 22 i 23). Na temelju tih rezultata pretpostavljamo da bi jači anti-

diferencijacijski učinak molekula BMP koji nalazimo u stanicama NB4 nakon obrade ATRA-om 

(dvostruko manje CD11b
+
 stanica; Slika 20) u odnosu na stanice HL60 linije (30% manje 

CD11b
+
 stanica; Slika 21) mogao biti posljedica jačeg konstitutivnog izražaja gena za cKit. 

Nadalje, izražaj gena za cKit u stanicama NB4 višestruko se smanjuje djelovanjem ATRA-e. 

Obrada samo molekulama BMP-2 ne mijenja značajno izražaj gena za cKit, a zajedničkim 

djelovanjem ATRA-e i BMP-2 otprilike se dvostruko pojača izražaj tog gena u odnosu na obradu 

samo ATRA-om (Slika 26). 
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Slika 26. Izražaj gena koji su transkripcijski regulirani molekulama BMP (ID1, ID2 i cKit) nakon 

kombinirane obrade mijeloidne leukemijske linije NB4 molekulama BMP-2, ATRA-e i NOGGIN-a. 

RNA je izolirana iz uzoraka linije NB4 nakon 24 sata kombinirane obrade ATRA-om, BMP-2 i 

NOGGIN-om i analizirana pomoću kvantitativnog PCR. Kontrolni uzorak predstavlja stanice koje nisu 

obrađene ATRA-om, BMP-2 ili NOGGIN-om. Vrijednosti izražaja RNA su dobivene uporabom 

standardne krivulje izražaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju i normalizirane u odnosu na količinu 

mRNA za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) („endogena“ kontrola). Rezultati su prikazani 

u triplikatu kao srednja vrijednost ± standardna devijacija i analizirani pomoću statističkog Student-

Newman-Keuls posthoc testa za analizu varijanci; p vrijednosti manje od 0,05 smatrane su statistički 

značajne. *, označava statistički značajnu razliku u usporedbi sa tretmanom BMP-2 ili ATRA-om 

pojedinačno; **, označava statistički značajnu razliku u usporedbi sa kombiniranim tretmanom 

ATRA/BMP-2. Prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. ATRA, prema engl. all-trans retinoic 

acid, BMP-2, prema engl. bone morphogenetic protein 2, ctrl, kontrola, NOG, NOGGIN, ID, prema engl. 

inhibitor of DNA binding, cKit, prema engl. tyrosine-protein kinase 
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Slika 27. Izražaj gena koji su transkripcijski regulirani molekulama BMP (ID1, ID2) nakon 

kombinirane obrade mijeloidne leukemijske linije HL60 molekulama BMP-2, ATRA-e i NOGGIN-

a. RNA je izolirana iz uzoraka linije HL60 nakon 48 sati kombinirane obrade ATRA-om, BMP-2 i 

NOGGIN-om i analizirana pomoću kvantitativnog PCR. Kontrolni uzorak predstavlja stanice koje nisu 

obrađene ATRA-om, BMP-2 ili NOGGIN-om. Vrijednosti izražaja RNA su dobivene uporabom 

standardne krivulje izražaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju i normalizirane u odnosu na količinu 

mRNA za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) („endogena“ kontrola). Rezultati su prikazani 

u triplikatu kao srednja vrijednost ± standardna devijacija i analizirani pomoću statističkog Student-

Newman-Keuls posthoc testa za analizu varijanci; p vrijednosti manje od 0,05 smatrane su statistički 

značajne. *, označava statistički značajnu razliku u usporedbi sa tretmanom BMP-2 ili ATRA-om 

pojedinačno; **, označava statistički značajnu razliku u usporedbi sa kombiniranim tretmanom 

ATRA/BMP-2. Prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. ATRA, prema engl. all-trans retinoic 

acid, BMP-2, prema engl. bone morphogenetic protein 2, ctrl, kontrola, NOG, NOGGIN, ID, prema engl. 

inhibitor of DNA binding, cKit, prema engl. tyrosine-protein kinase 
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5.4. Značajke bolesnika koji boluju od akutne promijelocitne leukemije i izražaj 

molekularnog biljega PML/RARα 

 

U uvjetima in vitro smo utvrdili važnost molekula BMP u inhibiciji diferencijacije potaknute 

ATRA-om u mijeloidnim leukemijskim linijama NB4 i HL60. Jedan od ciljeva ovog istraživanja 

bio je potvrditi rezultate dobivene u uvjetima in vitro na primarnim uzorcima bolesnika oboljelih 

od APL. U tu svrhu analizirali smo izražaj istih molekula čiji smo značaj u patogenezi APL 

utvrdili na staničnim linijama: onkogena PML/RARα, receptora RARα, molekula BMP-2, -4, -6, 

BMP-antagonista NOGGIN i BAMBI, te diferencijacijskih i proliferacijskih gena (ID1, ID2, 

cKit, PU.1, UBE2D3, C/EBPε).  

Kako bismo potvrdili ulogu molekula BMP u patogenezi APL, analizirali smo uzorke koštane 

srži i periferne krvi pet bolesnika u kojih je prema kliničkom protokolu dijagnosticirana APL. 

Uzorci koštane srži i periferne krvi uzimani su u vrijeme postavljanja dijagnoze te tijekom 

liječenja i praćenja bolesti, u okviru redovitih kliničkih pregleda u razmacima od 1-3 mjeseca 

ovisno o tijeku bolesti (Slika 28). U dijagnostičkom uzorku, prije početka liječenja, u koštanoj 

srži bolesnika dokazano je više od 80% malignih promijelocita. Citogenetska analiza potvrdila je 

nazočnost onkogena PML/RARα u stanicama koštane srži i periferene krvi bolesnika. U svih 

bolesnika započeto je liječenje prema modificiranom AIDA-protokolu, indukcijskom shemom 

terapije koja uključuje idarubicin i ATRA-u. Svi ispitivani bolesnici postigli su hematološku 

remisiju bolesti unutar jednog mjeseca, uz nalaz manje od 5% blasta i manje od 8% promijelocita 

u koštanoj srži, bez prisutnosti morfološki abnormalnih promijelocita, te uz nalaz manje od 10
9
 

neutrofila i manje od 10
11

 trombocita u perifernoj krvi. Nakon indukcijske, bolesnici su liječeni 

konsolidacijskom terapijskom shemom koja uključuje u prvom ciklusu ATRA-u i idarubicin, u 

drugom ciklusu ATRA-u i mitoksantron te u trećem ciklusu ATRA-u i idarubicin.  
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Za molekularnu potvrdu bolesti, u dostupnim uzorcima koštane srži i periferne krvi dodatno smo 

kvantitativno mjerili izražaj fuzijskog onkogena PML/RARα i izražaj ukupnog receptora RARα 

(Slike 29B i 30B). U bolesnika #2 do #5, nakon primjene indukcijske i konsolidacijske terapije, 

uz hematološku postignuta je i molekularna remisija bolesti. U uzorcima koštane srži i periferne 

krvi u fazi molekularne remisije postupkom qPCR nije detektiran izražaj onkogena PML/RARα, 

uz statistički značajno recipročno pojačanje izražaja ukupnog RARα (Spearmanov koeficijent 

korelacije ρ=-0,430, 95% CI -0,692 do -0,068, p=0,025). Nasuprot tome, u bolesnika #1 je, 

nakon početne remisije, izražaj onkogena PML/RARα ponovno detektiran u koštanoj srži, pa je 

taj bolesnik preminuo od posljedica relapsa i komplikacija bolesti. 
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Slika 28. Izražaj onkogena PML/RARα u koštanoj srži i perifernoj krvi bolesnika koji boluju od 

akutne promijelocitne leukemije. Uzorci koštane srži i periferne krvi uzeti su za vrijeme postavljanja 

dijagnoze bolesti te u nekoliko točaka praćenja, u razmacima 1-3 mjeseca ovisno o napredovanju bolesti. 

Za svakog bolesnika prikazani su spol (M, muško; Ž, žensko), dob, vrijednosti leukocita (L, ×10
9
), 

hemoglobina (Hgb, g/L) i trombocita (Trc, ×10
9
/L) za perifernu krv, te nazočnost onkogena. PML/RARα 

(prema engl. promyelocytic leukemia/retinoic acid receptor α)  
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5.5. Obrazac i korelacija izražaja molekula BMP, diferencijacijskih i proliferacijskih gena 

u odnosu na izražaj molekularnog biljega bolesti u koštanoj srži bolesnika koji boluju 

od akutne promijelocitne leukemije 

 

Usporedno s određivanjem izražaja onkogena, u uzorcima koštane srži pratili smo izražaj gena za 

molekule BMP (BMP-2, BMP-4 i BMP-6), BMP-antagoniste (BAMBI i NOGGIN) te 

diferencijacijske i proliferacijske gene (ID1, ID2, cKit, PU.1, UBE2D3, C/EBPε) (Slike 29 i 30). 

Također, molekule BMP djeluju na izražaj nekih od tih gena, primjerice ID1, ID2 i cKit (181, 

187). Pojedinačno gledano, izražaj gena znatno varira između bolesnika i između uzoraka istog 

bolesnika, ali se uočava obrazac smanjenja izražaja gena za molekule BMP, te pojačanje izražaja 

gena za BMP-antagoniste i diferencijacijske gene s postizanjem remisije bolesti.  

Da bi statistički potvrdili taj obrazac izražaja i promjene s postizanjem remisije, korelirali smo 

vrijednosti izražaja gena za navedene molekule i izražaja onkogena PML/RARα odnosno 

ukupnog RARα (Tablica 6). Kao najvažnije nalaze ističemo statistički značajnu pozitivnu 

korelaciju između izražaja PML/RARα i gena za BMP-4 (Spearmanov koeficijent korelacije 

ρ=0,82, 95% CI 0,65 do 0,91, p<0,001) i BMP-6 (Spearmanov koeficijent korelacije ρ=0,51, 

95% CI 0,16 do 0,74, p=0,010) te gena za ID1 (Spearmanov koeficijent korelacije ρ=0,46, 95% 

CI 0,06 do 0,73, p=0,029). Statistički značajna negativna korelacija potvrđena je između izražaja 

PML/RARα i gena za BMP-antagonist BAMBI (Spearmanov koeficijent korelacije ρ=-0,55, 

95% CI -0,77 do -0,23, p=0,004) i transkripcijski faktor PU.1 (Spearmanov koeficijent korelacije 

ρ=-0,68, 95% CI -0,84 do -0,41, p<0,001). Nasuprot tome, recipročne korelacije potvrđene su u 

odnosu na izražaj ukupnog retinoičnog receptora RARα. Ističemo statistički značajnu negativnu 

korelaciju između izražaja RARα i BMP-6 (Spearmanov koeficijent korelacije ρ=-0,48, 95% CI -

0,72 do -0,12, p=0,015) te pozitivnu između izražaja RARα i BMP-antagonista BAMBI 
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(Spearmanov koeficijent korelacije ρ=0,69, 95% CI 0,42 do 0,84, p<0,001) i transkripcijskog 

faktora PU.1 (Spearmanov koeficijent korelacije ρ=0,68, 95% CI 0,42 do 0,84, p<0,001). 

Također, izražaj gena za cKit negativno korelira s izražajem onkogena PML/RARα (Spearmanov 

koeficijent korelacije ρ=-0,49, 95% CI -0,73 do -0,15, p=0,011), a pozitivno s izražajem 

ukupnog RARα (Spearmanov koeficijent korelacije ρ=0,43, 95% CI 0,07 do 0,69, p=0,025). 

Navedeni rezultati obrasca izražaja gena i statistički značajne korelacije potvrđuju naše nalaze na 

mijeloidnim leukemijskim linijama in vitro o anti-diferencijacijskom učinku molekula BMP na 

stanice promijelocitne leukemije (Slika 26).  
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Slika 29. Izražaj gena za molekule BMP i srodne molekule, te diferencijacijske i proliferacijske 

gene u odnosu na izražaj onkogena PML/RARα u bolesnika koji boluju od akutne promijelocitne 

leukemije. U uzorcima koštane srži kvantitativno je određen izražaj molekula BMP (BMP-2, BMP-4, 

BMP-6), BMP-antagonista (BAMBI i NOGGIN), diferencijacijskih i proliferacijskih gena (ID1, ID2, 

cKit, PU.1, UBE2D3, C/EBPε) (A) u odnosu na izražaj onkogena PML/RARα i ukupnog retinoičnog 

receptora RARα u koštanoj srži i perifernoj krvi (B) za iste točke praćenja bolesti. Dijagnoza je 

postavljena na temelju kriterija FAB-klasifikacije za AML-M3. Uzorci koštane srži (BM, prema engl. 

bone marrow) i periferne krvi (PB, prema engl. peripheral blood) uzeti su za vrijeme postavljanja 

dijagnoze bolesti te u nekoliko točaka praćenja, u razmacima od 1-3 mjeseca ovisno o napredovanju 

bolesti, tijekom liječenja indukcijskom i konsolidacijskom terapijom. Uzorci su analizirani pomoću 

postupka qPCR, a relativna količina RNA određena je uporabom standardne krivulje izražaja ciljnoga 

gena u uzorku za kalibraciju i normalizirane u odnosu na količinu RNA za gliceraldehid-3-fosfat 

dehidrogenazu (GAPDH) („endogena“ kontrola). BMP, prema engl. bone morphogenetic protein, 

BAMBI, prema engl. bone morphogenetic and activin membrane-bound inhibitor, ID prema engl. 

inhibitors of DNA binding, PU.1 transkripcijski faktor, UBE2D3, prema engl. ubiquitin-conjugating 

enzyme 2D3, cKit, prema engl. tyrosine-protein kinase, PML/RARα, prema engl. promyelocytic 

leukemia/retinoic acid receptor α, RARα prema engl. retinoic acid receptor α  
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Slika 30. Izražaj gena za molekule BMP i srodne molekule, te diferencijacijske i proliferacijske 

gene u odnosu na izražaj onkogena PML/RARα u bolesnika koji boluju od akutne promijelocitne 

leukemije. U uzorcima koštane srži kvantitativno je određen izražaj molekula BMP (BMP-2, BMP-4, 

BMP-6), BMP-antagonista (BAMBI i NOGGIN), diferencijacijskih i proliferacijskih gena (ID1, ID2, 

cKit, PU.1, UBE2D3, C/EBPε) (A) u odnosu na izražaj onkogena PML/RARα i ukupnog retinoičnog 

receptora RARα u koštanoj srži i perifernoj krvi (B) za iste točke praćenja bolesti. Dijagnoza je 

postavljena na temelju kriterija FAB-klasifikacije za AML-M3. Uzorci koštane srži (BM, prema engl. 

bone marrow) i periferne krvi (PB, prema engl. peripheral blood) uzeti su za vrijeme postavljanja 

dijagnoze bolesti te u nekoliko točaka praćenja, u razmacima od 1-3 mjeseca ovisno o napredovanju 

bolesti, tijekom liječenja indukcijskom i konsolidacijskom terapijom. Uzorci su analizirani pomoću 

postupka qPCR, a relativna količina RNA određena je uporabom standardne krivulje izražaja ciljnoga 

gena u uzorku za kalibraciju i normalizirane u odnosu na količinu RNA za gliceraldehid-3-fosfat 

dehidrogenazu (GAPDH) („endogena“ kontrola). BMP, prema engl. bone morphogenetic protein, 

BAMBI, prema engl. bone morphogenetic and activin membrane-bound inhibitor, ID prema engl. 

inhibitors of DNA binding, PU.1 transkripcijski faktor, UBE2D3, prema engl. ubiquitin-conjugating 

enzyme 2D3, cKit, prema engl. tyrosine-protein kinase, PML/RARα, prema engl. promyelocytic 

leukemia/retinoic acid receptor α, RARα prema engl. retinoic acid receptor α  
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Tablica 6. Korelacije izražaja gena za molekule BMP i srodne moelekule, te 

diferencijacijske i proliferacijske gene u odnosu na izražaj onkogena PML/RARα i 

ukupnog RARα u bolesnika koji boluju od akutne promijelocitne leukemije 

 

*Uz

orci 

su 

anal

izir

ani 

po

moć

u 

post

upk

a 

qPC

R. PML/RARα, prema engl. promyelocytic leukemia/retinoic acid receptor α, BMP, prema engl. 

bone morphogenetic protein, ID, prema engl. inhibitors of DNA binding, cKit, prema engl. 

tyrosine-protein kinase, BAMBI, prema engl. bone morphogenetic and activin membrane-bound 

inhibitor, PU.1, transkripcijski faktor, UBE2D3, prema engl. ubiquitin-conjugating enzyme 2D3, 

RARα, prema engl. retinoic acid receptor α, vs, prema. lat. versus 

**Korelacije između izražaja pojedinih gena u primarnim uzorcima statistički su analizirane 

testom korelacije ranga i Spearmanovim koeficijentom rho (ρ) s 95%-tnim intervalom 

pouzdanosti (CI, prema engl. confidence interval). Za razinu statističke značajnosti (vrijednost α) 

uzeli smo vrijednost 0,05. Masno su otisnute statistički značajne korelacije (p<0,05). 

  

PML/RARα vs* Spearman rho (95% CI), p** RARα vs Spearman rho (95% CI), p 

BMP-2 -0,17 (-0,51 to 0,22), p=0,385 BMP-2 0,01 (-0,36 to 0,38), p=0,952 

BMP-4 0,82 (0,65 to 0,91), p<0,001 BMP-4 -0,22 (-0,55 to 0,17), p=0,252 

BMP-6 0,51 (0,16 to 0,74), p=0,010 BMP-6 -0,48 (-0,72 to -0,12), p=0,015 

ID1 0,46 (0,06 to 0,73), p=0,029 ID1 -0,10 (-0,48 to 0,32), p=0,642 

ID2 0,29 (-0,13 to 0,62), p=0,160 ID2 -0,34 (-0,65 to 0,08), p=0,106 

cKit -0,49 (-0,73 to -0,15), p=0,011 cKit 0,43 (0,07 to 0,69), p=0,025 

BAMBI -0,55 (-0,77 to -0,23), p=0,004 BAMBI 0,69 (0,42 to 0,84), p<0,001 

NOGGIN 0,16 (0,22 to 0,51), p=0,398 NOGGIN 0,07 (-0,31 to 0,43), p=0,716 

PU.1 -0,68 (-0,84 to -0,41), p<0,001 PU.1 0,68 (0,42 to 0,84), p<0,001 

UBE2D3 -0,14 (-0,49 to 0,25), p=0,474 UBE2D3 -0,33 (-0,63 to 0,05), p=0,088 

C/EBPε -0,14 (-0,48 to 0,25), p=0,481 C/EBPε 0,01 (-0,37 to 0,38), p=0,975 
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6. RASPRAVA 

 

6.1. ATRA potiče diferencijaciju stanica akutne promijelocitne leukemije 

 

APL u odnosu na sve zloćudne bolesti krvotvornog tkiva javlja se razmjerno rijetko. U Republici 

Hrvatskoj godišnje se pojavljuje oko 2-3 slučaja novooboljelih s predilekcijom prema pojedinim 

dobnim skupinama. Gotovo ju ne nalazimo u djece mlađe od 10 godina, a učestalost raste 

tijekom puberteta sa vrhuncem incidencije u ranoj odrasloj dobi. U osoba starijih od 60 godina 

smanjuje se pojavnost ove bolesti (188). U pojedinim istraživanjima navodi se nešto učestalija 

pojava APL u određenim etničkim skupinama. Tako od ove bolesti češće obolijevaju osobe iz 

Meksika, Centralne i Južne Amerike, Italije i Španjolske u odnosu na ukupnu populaciju (189, 

190). Pojedini podaci iz literature kao rizični čimbenik za nastanak ove bolesti navode izloženost 

određenim citostaticima. Poglavito se to odnosi na lijekove koji djeluju na topoizomerazu II, 

primjerice epirubicin i mitoksantron (191-193) koji se često rabe u bolesnica oboljelih od 

karcinoma dojke.  

Molekularna značajka APL je nazočnost translokacije t(15;17) u zloćudnom klonu stanica, zbog 

čega nastaje onkogen odnosno fuzijski protein PML/RARα. Kao posljedica te aberacije 

nakupljaju se u koštanoj srži maligni promijelociti koji se ne mogu diferencirati u zrele 

hematopoetske stanice zbog nedostatne funkcije normalnog receptora RARα koji omogućuje 

pokretanje signalnog puta RA nužnog za normalnu diferencijaciju stanica (194). Uvođenjem 

diferencijacijske terapije ATRA-om potiče se diferencijacija zloćudno promijenjenih 

promijelocita u zrele granulocite. Kombinacija ATRA-e sa citostaticima prema nekim 

multicentričnim istraživanjima, dovodi do stope izlječenja bolesti od čak 70% (195). Stopa 
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izlječenja ovisi i o suportivnoj terapiji, koja se daje ovakvim bolesnicima zbog ranog nastanka 

krvarenja kao posljedice koagulopatije te deficijencije pojedinih krvnih stanica i infekcija, kao i 

o ranoj dijagnozi ove bolesti (195). 

Iako učinkovita, tijekom terapije ATRA-om mogu se razviti ozbiljne nuspojave, primjerice APL-

diferencijacijski sindrom karakteriziran vrućicom, respiratornim distresom, perikardijalnim i 

pleuralnim izljevom te bubrežnim zatajenjem (196). Osim toga, čak 20% do 30% bolesnika 

razvija rezistenciju na standardne protokole liječenja (64, 197). Upravo iz tih razloga javlja se 

potreba za istraživanjem patogenetskih čimbenika koji bi sugerirali komplementarne terapijske 

pristupe i omogućili trajno izlječenje te što rjeđu pojavu nuspojava i recidiva.  

Osim najučestalije translokacije t(15;17), u bolesnika oboljelih od APL dokazane su i druge 

genetske aberacije, primjerice translokacije t(11;17), t(5;17) i t(17;17), ali samo u oko 5% 

bolesnika (174). Takva razlika u genotipu zloćudnog klona, govori u prilog činjenici da su i 

stanice koje nose druge genetske alteracije osim t(15;17) osjetljive na diferencijacijski učinak 

ATRA-e (174).  

U našem smo istraživanju kombinirani učinak ATRA-e i molekula BMP in vitro ispitali na dvije 

mijeloidne leukemijske linije NB4 i HL60. NB4 je stanična linija dobivena iz bolesnika koji je 

bolovao od APL, nosi translokaciju t(15;17) i osjetljiva je na djelovanje retinoične kiseline, dok 

je HL60 stanična linija mijeloblastične leukemije koja je također osjetljiva na djelovanje 

retinoične kiseline, ali zloćudni klon nema translokaciju t(15;17). Sama nazočnost translokacije 

nije nužna za učinak molekula BMP, jer smo u obje stanične linije potvrdili kočenje 

diferencijacije potaknute ATRA-om dodatkom molekula BMP, premda je taj anti-

diferencijacijski učinak BMP-a bio izraženiji u stanicama NB4. Temelj liječenja APL je 
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diferencijacijska terapija koja uključuje primjenu ATRA-e ili arsen-trioksida. ATRA nema 

izravni citotoksični učinak na zloćudne promijelocite bolesnika koji boluju od APL, nego potiče 

njihovu terminalnu diferencijaciju u granulocite koji onda spontano odumiru procesom apoptoze. 

ATRA uzrokuje degradaciju fuzijskog onkogena PML/RARα (198), odnosno povećava izražaj 

normalnog funkcionalnog RARα koji je ujedno i nuklearni receptor za retinoičnu kiselinu, 

potrebnu za diferencijaciju mijeloidne loze. U staničnim linijama NB4 i HL60 ATRA potiče 

diferencijaciju iz zloćudnih promijelocita u neutrofile. U našim pokusima pokazali smo da je 

obrada ATRA-om pojačala izražaj gena za PML/RARα kao i za RARα što potiče mijeloidnu 

diferencijaciju (38, 199). U stanicama HL60 također smo djelovanjem ATRA-e uočili pojačanje 

izražaja gena za RARα. Upravo je djelovanje retinoične kiseline putem receptora RARα 

odgovorno za terminalnu diferencijaciju stanica HL60 (200). Djelovanje arsen-trioksida na 

promijelocitne stanice bolesnika koji boluju od APL ovisno je o dozi. U visokim 

koncentracijama arsen-trioksid uzrokuje apoptozu, a u nižim potiče diferencijaciju promijelocita 

(201, 202). Kombinirano liječenje arsen-trioksidom i ATRA-om jednako je učinkovito, ako ne i 

učinkovitije nego liječenje ATRA-om i citostaticima i može se primjenjivati u bolesnika u kojih 

je kontraindicirana citostatska terapija (203). 

U našem istraživanju smo, osim diferencijacijskog učinka ATRA-e, pratili i učinak ATRA-e na 

apoptozu i stanični ciklus linija NB4 i HL60. Apoptoza je proces samoprogramirane smrti 

stanice, u kojem dolazi do kondenzacije jezgre, smanjivanja stanice, pucanja membrane i 

degradacije stanične jezgre (182). Zanimljivo je da su se analizirane stanične linije razlikovale 

prema udjelu apoptotičnih i nekrotičnih stanica nakon obrade ATRA-om. Djelovanjem ATRA-e 

in vitro smanjio se udio apoptotičnih i nekrotičnih stanica NB4, a u isto vrijeme, povećao se udio 

stanica u G0/G1 fazi staničnog ciklusa. Pretpostavljamo da je došlo do nakupljanja diferenciranih 
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stanica, što može biti relevantno za objašnjenje nastanka APL-diferencijacijskog sindroma, koji 

se viđa u bolesnika liječenih ATRA-om (204). Sindrom se javlja u oko četvrtine bolesnika na 

indukcijskoj terapiji ATRA-om, a karakteriziran je nakupljanjem zrelih granulocita i može 

dovesti do smrtnoga ishoda u takvih bolesnika. Klinička slika sindroma obuhvaća vrućicu, akutni 

porast tjelesne težine veći od 5 kg, periferne edeme, dispneju, nastanak plućnih infiltrata, 

pleuroperikardijalni izljev, hipotenziju i akutno bubrežno zatajenje (204).  

Za razliku od stanica NB4, diferencijacijom stanica HL60 od mijeloblasta u neutrofile 

djelovanjem ATRA-e povećava se udio apoptotičnih/mrtvih stanica, također uz nakupljanje 

stanica u G0/G1 fazi staničnog ciklusa, što se može objasniti smanjenjem izražaja onkogena Bcl-2 

u stanicama obrađenim ATRA-om (205, 206, 207).  

Pokazano je da je učinak retinoične kiseline na diferencijaciju jači ako se stanice nalaze na 

granici G1/S faze staničnog ciklusa nego u drugim fazama staničnog ciklusa (208), (209). 

Povećanje udjela stanica u G0/G1 fazi staničnog ciklusa vjerojatno je uzrokovano pojačanim 

izražajem gena ID1 i ID2 potaknutih ATRA-om (210).  
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6.2. Djelovanje molekula BMP na hematopoetske stanice 

Molekule BMP imaju važnu ulogu u sazrijevanju hematopoetskih stanica na koje djeluju putem 

autokrinog/parakrinog mehanizma. Pojedine molekule BMP specifično djeluju na neke loze 

hematopoetskih stanica. Tako primjerice BMP-4 djeluje na limfocite T, a BMP-7 na normalne 

cirkulirajuće limfocite T i B te stanice humane B-limfoidne linije Ramos (147). Također, pojačan 

izražaj molekula BMP-4 i BMP-7 dokazan je u nekim hematološkim zloćudnim bolestima (147), 

dok je poremećaj u BMP-signalnom putu utvrđen u nekim ne-hematološkim zloćudnim 

bolestima, primjerice karcinomu pankreasa, bilijarnoga trakta i debeloga crijeva (211-213). S 

druge strane molekule BMP mogu inhibirati rast zloćudnih stanica jer potiču apoptozu u nekim 

staničnim linijama, primjerice ljudskim mijelomskim linijama i u primarnim uzorcima bolesnika 

koji boluju od multiplog mijeloma (148, 214). U prethodnim istraživanjima smo pokazali da i 

stanice APL izražavaju gene za neke molekule BMP, primjerice stanice NB4 izražavaju gen za 

BMP-2, a stanice HL60 gen za BMP-4, koji djeluju putem istog receptorskog kompleksa. 

Također, obje stanične linije izražavaju BMP-receptore, poglavito BMPRIA, BMPRII i ActRIIB, 

što bi upućivalo i na autokrini i na parakrini učinak molekula BMP (215). Molekule BMP i 

njihovi receptori dokazani su i u koštanoj srži bolesnika s drugim hematološkim bolestima, 

primjerice multiplom mijelomu, akutnoj limfocitnoj leukemiji i mijeloproliferativnom 

poremećaju (153, 170, 214). Neke studije upućuju na zaključak o funkcionalnoj interakciji 

djelovanja ATRA-e i molekula BMP, pa je tako poznato da su ATRA i BMP-2 nužni za 

izazivanje apoptoze stanica meduloblastoma (216), dok ATRA i BMP-6 mogu potaknuti 

diferencijaciju stanica neuroblastoma (217).  
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6.3. Koštani morfogenetski proteini koče diferencijaciju stanica akutne promijelocitne 

leukemije potaknutu ATRA-om 

 

Uloga gena i proteina ID  

Cilj naše studije bio je istražiti mehanizme kojima molekule BMP sprječavaju diferencijaciju 

stanica APL potaknutu ATRA-om. U dosadašnjim istraživanjima dokazan je pojačan izražaj 

gena ID u stanicama linije NB4 i u bolesnika koji boluju od APL nakon obrade ATRA-om (210). 

Isto tako molekule BMP potiču izražaj proteina ID (218). Na temelju tih istraživanja i vlastitih 

rezultata, zaključili smo da bi geni, odnosno proteini ID, mogli predstavljati molekularnu 

poveznicu i posredovati učinak molekula BMP na kočenje diferencijacije stanica APL. Proteini 

ID reguliraju brojne fiziološke i patološke stanične procese, primjerice sudjeluju u regulaciji 

staničnog ciklusa interakcijom s proteinom retinoblastoma (219), angiogenezi, nastanku 

metastaza i tumorigenezi (220, 221). Geni ID izraženi su u različitim mijeloidnim stanicama, 

granulocitima i makrofagima, a potaknuti su tijekom neutrofilne diferencijacije (183, 222, 223). 

Inhibicija rasta stanica NB4 posredovana je genima ID1 i ID2, jer ti geni povećavaju udio stanica 

u G0/G1 fazi staničnog ciklusa neovisno o učinku na diferencijaciju i apoptozu stanica NB4 

(210). Također, fuzijski protein PML/RARα, kojeg nalazimo u 5-10% stanica mijeloidnih 

leukemija, odgovoran je za aktivaciju promotera gena ID1 i ID2 (224). Ektopični izražaj gena 

ID1 u CD34
+
 stanicama inhibira razvoj eozinofila, uz pojačanu diferencijaciju neutrofila. 

Također, pojačan izražaj gena ID2 ubrzava sazrijevanje mijeloidnih stanica (225). Osim 

funkcionalne poveznice s nazočnošću onkoproteina PML/RARα, geni ID su ciljni geni 

BMP/SMAD-signalnog puta u embrionalnim matičnim stanicama (226), a BMP-4 potiče izražaj 

gena ID (181). Pojačan BMP-signal potiče izražaj gena ID1, ID2 i ID3 u stanicama unutarnjeg 

uha, dok BMP-antagonist NOGGIN i inhibitor BMP-receptora dorsomorphin imaju suprotan 
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učinak (227). U istraživanjima Clementa i sur. pokazano je da se obradom stanica karcinoma 

dojke molekulama BMP-2 pojačava izražaj gena ID1, ID2 i ID3 (228). BMP-2 pojačava izražaj 

gena ID i u stanicama osteoblastičnih linija (229). U stanicama karcinoma pluća taj učinak 

ostvaruje se aktivacijom signalnih molekula SMAD1/5 (230). U našem istraživanju dodavanjem 

BMP-antagonista NOGGIN u kulturu stanica NB4 i HL60 obrađenih ATRA-om i molekulom 

BMP-2, smanjuje se izražaj gena ID1 i ID2. To je u skladu s prijašnjim istraživanjem u kojem je 

utvrđena inhibicija fosforilacije signalnog puta SMAD 1/5/8 i izražaja ID-proteina nakon 

istodobne obrade molekulom BMP-2 i NOGGIN-om (231). Nadalje, aktivacija BMP/SMAD-

signala potiče izražaj gena ID u neuroepitelnim stanicama (232). U primarnim uzorcima koštane 

srži bolesnika oboljelih od APL koje smo analizrali u našem istraživanju potvrdili smo pozitivnu 

korelaciju između izražaja onkogena PML/RARα i izražaja gena za BMP-4, BMP-6 i ID1. 

Navedeni rezultati dobiveni na staničnim linijama i primarnim uzorcima bolesnika oboljelih od 

APL dokazuju da je regulacija izražaja gena i proteina ID molekulama BMP važna za 

posredovanje njihova učinka na različite vrste stanica. 

 

Djelovanje ATRA-e i molekula BMP na diferencijacijske i proliferacijske gene hematopoetskih 

stanica 

Molekule BMP važne su za regulaciju diferencijacije hematopoetskih stanica održavajući 

homeostazu u koštanoj srži, kao i diferencijaciju nekih leukemijskih stanica (145, 148, 187, 233). 

Na temelju spoznaja proizašlih iz tih istraživanja, pretpostavili smo da molekula BMP djeluju na 

gene koji reguliraju granulocitnu diferencijaciju i na taj način koče diferencijaciju stanica 

promijelocitne leukemije u granulocite nakon obrade ATRA-om. Da bi identificirali gene koji bi 
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mogli biti ključni za anti-diferencijacijski učinak molekula BMP, grupirali smo ih u skupinu 

diferencijacijskih gena (Asb2, PU.1, UBE2D3, C/EBPε), čiji se izražaj obradom ATRA-om 

pojačava (234-237), i u skupinu proliferacijskih gena (C/EBPα, Dlx4, cKit i Bcl2), čiji se izražaj 

obradom ATRA-om smanjuje (238-240). Pri odabiru tih gena, posebice smo se fokusirali na one 

na čiji izražaj djeluju molekule BMP (241-243). Gen Asb2 smatramo važnim ciljnim genom za 

djelovanje ATRA-e, a razinu izražaja pokazateljem učinkovitosti djelovanja ATRA-e. Izražaj 

gena Asb2 povećan je tijekom diferencijacije stanica HL60 (234), ali i stanica NB4, što smo 

dokazali u našem istraživanju. Transkripcijski čimbenik PU.1 izražen je u granulocitima i važan 

je za mijeloidnu diferencijaciju (244-246), a suprimiran je u stanicama promijelocitne leukemije 

(247). Naši su rezultati potvrdili pojačan izražaj gena za PU.1 nakon obrade leukemijskih stanica 

ATRA-om, te smanjenje izražaja nakon što su uzorcima obrađenima ATRA-om dodane i 

molekule BMP. I transkripcijski čimbenik PU.1 i molekule BMP imaju učinak na transkripciju 

gena ID2, a interakcija transkripcijskog čimbenika PU.1 i signalne molekule SMAD-1 

pospješuje izražaj interleukina 1β u stanicama makrofaga izloženih djelovanju BMP-6 (241). 

Povećan izražaj gena za transkripcijski čimbenik PU.1 u stanicama eritroidne loze uzrokuje 

razvoj eritroleukemije (248), dok smanjenje izražaja divljeg tipa potiče nastanak mijeloidne 

leukemije u miša (249). U stanicama koje sadrže onkoprotein PML/RARα smanjen je izražaj 

transkripcijskog čimbenika PU.1, dok ATRA-a pojačava njegov izražaja i time potiče 

granulocitnu diferencijaciju (235). Izražaj transkripcijskog čimbenika PU.1 je u negativnoj 

korelaciji s izražajem onkogena PML/RARα u primarnim uzorcima bolesnika koji boluju od 

APL (235), što smo potvrdili i u našem istraživanju. Povećanju izražaja transkripcijskog 

čimbenika PU.1 nakon djelovanja ATRA-e potpomaže i pojačan izražaj transkripcijskih 

čimbenika C/EBP koji su nužni za terminalnu granulocitnu diferencijaciju (250). C/EBPε je 
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ciljni gen na koji djeluje ATRA te posreduje diferencijaciju leukemijskih stanica (251). U našem 

modelu, izražaj tog transkripcijskog čimbenika pojačan je u stanicama NB4 i HL60 obrađenim 

ATRA-om. Ektopični izražaj C/EBPα u ljudskim CD34
+
 stanicama potiče granulocitnu, a koči 

eritroidnu diferencijaciju te snažno potiče izražaj gena za ID1 (252). Mutacija gena C/EBPα 

sprječava diferencijaciju u granulocite, dok pojačan izražaj potiče granulocitnu diferencijaciju 

stanica mijeloidne leukemije (253, 254).  

Obrazac izražaja analiziranih gena upućuje na zaključak da obrada molekulama BMP koči 

izražaj gena za transkripcijske čimbenike PU.1 i C/EBPε, potaknut ATRA-om. Pretpostavili smo 

da bi to kočenje diferencijacije molekulama BMP, unatoč diferencijacijskom djelovanju ATRA-

e, moglo biti relevantno za razumijevanje mehanizama razvoja rezistencije na djelovanje ATRA-

e u bolesnika koji boluju od APL. Transkripcijski čimbenik PU.1 važan je u procesu granulocitne 

diferencijacije (255), a transkripcijski čimbenici C/EBP aktiviraju promotor gena za PU.1 

djelovanjem ATRA-e (235). Mikrookoliš koštane srži bogat molekulama BMP mogao bi kočiti 

diferencijaciju leukemijskih stanica smanjivanjem izražaja gena za te transkripcijske čimbenike. 

Također, transkripcijski čimbenici C/EBP u interakciji su sa signalnim molekulama SMAD te 

stvaraju C/EBP-SMAD-molekularne komplekse. Mehanizam funkcionalnog antagonizma 

djelovanja molekula C/EBP i SMAD mogao bi se objasniti djelovanjem molekula SMAD na 

koaktivator transkripcijskih čimbenika C/EBP ili kompeticijom molekula C/EBP i SMAD za isti 

koaktivator (256). Dokazano je da molekula SMAD-4 interferira s djelovanjem transkripcijskog 

čimbenika C/EBPβ sprječavajući njegovo vezanje na DNA (257). 

Nasuprot genima čiji se izražaj pojačava granulocitnom diferencijacijom, analizirali smo i neke 

gene čiji je se izražaj povezan sa zloćudnim proliferacijskim potencijalom, a smanjuje se 

diferencijacijom stanica potaknutom ATRA-om, uključujući Bcl-2 i Dlx4 (238, 258). Pojačana 
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količina proteina Bcl-2 predstavlja loš prognostički znak u bolesnika kojima je u leukemijskim 

stanicama dokazana translokacija t(15;17) (259). Smanjen izražaj Bcl-2 olakšava indukciju 

apoptoze, a uočen je u stanicama NB4 koje se diferenciraju djelovanjem ATRA-e (260), što smo 

potvrdili i u našem istraživanju na stanicama NB4 i HL60. Dlx4, homeobox gene, povezan je s 

proliferacijom i tumorigenezom (238). Dvije izoforme toga gena, Dlx7 i Dlx4, su pojačano 

izražene u bolesnika koji boluju od AML, dok se izražaj smanjuje kombiniranom obradom 

ATRA-om i citostaticima (238, 258). Premda naši rezultati pokazuju da pokretanje BMP-

signalnog puta koči diferencijaciju promijelocita, nismo uočili djelovanje molekula BMP na 

izražaj navedenih proliferacijskih gena. S druge strane, obrada molekulama BMP djeluje na gene 

uključene u regulaciju staničnog ciklusa. ATRA potiče izražaj enzima koji omogućuje 

degradaciju ciklina D1 UBE2D3, koji tako posreduje zastoj rasta stanica (236), a naši rezultati 

pokazuju da se taj poticajan učinak ATRA-e smanjuje dodavanjem molekula BMP. Iz tih 

rezultata zaključili smo da bi rezultat učinka molekula BMP, smanjivanjem izražaja gena za 

UBE2D3, moglo biti povećanje udjela stanica u aktivnim fazama staničnog ciklusa. 
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6.4. Međudjelovanje signalnih puteva ATRA-e i molekula BMP  

 

Molekule nadobitelji TGF-β, kojoj pripadaju i molekule BMP, mogu inhibirati proliferaciju 

različitih vrsta stanica (261). Nakon vezanja molekula TGF-β na serin/treoninske-receptore tipa I 

i II fosforiliraju se proteini SMAD. Na temelju istraživanja La i sur., koji su pokazali da receptor 

RARα, interakcijom sa signalnom molekulom SMAD-3, ometa inhibiciju rasta epitelnih stanica 

potaknutu čimbenikom TGF-β (262), pretpostavili smo da istodobna obrada ATRA-om i 

molekulama BMP uzrokuje interferenciju učinaka ta dva signalna puta i na taj način potiče 

održavanje nezrelog fenotipa stanica promijelocitne leukemije. BMP-signal tijekom obrade 

ATRA-om pridonosi indukciji gena ID, što može kočiti diferencijaciju stanica, s obzirom da su 

geni ID, osim poznate uloge u regulaciji diferencijacije granulocita, važni i u regulaciji 

proliferacije i maligne transformacije hematopoetskih, poglavito mijeloidnih stanica (263).  

Osim interferencijom signalnih puteva, molekule BMP bi mogle kočiti diferencijaciju potaknutu 

ATRA-om i djelovanjem na izražaj protoonkogena cKit, koji kodira tirozin-kinazni receptor, a 

nalazimo ga na brojnim vrstama ljudskih stanica, uključujući i mononuklearne stanice koštane 

srži te u nekim subtipovima mijeloidne leukemije (264, 265). Izražaj mu je reguliran i signalom 

retinoične kiseline i molekula BMP, a sudjeluje u regulaciji proliferacije, diferencijacije i 

preživljenja normalnih hematopoetskih i leukemijskih stanica (266, 267). U našem istraživanju 

uočili smo negativnu korelaciju izražaja gena za cKit i onkogena PML/RARα, te pozitivnu 

korelaciju s izražajem ukupnog receptora RARα u uzorcima koštane srži bolesnika oboljelih od 

APL, što bi upućivalo na ulogu gena za cKit u diferencijaciji stanica promijelocitne leukemije 

potaknutu ATRA-om, a ne na njegovu funkciju proto-onkogena (268). 
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6.5. Izražaj onkogena PML/RARα pozitivno korelira s izražajem gena za molekule BMP i 

ID u bolesnika oboljelih od akutne promijelocitne leukemije 

 

APL je prva zloćudna bolest s visokom stopom izlječivosti u kojoj je molekularna terapija 

usmjerena na specifičnu genetsku alteraciju. Liječenje bolesnika temelji se na diferencijacijskoj 

terapiji ATRA-om ili arsen-trioksidom koji potiču degradaciju fuzijskog onkogena PML/RARα. 

Za potvrdu dijagnoze bolesnicima je potrebno, uz analizu uzoraka periferne krvi, napraviti i 

biopsiju koštane srži. Dijagnoza se potvrđuje citološkim bojenjem koje prikazuje morfološke 

biljege stanica postupcima po Romanowskom, Wright-Giemsi ili May-Grunwald Giemsi. 

Imunofenotipizacijom, upotrebom protočnog citometra, analizira se izražaj membranskih biljega 

stanica, a fenotipski nalaz CD34
-/+

CD117
+/-

HLADR
-/+

CD13
+/++

CD11b
-
 znakovit je za 

promijelocite (269). Genetskom analizom, koja uključuje postupke poput kariotipizacije, 

fluorescentne in situ hibridizacije (FISH), PCR, dokazuje se postojanje onkogena PML/RARα 

(195). Liječenje ATRA-om i citostaticima potrebno je započeti već kod prve sumnje na APL na 

temelju kliničkih nalaza i perifernog razmaza krvi, čime se sprječava razvoj po život opasnih 

komplikacija, primjerice krvarenja (58). Djelovanjem ATRA-e dolazi do molekularne remisije 

odnosno degradacije onkogena PML/RARα i povećanja izražaja normalnog RARα. Time se 

potiče diferencijacija promijelocita djelovanjem retinoične kiseline. Molekularna remisija u 

bolesnika analiziranih u našem istraživanju povezana je sa smanjenim izražajem BMP i ID-gena. 

Nalaz pozitivne korelacije tih gena s fuzijskim onkogenom PML/RARα i negativne korelacije s 

ukupnim RARα u koštanoj srži upućuje na njihovu važnost u patogenezi APL. S druge strane, 

negativna korelacija diferencijacijskih gena PU.1 i UBE2D3 i onkogena PML/RARα potvrđuje 

njihovu ulogu u diferencijaciji stanica APL potaknutoj ATRA-om. Također, inhibicijski učinak 
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molekula BMP na izražaj tih diferencijacijskih gena mogao bi objasniti razvoj rezistencije na 

liječenje ATRA-om u bolesnika koji boluju od APL.  

Sheng i sur. su pokazali da retinoična kiselina potiče degradaciju fosforilirane molekule SMAD1 

(270) te na taj način koči BMP-signalni put. Međutim, u našim smo istraživanjima in vitro uočili 

da ATRA smanjuje izražaj BMP-antagonista NOGGIN-a i BAMBI te inhibicijske molekule 

SMAD-6, što bi imalo suprotan učinak. Iz navedenih rezultata možemo zaključiti da je 

interakcija signalnih puteva potaknutih ATRA-om i molekulama BMP vrlo složena, te da su 

potrebna daljnja istraživanja kako bi se razjasnili i drugi molekularni mehanizmi te interakcije. 

Bolesnici s relapsom APL, rezistentni na ATRA-u, mogu se liječiti arsen-trioksidom (94, 95, 

271, 272) i citostaticima, ali s manjom uspješnošću u odnosu na bolesnike osjetljive na liječenje 

ATRA-om (273). Stoga je istraživanje novih modaliteta liječenja i uvođenje komplementarne 

terapije klinički iznimno važno. U našem prethodnom istraživanju pokazali smo pojačan izražaj 

molekula BMP u bolesnika oboljelih od APL (153), a ovo je istraživanje nadopunilo te rezultate 

razjašnjenjem anti-diferencijacijskog učinka molekula BMP. Molekule BMP u uvjetima  in vitro 

sprječavaju diferencijaciju promijelocita potaknutu ATRA-om poticanjem ID-gena i kočenjem 

izražaja diferencijacijskih gena, a njihov izražaj povezan je s izražajem fuzijskog onkogena u 

koštanoj srži bolesnika koji boluju od APL, iz čega smo zaključili da molekule BMP sudjeluju u 

patogenezi bolesti. Smatramo da naša istraživanja mogu pridonjeti razjašnjenju uloge molekula 

BMP i BMP-antagonista u bolesnika koji su razvili oblik bolesti rezistentan na djelovanje 

ATRA-e. Osim toga, anti-diferencijacijski učinak molekula BMP potvrđen je na stanicama 

HL60, pa bi se inhibicija djelovanja molekula BMP mogla dalje istraživati kao komplementarni 

način liječenja onih oblika bolesti koje nemaju translokaciju t(15;17), a razmjerno su otporni na 

standardne protokole liječenja.  
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7. ZAKLJUČCI 

 

1.  Molekule BMP koče diferencijaciju promijelocitnih leukemijskih stanica potaknutu ATRA-

om i povećavaju udio nediferenciranih promijelocita u uvjetima in vitro, na modelu 

mijeloidnih leukemijskih linija NB4 i HL60. 

 

2. ATRA potiče diferencijaciju i zastoj rasta stanica linije NB4, ali u isto vrijeme smanjuje udio 

apoptotičnih/mrtvih stanica, što može biti relevantno za objašnjenje APL-diferencijacijskog 

sindroma, karakteriziranog nakupljanjem granulocita, u bolesnika liječenih ATRA-om. 

 

3. BMP-antagonist NOGGIN poništava anti-diferencijacijski učinak molekula BMP na stanice 

mijeloidnih leukemijskih linija NB4 i HL60 potaknute ATRA-om, potvrđujući da je kočenje 

diferencijacije specifično posredovano molekulama BMP. 

 

4. Geni ID pojačano su izraženi u stanicama NB4 i uzorcima bolesnika koji boluju od APL, a 

njihov izražaj dodatno potiču molekule BMP, pa držimo da bi ti geni mogli posredovati anti-

diferencijacijski učinak molekula BMP.  

 

5. Nakon obrade stanica ATRA-om pojačava se izražaj diferencijacijskih gena PU.1 i C/EBPε, 

a taj učinak zakočen je djelovanjem molekula BMP, što bi moglo predstavljati molekularnu 

osnovu interferencije BMP-signala i diferencijacijskog djelovanja ATRA-e .  

 

6. Izražaj gena za cKit negativno korelira s izražajem onkogena PML/RARα, a pozitivno s 

izražajem ukupnog RARα u uzorcima koštane srži bolesnika oboljelih od APL, što upućuje 
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na ulogu gena za cKit u diferencijaciji stanica promijelocitne leukemije potaknutoj ATRA-

om, a ne na njegovu funkciju proto-onkogena. 

 

7. Izražaj ukupnog receptora RARα, koji posreduje diferencijacijski učinak retinoične kiseline, 

negativno korelira s izražajem gena za BMP-6, a pozitivno s izražajem BMP-antagonista 

BAMBI, što potvrđuje važnost molekula BMP u patogenezi APL.  

 

8. Anti-diferencijacijski učinak molekula BMP potvrđen je na stanicama HL60, što upućuje na 

zaključak da su molekule BMP važne i u oblicima APL koje nemaju translokaciju t(15;17), a 

karakterizirani su razmjerno lošijim učinkom standardne diferencijacijske terapije ATRA-

om. 
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8. SAŽETAK 

 

Akutna promijelocitna leukemija (APL) je zloćudna hematološka bolest koju karakterizira 

translokacija t(15;17). Kao posljedica te translokacije nastaje onkogen PML/RARα. Time je 

onemogućena diferencijacija zloćudnih promijelocita u zrele granulocite. Liječenje bolesti 

temelji se na diferencijacijskoj terapiji all-trans retinoičnom kiselinom (ATRA) ili arsen-

trioksidom. Ti lijekovi potiču terminalnu diferencijaciju promijelocita u granulocite na način da 

dovode do degradacije i promjene konformacije onkoproteina PML/RARα. Međutim, u velikog 

broja bolesnika tijekom liječenja ATRA-om razvija se relaps bolesti i rezistencija na liječenje 

ATRA-om te po život opasne komplikacije. 

Cilj ovog istraživanja bio je utvrditi mehanizam kočenja diferencijacije stanica APL, potaknute 

ATRA-om, djelovanjem molekula BMP, uporabom mijeloidnih leukemijskih staničnih linija 

NB4 i HL60. Koristili smo dvije mijeloidne leukemijske linije: NB4, koja ima translokaciju 

t(15;17) i HL60, koja nema tu translokaciju, kako bi dokazali da učinak molekula BMP nije 

isključivo ovisan o izražaju onkoproteina PML/RARα. Stanične linije obrađivali smo ATRA-om 

i molekulama BMP te BMP-antagonistom NOGGIN.  

Obradom stanica mijeloidnih leukemijskih linija NB4 i HL60 ATRA-om dolazi do 

diferencijacije zloćudnih promijelocita u granulocite. Dodavanje molekula BMP u uzorke 

obrađene ATRA-om značajno se smanjuje udio diferenciranih stanica. Nasuprot tome, 

dodavanjem i BMP-antagonista NOGGIN poništava se anti-diferencijacijski učinak BMP-a.  

Da bi razjasnili mehanizam anti-diferencijacijskog učinka molekula BMP nakon obrade 

mijeloidnih leukemijskih linija ATRA-om, pratili smo obrazac izražaja gena važnih za 
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diferencijaciju, proliferaciju, apoptozu, koji u isto vrijeme sudjeluju u signalnim putevima 

ATRA-e i BMP-a. Rezultate dobivene u uvjetima in vitro potvrdili smo u uzorcima koštane srži i 

periferne krvi bolesnika oboljelih od APL.  

Analizom genskog izražaja utvrdili smo da su geni ID pojačano izraženi u stanicama NB4 i 

uzorcima koštane srži bolesnika koji boluju od APL. Njihov izražaj u stanicama NB4 dodatno 

potiču molekule BMP. Nadalje, obradom stanica ATRA-om uočili smo pojačan izražaj 

diferencijacijskih gena PU.1 i C/EBPε, a taj učinak zakočen je djelovanjem molekula BMP. 

Dokazali smo i značajnu pozitivnu korelaciju izražaja ukupnog receptora RARα, koji posreduje 

diferencijacijski učinak retinoične kiseline, i transkripcijskog čimbenika PU.1 u uzorcima 

koštane srži bolesnika koji boluju od APL. U istim uzorcima izražaj gena za cKit negativno 

korelira s izražajem onkogena PML/RARα, a pozitivno s izražajem ukupnog RARα, što upućuje 

na ulogu cKit u diferencijaciji leukemijskih stanica. Također, izražaj ukupnog receptora RARα 

negativno korelira s izražajem gena za BMP-6, a pozitivno s izražajem gena za BMP-antagonist 

BAMBI.  

Na temelju navedenih rezultata zaključili smo da bi upravo geni, odnosno proteini ID, mogli 

posredovati anti-diferencijacijski učinak molekula BMP. Pri tome bi geni PU.1 i C/EBPε mogli 

biti odgovorni za interferenciju BMP-signala i diferencijacijskog djelovanja ATRA-e. Rezultati 

ovog istraživanja potvrđuju važnost djelovanja molekula BMP u patogenezi APL, te upućuju na 

zaključak da bi molekule BMP mogle pridonositi razvoju rezistencije na djelovanje ATRA-e u 

bolesnika oboljelih od APL. 
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9. SUMMARY 

 

Iva Topić Grahovac, MD: Effect of bone morphogenetic proteins on differentiation of human 

promyelocytic leukemia cells, 2013. 

 

Acute promyelocytic leukemia (APL) is malignant hematologic disease characterized by 

translocation t(15;17). This translocation results in the formation of PML/RARα oncogene and 

accumulation of malignant promyelocytes that do not differentiate into mature granulocytes. 

Treatment of this type of leukemia is based on differentiation agents all-trans retinoic acid 

(ATRA) and arsenic-trioxide, which induce degradation and conformational changes of the 

oncogene PML/RARα. However, prolonged treatment with ATRA often results in relapse, due to 

development of ATRA resistance by leukemic cells, and serious side-effects.  

In this research we aimed to investigate possible mechanisms of BMP-mediated suppression of 

ATRA-induced differentiation using myeloid leukemia cell lines NB4 and HL60. We used two 

myeloid leukemia cell lines: NB4, which carries the specific t(15;17) translocation, and HL60, a 

myeloblastic leukemia cell line that lacks t(15;17) translocation, to test if the BMP effect is 

PML/RARα specific. Cell lines were treated with ATRA and BMPs, and, in some experiments, 

BMP-antagonists NOGGIN. 

ATRA induced differentiation of malignant promyelocytes into neutrophils in both tested cell 

lines. Addition of BMPs in ATRA-treated samples significantly reduced the percentage of 

differentiated cells. This anti-differentiation effect of BMPs was reversed by BMP-antagonist 

NOGGIN.  



101 
 

To investigate the mechanism of anti-differentiation effect of BMPs on ATRA-treated myeloid 

leukemia cell lines NB4 and HL60, we analyzed the expression pattern of several genes involved 

in proliferation, differentiation and apoptosis, which are, at the same time, involved in both 

BMP- and ATRA-signaling pathway. Those in vitro results were confirmed in bone marrow and 

peripheral blood samples of APL patients. 

Gene expression analysis revealed induction of ID expression in both NB4 cell line and bone 

marrow APL samples. Addition of BMPs further enhanced ID gene expression in NB4 cells. 

Moreover, ATRA induced expression of differentiation genes PU.1 and C/EBPε. This effect was 

suppressed by combined treatment with ATRA and BMP. Also, we confirmed significant 

positive correlation between expression of total receptor RARα, important for differentiation 

effect of retinoic acid, and transcription factor PU.1 in bone marrow samples of APL patients. In 

the same samples, cKit expression negatively correlated with PML/RARα oncogene, but 

positively with total RARα, indicationg the role of cKit in differentiation of APL cells. Finally, 

the expression of total RARα was in negative correlation with BMP-6 and in positive correlation 

with BMP-antagonist BAMBI.  

Based on the obtained results, we concluded that ID genes and proteins could mediate anti-

differentation effect of BMPs. Also, our findings suggest that PU.1 and C/EBPε could be 

responsible for the interference of BMP-signal and ATRA-differentiation effect. Results of our 

investigation confirmed the important role of BMPs in the pathogenesis of APL, and indicate 

that BMP molecules may be involved in the development of ATRA-resistance in APL patients. 
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