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Streszczenie

Szpiczak mnogi (MM) jest ztosliwg, do tej pory wcigz nieuleczalng chorobg nowotworowa o niejasnej etiologii
i patogenezie, ktdrej istotg jest powolny rozrost monoklonalnych plazmocytéw lub plazmoblastéw w szpiku kost-
nym. W USA na t¢ chorobe zapada rocznie okoto 15 000 os6b. Czgstos¢ wystepowania MM w USA wynosi oko-
1o 3 osoby na 100 000 mieszkancéw, przewazaja mezczyzni (60%); 98% pacjentéw ma > 40 lat. Wstepne badania
in vitro na zwierzgtach sugerujg role interakcji komérek nowotworowych z podscieliskiem szpiku kostnego w re-
gulacji ich wzrostu, migracji i opornosci na leki antyproliferacyjne. Komoérki nowotworowe w mikrosrodowisku
szpiku kostnego rosna, przezywaja, mimo genetycznej niestabilnosci i aberracji chromosomalnych oraz migruja,
dzieki cytokinom. W swietle aktualnych danych najwieksze znaczenie w powstawaniu i rozwoju choroby maja: in-
terleukina 6 (IL-6), naczyniowo-srédblonkowy czynnik wzrostu (VEGF), czynnik martwicy nowotworéw (TNF-a),
czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF). Istnieje poglad, ze opornos¢ na leki w MM jest w znacznej mierze zwigza-
na z patologiczng konstelacjg cytokin promujacych nieograniczony rozrost komérek nowotworowych i ich migra-
cje (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 1, 137-143).

Stowa kluczowe: szpiczak mnogi, cytokiny, VEGF, IL-6, HGF.
Abstract

Multiple myeloma (MM) is a malignant, still incurable, neoplastic disease of unclear etiology and pathogenesis,
which is characterised by a slow proliferation of monoclonal plasmocytes or plasmoblasts in the bone marrow.
About 15 000 new cases of MM occur in the USA annually. Multiple myeloma incidence in the USA is 3 in 100 000,
majority in men (60%), while 98% of patients are over 40 years of age. Primary in vitro animal studies suggest that
interaction of neoplastic cells and interstitium in regulation of their growth migration and resistance to chemother-
apy. Neoplastic cells in bone marrow microenvironment grow and survive notwithstanding genetic instability and
chromosomal aberrations and migrate due to cytokines. According to most recent studies the greatest significance
in MM occurrence and development are interleukin 6 (IL-6), vascular endothelium growth factor (VEGF), tumor
necrosis factor-o (TNF-a), hepatocyte growth factor (HGF). There is a view that drug resistance of MM is to
a large axtent associated with a pathological constellation of cytokines promoting uninhibited growth of neoplas-
tic cells and their migration (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 1, 137-143).
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Konwencjonalne sposoby terapii obejmujace wysokodozowanej z nastepowym autologicznym

srodki alkilujace, antracykliny i kortykosteroidy
mogg przedtuzy¢ okres przezycia chorego na szpi-
czaka mnogiego (MM — multiple myeloma) sre-
dnio do okoto 3—4 Iat [1]. Zastosowanie terapii

przeszczepieniem komodrek macierzystych szpiku
kostnego moze wydluzy¢ srednig przezycia do
4-5 lat [2]. Doskonalenie procedur autoprzeszcze-
pow obejmuje zaréwno powtarzalne zastosowanie
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terapii wysokodozowanych [3], jak i immunolo-
giczne strategie leczenia choroby resztkowej po
wykonaniu przeszczepienia [4]. Chociaz wyniki
terapii w kilku ostatnich latach znacznie si¢ popra-
wily, wyleczy¢ udaje si¢ jednak niewielu, jesli
w ogdle, pacjentow. Terapia wysokodozowana
i alloprzeszczep szpiku kostnego wigzg sie wcigz
z duzg Smiertelnoscig zwigzang z procedurg prze-
szczepowy [S]. Trwajg wysiltki obejmujgce wyko-
rzystanie tego sposobu leczenia we wczesniejszym
etapie choroby [6], usunigcie limfocytéw T z allo-
przeszczepow w celu unikniecia reakcji prze-
szczep przeciwko gospodarzowi [7] i wykorzysta-
nie terapii niemieloablacyjnej do zmniejszenia to-
ksycznosci (tzw. minialloprzeszczep) [8]. Mimo
postepu, MM pozostaje w dalszym ciggu chorobg
nieuleczalng, m.in. z powodu rozwoju opornosci
komoérek nowotworowych na wszystkie konwen-
cjonalne sposoby leczenia, co zwraca uwage na na-
glacg potrzebe nowych strategii terapeutycznych.

Rola mikrosrodowiska
szpiku kostnego
w patogenezie choroby

Szpiczak mnogi jest B-komérkowym ztosli-
wym nowotworem charakteryzujagcym si¢ patolo-
gicznym, niekontrolowanym rozrostem klonal-
nych plazmocytéw w szpiku kostnym, w powigza-
niu z obecnoscig biatka monoklonalnego w suro-
wicy 1/lub moczu, zmniejszonymi st¢zeniami pra-
widlowych immunoglobulin (Ig) oraz chorobg li-
tyczng kosci. Liczne dowody molekularne sugeru-
ja, ze komoérki MM sa transformowanymi odpo-
wiednikami plazmoblastow/plazmocytow centrow
postgerminalnych w szpiku kostnym [9]. Mikro-
srodowisko szpiku kostnego odgrywa istotng role
w nasilaniu wzrostu, przezywalnosci, migracji
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i opornosci na leki komdrek szpiczakowych [10]
oraz okreslaniu mechanizméw posredniczacych
w patogenezie nowotworu (ryc. 1). Komérki MM
zagniezdzajg si¢ i przylegajg do bialek macierzy
pozakomérkowej oraz do komdrek zrgbowych
podscieliska szpiku kostnego, co nie tylko umie-
szcza je w nowym srodowisku, ale niesie réwniez
wazne nastgpstwa czynnosciowe. Przyleganie ko-
mérek MM do podscieliska szpiku nie tylko
W sposob zblizony posredniczy w opornosci na
wywotywang przez leki apoptoze, ale takze wy-
woluje wydzielanie w sposéb parakrynny interleu-
kiny 6 (IL-6), najwazniejszej cytokiny posredni-
czacej we wzroscie i przezyciu komérek MM [11].

Wykazano, ze umiejscowione w srodowisku
szpiku kostnego komdrki nowotworowe wydziela-
ja cytokiny (czynnik martwicy nowotworéw o —
TNF-a, transformujacy czynnik wzrostu 8 — TGF-3,
czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego VEGF,
insulinopodobny czynnik wzrostu 1 —IGF-1 i czyn-
nik pochodzacy z komoérek zrebowych SDF-1a),
ktére nastepnie zwigkszaja wytwarzanie IL-6
w komoérkach zrgbu szpiku kostnego [12, 14]
(ryc. 1). Kaskady sygnatowe posredniczgce w tych
dziataniach cytokin mogg by¢ celem nowatorskich
strategii terapeutycznych.

Rola cytokin

Interleukina 6
i rozpuszczalna forma
receptora dla interleukiny 6

Interleukina 6 (IL-6) i rozpuszczalna forma re-
ceptora dla interleukiny 6 (sIL-6R) pelnig kluczo-
wg role w proliferacji plazmocytéw szpiczako-
wych [15]. W warunkach prawidtowych IL-6 wy-
zwala réznicowanie limfocytéw B i jest najwaz-

Ryec. 1. Interakcje komdrek szpi-
czaka mnogiego w srodowisku
szpiku kostnego

M via-a

Fig. 1. Interaction of multiple mye-
loma cells and their bone marrow
milieu
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niejszym czynnikiem podtrzymujacym zdolnosci
ich przezycia [16]. IL-6 powoduje przeksztalcenie
nieufosforylowanej postaci biatka retinoblastoma
(pRB) w aktywng posta¢ ufosforylowang, co pro-
wadzi do uwolnienia czynnika transkrypcyjnego
E2F1 i proliferacji komoérek szpiczakowych. Role
genu RB w szpiczaku mnogim podkresla siegajaca
70% czgstos¢ zardwno mutacji genu, jak i obecno-
sci jego produktu biatka RB [17]. W przeciwien-
stwie do oddzialywania na prawidtowe plazmocy-
ty IL-6 wzbudza proliferacj¢ komoérek szpiczako-
wych in vitro 1 in vivo, ale nie indukuje wydziela-
nia immunoglobulin [18].

Zasadniczym mechanizmem dziatania IL-6
jest najprawdopodobniej hamowanie apoptozy ko-
morki szpiczakowej. IL-6 obficie wydzielana
przez komoérki nowotworowe jest zaangazowana
w patogeneze niektérych zmian patologicznych
typowych dla MM. Bezposrednio dziata osteokla-
stycznie oraz uszkadza nerki, sprzyjajac powsta-
niu tzw. ,,nerki szpiczakowej” [19]. IL-6 moze by¢
wytwarzana w sposéb autokrynny przez nowo-
tworowe plazmocyty lub parakrynny przez komor-
ki podscieliska szpiku kostnego wzbudzone w wy-
niku adhezji komérek szpiczakowych. W prolife-
racji plazmocytarnej podstawowe znaczenie ma
parakrynna droga sekrecji IL-6. Mniej istotny pa-
togenetycznie autokrynny sposéb wydzielania IL-6
zachodzi po zwigzaniu CD40L do powierzchnio-
wego CD40 na plazmocytach, co powoduje przej-
scie pRB do aktywnej ufosforylowanej postaci [20].

Receptor IL-6 skiada si¢ z dwdch podjedno-
stek: taricucha a (CD126) oraz taricucha 3 — gliko-
proteiny gpl30 (CD130), bedacej wiasciwym
przekaZnikiem sygnatéw do wnetrza komorki. In-
terleukina 6, podobnie jak inne cytokiny z rodziny
IL-6 o podstawowym znaczeniu dla rozrostu no-
wotworowego, tgczg si¢ z antygenem CD126 i ak-
tywuja biatko pelnigce role przekaznika sygnatéw
gpl130. W komodrce szpiczakowej istniejg dwie
drogi wewnatrzkomoérkowego przekazywania sy-
gnatéw: szlak JAK — STAT-3 i szlak Ras — MAPK.
W tym pierwszym istotng role odgrywajg nie-
odlacznie zwigzane z receptorem IL-6 kinazy tyro-
zynowe Janusa JAK1, JAK2 i TYK2, ktére fosfo-
ryluja komérkowe substraty — czynniki transkryp-
cyjne STAT. Szczegblng role odgrywa STAT-3,
ktéry po fosforylacji przechodzi do jadra komor-
kowego i dziata jako czynnik inicjujacy transkryp-
cje genu kodujacego IL-6 [21]. Szlak ten moze by¢
odpowiedzialny za wywotywanie opornosci ko-
moérki szpiczakowej na apoptozg. Uwaza sie, ze
bardziej istotna dla proliferacji nowotworowej jest
druga sciezka przekazywanie sygnatow zwigzana
z onkogenem Ras i kinazg biatkowg aktywowang
przez mitogeny (MAPK) [22]. R6Znice w udziale
odpowiednich kaskad przekazywania sygnatow

w komoérce mogg przekltadac si¢ migdzy innymi na
réznice odpowiedzi niektérych komoérek szpicza-
kowych na IL-6 [23].

Rozpuszczalna forma receptora dla IL-6
(sIL-6R), o masie czgsteczkowej 55 KD, zostata
wyizolowana z surowicy krwi i moczu chorych na
MM [24]. Nalezy zaznaczy¢, ze sIL-6R tworzac
kompleks z IL-6 zachowuje zdolnos¢ do wigzania
si¢ z gp130 1 aktywacji komérki docelowej [25].
Odwrotnie zachowuje si¢ wigkszos¢ pozostatych
rozpuszczalnych receptoréw cytokinowych, ktére
po potaczeniu ze swym rozpuszczalnym ligandem
tracg aktywnos¢. sIL-6R poszerza wiec zakres ko-
morek, ktéore moze aktywowad IL-6, o komorki
majace gpl30, a nieposiadajgce IL-6R [26]. Wy-
kazano, ze stg¢zenie sIL-6R w surowicy krwi jest
podwyzszone u chorych na szpiczaka mnogiego
w poréwnaniu do zdrowych oséb i koreluje z ciez-
koscig choroby. Ocena stgzenia sIL-6R w surowi-
cy krwi jest uznawana za jeden z czynnikéw ro-
kowniczych w MM [27].

Czynnik martwicy
nowotworow-o

Chociaz TNF-0 wydzielany przez komérki
MM nie indukuje ich znaczacego wzrostu, przezy-
cia lub opornosci na leki, to wigze si¢ bezposre-
dnio z obszarem odpowiedzi na TNF-a promotora
IL-6 i silniej pobudza wydzielanie IL-6 w podscie-
lisku szpiku kostnego niz VEGF lub TGF-f3 [12].
TNF-a wydzielany przez komoérki MM indukuje
réwniez zalezng od NF-KB zwigkszong ekspresje
czasteczek adhezyjnych w komérkach MM 1 pod-
Scielisku szpiku (CD49d i CD54) [12]. W ten spo-
s6b wigzanie komoérek nowotworowych, trans-
krypcja 1 wydzielanie IL-6 w podscielisku zwigk-
sza si¢ (ryc. 1) [12]. Nowe leki, ukierunkowane na
TNF-a, w tym talidomid i jego pochodne immu-
nomodulujgce, mogg dziata¢, co najmniej czescio-
wo, przez hamowanie nastgpstw posredniczonych
przez IL-6.

Czynnik wzrostu
srodblonka naczyniowego

Czynniki wzrostu Srédbtonka naczyniowego
jest wytwarzany zarowno przez komérki MM, jak
i w podscielisku szpiku kostnego. Moze odpowia-
da¢ za zwigkszenie angiogenezy obserwowane
u chorych na MM. Aktywacja podjednostki CD40
indukuje zalezne od p53 wydzielanie VEGF
w ludzkich komoérkach szpiczakowych [14]. Nie-
ktére linie komoérek MM i patologiczne plazmocy-
ty pochodzace od pacjentéw wykazuja ekspresje



140

A. JURCZYSZYN, T. WOLSKA-SMOLEN, A.B. SKOTNICKI

receptora  VEGF (VEGFR) Fltl. Egzogenne
VEGF wywotuje fosforylacj¢ Flt1 [14], stabe po-
budzenie ERK, proliferacj¢ komérek nowotworo-
wych, co moze by¢ neutralizowane przez przeciw-
ciata przeciwko VEGF, inhibitor kinazy tyrozyno-
wej VEGFR PTK787. Gléwnymi nastgpstwami
dziatania VEGF jest migracja komérek MM,
w wiekszym stopniu u chorych na biataczke plaz-
matycznokomérkowa (PCL), niz w komorkach
chorych na MM. Indukowana przez VEGF migra-
cja komérek MM wigze si¢ z zalezng od [3;-inte-
gryny i PI3K aktywacja PKCa, ale nie z aktywa-
cja ERK (ryc. 2). Bezposrednie dziatania VEGF
na komérki nowotworowe, indukowanie cytokin
(IL-6) i angiogenez¢ w sSrodowisku szpiku kostne-
go sugerujg potencjalng uzytecznos¢é sposobow le-
czenia skierowanych na VEGF (ryc. 1), takich jak
inhibitor kinazy tyrozynowej VEGFR PTK787
[28]. Badania polskie, przeprowadzone w Osrodku
Wroctawskim wskazuja, iz duze st¢zenie VEGF
w surowicy moze by¢ czynnikiem zlego rokowa-
nia u chorych na MM [29].

Cytokiny p42/44 MAPK  JAK2/STAT3  PI3K/Akt

1L-6 + + +
IGE-1 + - +
VEGF + _ %
TNF-a + - +
SDF-1a + - N
* indukuje PKC.
|p42/44 MARK| | JAK2/STAT3 | Pi3K/Akt
Pi3K/PkC

Y Y y
wzrost Bel-x, Bad
Mcl-1

kaspaza-9
* FKHR
— GSK-3f3
telomeraza
antyapoptoza
cykl komérkowy
migracja

Ryec. 2. Kaskady sygnatowe zwigzane ze wzrostem,
przezyciem i migracja komoérek szpiczaka mnogiego

Fig. 2. Signaling cascades mediating growth, survival
and migration in multiple myeloma

Czynnik wzrostu
hepatocytow

Czynnik wzrostu hepatocytow (HGF) ma wta-
Sciwosci mitogenne, chemotaktyczne i morfogen-
ne; dziata na komérki za posrednictwem receptora

powierzchniowego kodowanego przez prot-onko-
gen c-met [30]. HGF indukuje angiogenez¢ przez
stymulacje proliferacji, migracji i adhezji komoérek
srédbtonka. Ponadto wywiera istotny wplyw na
morfogenez¢ nowych naczyn krwionosnych oraz
pobudza podscielisko szpiku kostnego do syntezy
czynnikéw angiogennych [30]. Podwyzszone ste-
zenia HGF w surowicy u chorych na MM sg zwig-
zane z niekorzystng prognozg. Liczne badania do-
wodza, iz HGF jest zaangazowany w proliferacji
nowotworowej, uszkodzeniu kosci, angiogenezie
oraz, adhezji komérek szpiczakowych do podscie-
liska w mikrosrodowisku szpiku kostnego [31].
Wydaje sie, iz istotng rol¢ odgrywa mechanizm
parakrynny i autokrynny stymulacji HGF i c-met
[32]. Receptor c-met nie wystepuje na limfocytach B
krwi obwodowej, jego obecnos¢ natomiast zostata
potwierdzona w 100% komorek szpiczakowych na
poziomie mRNA, a takze na poziomie biatka [32].
Najnowsze badania wskazuja na istotng role osi
HGF-c-met w stymulacji proliferacji oraz zahamo-
waniu apotozy komérek MM. W badaniach wta-
snych [33] analizowano 76 przypadkéw chorych
na szpiczaka mnogiego leczonych w Klinice He-
matologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie.
Biorgc pod uwage chorych z progresjg oraz bez
progresji MM wyr6zniono, iz osoczowe stg¢zenie
HGF to optymalny marker prognostyczny réznicu-
jacy pacjentéw. W grupie odpowiadajgcej na zasto-
sowane leczenie (bez progresji choroby) wykazano
osoczowe stezenia HGF o wartosciach 1283 =+
+ 1583 pg/ml, a w grupie z progresjg choroby (wy-
kazujacej opornos¢ na leczenie) uzyskano wartosci
3555 + 4498 pg/ml; réznica ta byla istotna staty-
stycznie (p < 0,001). W badanich wlasnych ocena
osoczowego stezenia HGF metoda krzywych ROC
pozwolila na rozpoznanie braku odpowiedzi na za-
stosowane leczenie z czutoscig 94,4% i swoistoscia
73,9% przy osoczowych wartosciach stezen
> 1048 pg/ml. W zwiazku z powyzszym wydaje
sig, iz stezenie HGF w osoczu krwi to dobry mar-
ker réznicujacy chorych na szpiczaka mnogiego,
jesli chodzi o zastosowane leczenie antyprolifera-
cyjne i rokowanie [33].

Insulinopodobny
czynnik wzrostu 1

Insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF-1)
sprzyja proliferacji i opornosci na leki w komor-
kach MM w wyniku aktywacji kaskad sygnato-
wych MAPK i PI3K/Akt [34]. IGF-1 stymuluje
utrzymujace si¢ pobudzenie NF-kB i PI3/Akt, indu-
kuje fosforylacje biatka FKHR, reguluje w gore
wewngtrzkomodrkowe biatka antyapoptotyczne,
w tym biatko FLIP, surwiwing, cIAP-2, A1/Bfl-1,
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XIAP [35] i zwicksza aktywnos¢ telomerazy
(ryc. 2) [36]. Inhibitory receptora IGF-1 (IGF-1R)
wykazywaly w badaniach przedklinicznych ak-
tywnos¢ przeciw MM [37], dostarczajgc podstaw
do wykorzystania w przysztych protokotach kli-
nicznych.

Czynnik wywodzacy sie¢
z komoérek zr¢ebowych 1a

Czynnik wywodzacy si¢ z komdrek zrebowych
1a (SDF-10a) posredniczy w migracji prawidtowych
hematopoetycznych komérek zrebowych, jest obe-
cny w osoczu oraz w nadsaczach uzyskanych z ko-
morek podscieliska szpiku kostnego uzyskanych od
chorych na MM [38]. Receptor CXCR4 dla SDF-
la wykazuje ekspresje na niektérych komdrkach
MM, a SDF-1a aktywuje MAPK, PI3K/Akt i NF-
KB w komérkach MM, z nastgpowg proliferacjg, mi-
gracjg oraz ochrong przeciwko apoptozie indukowa-
nej przez deksametazon (ryc. 2). Na obszarze mikro-
srodowiska szpiku kostnego, SDF-1a reguluje
zwigkszone wydzielanie IL-6 i VEGF w szpiku ko-
stnym, tym samym dalej wspierajac wzrost, przezy-
cie, opornos¢ na leki i migracj¢ komérek nowotwo-
rowych (ryc. 1). Dziatanie SDF-1a jest jednak nie-
wielkie i nie jest obiecujagcym celem nowatorskich
sposobéw leczenia MM.

Inne cytokiny

Rekombinowana IL-la pobudza komdrki
MM do wytwarzania IL-6, w ten sposéb sprzyja-

PiSsmiennictwo

jac proliferacji komérek nowotworowych. TGF-3
wydzielany przez komérki MM wywotuje wydzie-
lanie IL-6 w podscielisku szpiku i przyczynia si¢
do niedoboréw immunologicznych charaktery-
stycznych dla MM na skutek zmniejszonej ekspre-
sji limfocytéw B, T i komérek NK. IL-10 jest
czynnikiem proliferacji, lecz nie czynnikiem réz-
nicowania w przypadku ludzkich komérek MM
[39]. Makrofagowe biatko zapalne 10 jest silnym
czynnikiem stymulacji osteoklastéw w szpiku ko-
stnym [40]. Donoszono o autokrynnym posredni-
czeniu wzrostu w liniach komérek MM przez
IL-15 [41]1 IL-21 [42].

Kierunki badan

Wiele badari z zakresu nauk podstawowych
dotyczacych biologii szpiczaka i czynnikdw wa-
runkujgcych przebieg choroby, niemal zawsze
uwzgledniajgce regulacje cytokinowg, majg coraz
wyrazniejsze implikacje kliniczno-praktyczne.
Nowe obiecujgce sposoby terapii opornych na le-
czenie przypadkéw MM, obejmujace talidomid
i jego analogi, np.: Revimid; inhibitor proteaso-
moéw (Velcade), inhibitor NF-KB; tréjtlenek arsenu
(Trisenox), 2-metoksyestradiol, dziatajg zaréwno
na komorki szpiczaka, jak 1 mikrosrodowisko
szpiku i wywierajg efekty antyangiogenne. Wcigz
rosngca liczba danych wskazuje, ze te nowe gene-
racje lekow w potaczeniu z konwencjonalng tera-
pia, lub tez samodzielnie, stwarzajg szanse na po-
prawe wynikéw leczenia chorych na MM, a dla
niektoérych pacjentéw moga oznaczaé¢ mozliwosé
uzyskania pelnej, wieloletniej remisji.
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