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Szpiczak plazmocytowy (MM) jest nowotworem uktadu limfoidalnego dotykajagcym $rednio 5,5/100 000
mieszkancéw Europy, gtownie osoby starsze - mediana zachorowania wynosi 67 lat. Wywodzi si¢ z
limfocytow B na koncowym etapie roznicowania, ktore w zdecydowanej wickszosci przypadkow wydzielaja
charakterystyczne dla tej jednostki chorobowej biatko monoklonalne, bedace badz kompletng
immunoglobuling badz tancuchami lekkimi immunoglobulin. Objawy spowodowane sg rozrostem komorek
nowotworowych w szpiku kostnym oraz wysokim st¢zeniem krazacego biatka monoklonalnego i obejmuja
gtéwnie: zmiany kostne bedace przyczyng ztaman patologicznych, niedokrwistosé, obnizenie odpornosci i
niewydolno$¢ nerek.

W ciggu minionych 15 lat w terapii MM dokonat si¢ przetom, zwigzany z wprowadzeniem wielu nowych
lekéw, obejmujacych tak rézne klasy jak inhibitory proteasomu (Pls), leki immunomodulujace, inhibitory
deacetylazy histonowej czy przeciwciala monoklonalne. Postepy w terapii pozwolily wydtuzy¢ Sredni czas
przezycia pacjentow od momentu rozpoznania choroby z 3 lat do obserwowanych obecnie 6 lat. Niestety
nawet po tak olbrzymim postepie, szpiczak plazmocytowy pozostaje choroba nieuleczalna.

Dzieje si¢ tak pomimo tego, ze zdecydowana wigkszo$¢ pacjentow odpowiada znaczna redukcjg ilosci
komoérek nowotworowych na terapi¢ pierwszej linii rozpoczeta po rozpoznaniu objawowego MM i uzyskuje
stan remisji. Nieuchronnie jednak, po réznym czasie, odzwierciedlajagcym réznorodnos¢ choroby, nastgpuje
nawrot, ktory po kolejnych cyklach leczenia, w koncu staje si¢ oporny na wszystkie dostgpne leki, a pacjent
umiera w obrazie aktywnej choroby. Z tego powodu kluczowe dla dalszego rozwoju terapii szpiczaka
plazmocytowego, wydaja si¢ by¢ badania nad nabyta oporno$cig komoérek nowotworowych na stosowane
leczenie. Pomimo wielu wysitkow, do tej pory nie udato si¢ stworzy¢ kompleksowego opisu tego procesu,
ktory moglby przyczynic¢ si¢ do opracowania skutecznej metody przetamania opornosci.

Niezwykle istotng grupa nowych lekdéw, obecng w prawie kazdym schemacie terapeutycznym, sg inhibitory
proteasomu, a wsrdod nich bortezomib 1 karfilzomib. Proteasom jest agregatem enzymatycznym
odpowiedzialnym za rozktad biatek, ktore zostaly wczesniej oznaczone i skierowane na szlak degradacji.
Zablokowanie proteasomu przez leki powoduje akumulacje wadliwych biatek, co w konsekwencji prowadzi
do uruchomienia w komoérce mechanizméw apoptotycznych i $mierci. Wprowadzenie Pls do terapii
szpiczaka plazmocytowego znacznie poprawito rokowanie pacjentdow, jednak takze i na te leki, wraz z
postgpem choroby, rozwija si¢ opornosc.

Celem badania jest zbadanie mechanizméw odpowiedzialnych za nabyta oporno$¢ na karfilzomib i
bortezomib. W tym celu, na bazie istniejacych linii komorkowych MM, zostang przez nas wytworzone in
vitro linie komérkowe oporne na inhibitory proteasomu. Zostanie to osiggnigte przez dtugotrwatg inkubacje
komoérek z cytostatykami, ktorych stezenie bedzie systematycznie zwigkszane. Po uzyskaniu opornosci,
wykonana zostanie poréwnawcza analiza proteomu (ktory jest bialkowym odpowiednikiem genomu)
pomiedzy komoérkami wrazliwymi a opornymi, oraz pomigdzy komoérkami opornymi na karfilzomib a
komoérkami opornymi na bortezomib. Do analizy wykorzystana bedzie wysoko-efektywna proteomika,
technika polegajaca na globalnej analizie wszystkich bialek wystepujacych w komorce. Zaleta tego
podejscia, w poréwnaniu do szerzej rozpowszechnionych badan, jak np. analiza ekspresji genow przy uzyciu
mikromacierzy, jest fakt, ze w jego wyniku uzyskujemy profil biatkowy, ktorego rola w biologii komorki jest
decydujaca. Natomiast w przypadku wynikow badan oceniajacych globalng ekspresjc RNA, z racji
mechanizmoéw takich jak np. potranslacyjna modyfikacja biatek, nie mozna méwié¢ o ich bezposrednim
przetozeniu na fizjologi¢ komorki.

W rezultacie porownania proteomu komoérek opornych i wrazliwych uzyskana zostanie grupa biatek, ktorych
poziom akumulacji réznicuje te populacje. Wyniki beda nastgpnie zweryfikowane, przy uzyciu metody
Western blot, stuzgcej do wykrywania w komorce konkretnych, z gory okreslonych biatek.

Kolejnym etapem bedzie weryfikacja, czy efekty zaobserwowane in vitro maja przetozenie na zmiany
zachodzace w komoérkach MM pochodzacych od pacjentow. W tym celu analogiczne badanie metoda
Western blot przeprowadzone bedzie na oczyszczonych plazmocytach pobranych ze szpiku kostnego
chorych wywodzgcych si¢ z dwoch grup: z noworozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym, ktorzy dobrze
odpowiedzieli na terapi¢ bortezomibem (wrazliwi na PlIs) oraz pacjentéw opornych, u ktérych
zaobserwowano progresje choroby pomimo leczenia bortezomibem i/lub karfilzomibem. Ponadto stg¢zenie
biatek-biomarkeréow okreslane bedzie w obu tych grupach rowniez w surowicy.

W przypadku, gdy badania walidacyjne na liniach komoérkowych i na materiale pobranym od pacjentow
potwierdza wyniki uzyskane z analizy proteomu, wykonane zostang badania funkcjonalne, ktorych zadaniem
bedzie sprawdzenie czy wyltaczenie ekspresji zidentyfikowanych biatek o wyzszej ekspresji w komorkach
opornych spowoduje zwickszenie wrazliwosci komoérek opornych na inhibitory proteasomu.

Uzyskane przez nas wyniki przyczynig si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmow odpowiedzialnych za
nabytag oporno$¢ na PlIs. Okres$lenie biomarkeréw otworzy droge do zdefiniowania nowych celow
terapeutycznych dla potencjalnych adjuwantowych lekow, ktore mogtyby przetamaé¢ opornosé na leczenie.
Identyfikacja tych bialek w surowicy pozwoli natomiast na dalsza, prospektywng oceng ich przydatnosci
jako czynnik rokowniczy pozwalajacy przewidzie¢ odpowiedz chorych na leczenie bortezomibem lub
karfilzomibem, co pozwolitoby na skuteczng indywidualizacj¢ terapii.



