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II. STRESZCZENIE 

Wstęp:  

Szpiczak plazmocytowy (multiple myeloma, MM) jest nowotworem hematologicznym 

B-komórkowym charakteryzującym się głębokimi zaburzeniami immunologicznymi 

postępującymi wraz z progresją choroby. Dlatego poszukiwanie skutecznych leków 

oddziałujących na elementy tego układu, takich jak inhibitory punktów kontrolnych nadzoru 

immunologicznego, w celu poprawy immunologicznej odpowiedzi przeciwnowotworowej 

wydaje się mieć szczególne znaczenie kliniczne. Immunologicznymi punktami kontrolnymi 

(immune checkpoint, IC) nazywane są cząsteczki, które regulują mechanizmy nadzoru 

immunologicznego i są zaangażowane w rozwój tolerancji immunologicznej, m.in. badane w 

niniejszej rozprawie doktorskiej cząsteczki supresorowe PD-1, CTLA-4, BTLA występujące 

na powierzchni limfocytów T i uczestniczące w procesie hamowania aktywacji tych komórek. 

Poziom ekspresji tych supresorowych cząsteczek ma zasadnicze znaczenie dla utrzymywania 

homeostazy układu immunologicznego, tolerancji własnych antygenów tkankowych oraz 

niszczenia komórek nowotworowych. Zaburzenia ekspresji punktów kontrolnych mogą 

przyczyniać się do zachwiania równowagi immunologicznej i rozwoju procesów 

autoimmunizacyjnych (przy obniżonej ekspresji) lub sprzyjać rozwojowi nowotworów (przy 

zwiększonej ekspresji punktów kontrolnych). Wprowadzenie do terapii 

przeciwnowotworowej inhibitorów punktów kontrolnych układu immunologicznego (immune 

checkpoint inhibitor, ICI) poprawiło znacząco wyniki leczenia wielu nowotworów litych oraz 

chłoniaka Hodgkina, co zachęciło do podjęcia badań klinicznych z użyciem przeciwciał 

blokujących cząsteczki supresorowe PD-1/PD1-L i CTLA-4 również w innych rozrostach 

hematologicznych. Przeprowadzone dotąd badania kliniczne z zastosowaniem blokady osi 

PD-1/PD1-L i/lub CTLA-4 u chorych na MM przyniosło rozczarowanie z powodu niskiego 

wskaźnika odpowiedzi klinicznych (overall response rate, ORR) przy stosunkowo dużej 

liczbie poważnych powikłań głównie o charakterze autoimmunizacyjnym. Mechanizmy 

leżące u podłoża oporności na terapeutyczne inhibitory punktów kontrolnych obserwowanej u 

przeważającego odsetka pacjentów z MM pozostają nadal niewyjaśnione. 

Cel pracy:  

Celem niniejszej pracy było zbadanie ekspresji immunologicznych punktów 

kontrolnych BTLA, PD-1 i CTLA-4 na limfocytach T CD4 krwi obwodowej u chorych na 

MM w celu określenia znaczenia poszczególnych cząsteczek w rozwoju immunosupresji 
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systemowej w różnych fazach choroby, a także określenie ich użyteczności klinicznej jako 

celu terapii z zastosowaniem inhibitorów punktów kontrolnych, oraz zbadanie związku 

ekspresji PD-1 i CTLA-4 z przebiegiem klinicznym MM celem oznaczenia ich potencjalnej 

wartości predykcyjnej i/lub rokowniczej. 

Materiał i metody:  

Pierwsza praca jest artykułem przeglądowym podsumowującym wiedzę na temat 

biologii MM, wpływu mikrośrodowiska na rozwój choroby i odpowiedź na leczenie. Na 

podstawie publikacji naukowych dostępnych w bazach PubMed i Google Scholar 

przedstawiono zależności elementów komórkowych, macierzy mikrośrodowiska i cytokin 

obecnych w przestrzeni pozakomórkowej w rozwoju i przerzutowaniu MM. 

Kolejne dwie prace oryginalne (powstałe  w kontynuacji) prezentują wyniki badań 

przeprowadzonych w grupie obejmującej 40 pacjentów z aktywnym MM w różnych fazach 

choroby: 26 pacjentów z nowo rozpoznanym MM (newly diagnosed MM, NDMM) oraz 14 

pacjentów z nawrotowym/opornym MM (relapsed/refractory MM, RRMM) uprzednio 

leczonych chemioterapią, lekami immunomodulującymi (immunomodulatory drugs, IMID), 

inhibitorami proteasomu (proteasome inhibitor, PI). Grupę kontrolną stanowiło 20 zdrowych 

ochotników odpowiadających wiekiem i płcią grupie badanej (healthy controls, HC). Badania 

przeprowadzono po uzyskaniu pisemnej zgody od wszystkich uczestników. Materiał do badań 

stanowiły komórki jednojądrzaste wyizolowane z krwi obwodowej (peripheral blood 

mononuclear cells, PBMCs). Metodą cytometrii przepływowej oznaczano ekspresję 

jakościową i ilościową badanych ICs (PD-1, CTLA-4 i BTLA) w populacjach limfocytów T 

CD4+, CD4+CD127+ (T effector cells, Teff) oraz CD4+CD127- (T regulatory cells, Treg). 

Stan systemowej aktywacji określano poprzez określenie ekspresji markera aktywacji CD69 

w populacji limfocytów T CD4. Ponadto badano populację limfocytów efektorowych: Th1 

(CD3+CD8-IFN-γ+) i Th17 (CD3+CD8-IL-17+) oraz subpopulacje limfocytów 

regulatorowych Treg (CD4+CD25+CD127, CD4+CD25+FOXP3+, CD4+FOXP3+CD127-), 

a także ich wzajemne proporcje w postaci stosunku Th1/Treg i Th17/Treg w różnych fazach 

choroby. Przedmiotem badania była także wielkość obwodowej populacji starzejących się 

autoreaktywnych limfocytów T CD4+CD28-. Dodatkowo korelowano ekspresję białek 

supresorowych PD-1 i CTLA-4 na limfocytach T CD4 z czynnikami niekorzystnego 

przebiegu klinicznego, a także z czasem do wystąpienia progresji (time to progression, TTP) i 

czasem całkowitego przeżycia (overall survival, OS) pacjentów.  
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Wyniki:  

Praca poglądowa podsumowuje dotychczasową wiedzę nt. roli mikrośrodowiska 

szpiku kostnego w rozwoju i progresji MM podkreślając sieć wzajemnych oddziaływań 

między elementami komórkowymi (uwzględniając również komórki układu 

immunologicznego) z elementami macierzy pozakomórkowej, które razem tworzą 

immunosupresyjne środowisko kreujące warunki do transformacji nowotworowej 

plazmocytów. Przenoszenie się plazmocytów do krwi obwodowej prowadzi do osadzania się 

komórek nowotworowych poza szpikiem kostnym, a tym samym do progresji choroby.   

W drugiej publikacji z cyklu o charakterze oryginalnej pracy badawczej wykazano, że 

limfocyty T CD4 w NDMM prezentują cechy immunostarzenia (immunosenescence), 

obejmujące deficyt ilościowy ekspresji immunologicznych punktów kontrolnych PD-1, 

BTLA i CTLA-4 oraz relatywnie zwiększoną sekrecję cytokin prozapalnych IFN-γ i IL-17. 

Natomiast progresja MM (RRMM) przebiega z częściowym przywróceniem ekspresji 

cząsteczek supresorowych uczestniczących w nadzorze immunologicznym, co koresponduje z 

pogłębieniem dysfunkcji sekrecyjnej IFN-γ i IL-17, i odpowiada fenotypowi komórek 

wyczerpanych (exhausted). Obserwowano także, że PD-1 jest jedynym receptorem 

supresorowym występującym na większym odsetku limfocytów T CD4 u wszystkich chorych 

na MM niezależnie od fazy choroby, którego ekspresja koreluje z niekorzystnym przebiegiem 

klinicznym i tendencją do skróconego OS.  

W kolejnej pracy oryginalnej (będącej kontynuacją poprzedniej), poza potwierdzeniem 

związku suboptymalnej ekspresji immunologicznych punktów kontrolnych z różnymi etapami 

choroby (NDMM i RRMM), zaobserwowano także obwodową ekspansję limfocytów T 

CD4+CD28- u wszystkich pacjentów (największą w grupie NDMM), których fenotyp i 

funkcjonalna charakterystyka odpowiada autoreaktywnym limfocytom cytotoksycznym 

(noszącym cechy immunostarzenia). Ciekawą obserwacją było wykazanie związku poziomów 

ekspresji cząsteczek supresorowych z TTP; niski poziom CTLA-4 w grupie NDMM i wysoka 

ekspresja PD-1 w grupie RRMM korelują z krótszym TTP. 

Wnioski:  

Zwiększona dystrybucja PD-1 i związek z niekorzystnym przebiegiem klinicznym 

wskazuje na nadrzędną rolę PD-1 w sieci supresorowych oddziaływań jako przyczynę 

zaburzonej odporności komórkowej w MM. Mechanizm immunosupresji w MM w 
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początkowych etapach choroby wiąże się z nasilonym immunostarzeniem limfocytów T, 

natomiast w czasie progresji MM jest związany głównie z wyczerpaniem funkcjonalnym tych 

komórek; jedną z cech różniących oba dysfunkcjonalne stany (tj. immunostarzenie i 

wyczerpanie) jest różny stopień deficytu poziomu ekspresji immunologicznych punktów 

kontrolnych PD-1, CTLA-4 i BTLA zależny od etapu choroby; suboptymalna ekspresja 

punktów kontrolnych w MM może istotnie obniżać skuteczność terapii z użyciem inhibitorów 

tych cząsteczek i stanowić jeden z mechanizmów oporności na tę formę immunoterapii w tej 

chorobie. Ponadto ekspansja obwodowa starzejących się limfocytów T CD4+CD28- (o 

właściwościach autoreaktywnych komórek cytotoksycznych) wraz z obniżonym poziomem 

ekspresji PD-1 i CTLA-4 obserwowanym u pacjentów z MM (szczególnie w grupie NDMM) 

może świadczyć o zwiększonym potencjale do rozwoju procesów autoimmunizacyjnych 

zarówno w przebiegu MM, jak i w czasie immunoterapii  z użyciem terapeutycznych 

inhibitorów punktów kontrolnych. Związek niskiego poziomu ekspresji CTLA-4 z istotnie 

krótszym TTP w grupie NDMM oraz negatywny wpływ ekspresji PD-1 na przebieg 

kliniczny, OS i TTP w grupie RRMM wskazuje, że stosowanie inhibitorów badanych 

punktów kontrolnych jest niekorzystną strategią leczniczą dla chorych z NDMM, natomiast 

pacjenci w grupie RRMM z progresją choroby stanowią grupę chorych, która może odnieść 

korzyść kliniczną z tej formy terapii. 
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III. ABSTRACT 

Introduction:  

Multiple myeloma (MM) is a B-cell haematological malignancy characterized by 

profound and progressing immune alterations. Therefore, the efficacy of drugs targeting the 

elements of immune environments (such as immune checkpoint inhibitors) in order to 

improve anti-tumor response is of particular clinical importance. Immune checkpoints (ICs) 

are molecules that regulate immune surveillance mechanisms and are involved in the 

development of immune tolerance (e.g. inhibitory PD-1, CTLA-4, and BTLA molecules 

examined in the current dissertation); they are expressed on the surface of immune cells 

(including T cells) and involved in inhibition of cell activation. The optimal level of ICs 

expression is essential for maintaining homeostasis of the immune system including tolerance 

toward tissue self-antigens and eradication of cancer cells. Alterations in the expression of ICs 

may contribute to the immune imbalance and the development of autoimmune responses (at 

reduced ICs expression) or promote the development of cancer (when ICs expression is 

increased). The introduction of ICs inhibitors (ICIs) into cancer therapy significantly 

improved the results of treatment of many solid cancers and Hodgkin's lymphoma, what 

prompted physicians to administration of ICIs into clinical trials in other hematological 

malignancies. However, the clinical trials conducted so far with the use of antibodies blocking 

the PD-1/PD1-L axis and CTLA-4 in patients with MM have shown disappointing results due 

to the unfavorable benefit-to-risk profile with low overall response rate (ORR) and a much 

higher frequency and severity of  immune-related adverse events (iRAEs). The mechanisms 

underlying the resistance to ICIs observed in the vast majority of MM patients remain still 

unresolved. 

The aim of the study:  

The purpose of this study was to assess the expression of ICs (BTLA, PD-1 and 

CTLA-4) on CD4 T lymphocytes in order to determine the involvement of particular 

receptors in the development of systemic immunosuppression in MM patients at different 

stages of the disease (at the time of diagnosis and during progression), determination of their 

usefulness as a target of therapy with ICIs, as well as examination of their relationship with 

the clinical course of MM in order to determine their potential predictive and prognostic 

significance. 
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Material and methods:  

The first paper is a review article summarizing the knowledge on the biology of MM, 

the influence of the microenvironment on both the development of the disease and response to 

treatment. On the basis of scientific publications available in the PubMed and Google Scholar 

databases, the relationships between cellular elements, microenvironmental matrix and 

cytokines present in the extracellular space in the development and metastasis of MM have 

been shown. 

The next two original papers demonstrate the results of research conducted (as a 

consistent continuation) in a study group of 40 patients with active MM in the different 

clinical stages of the disease: 26 patients with newly diagnosed MM (NDMM) and 14 patients 

with relapsed/refractory MM (relapsed/refractory MM, RRMM) previously treated with 

chemotherapy, immunomodulatory drugs (IMIDs), proteasome inhibitors (PIs). The control 

population compromised 20 healthy volunteers matched for age and sex (HC). The study was 

conducted after obtaining written consent from all participants. The study material consisted 

of mononuclear cells isolated from peripheral blood (PBMCs). The qualitative and 

quantitative expression of the examined ICs (PD-1, CTLA-4 and BTLA) in the populations of 

CD4+, CD4+CD127+ (Teff) and CD4+CD127- (Treg) lymphocytes was determined by flow 

cytometry. Systemic activation status was tested by determining the expression of CD69 

activation marker in the CD4 T cell population. In addition, the population of effector 

lymphocytes: Th1 (CD3+CD8-IFN-γ+) and Th17 (CD3+CD8-IL-17+) and subpopulations of 

Treg regulatory lymphocytes (CD4+CD25+CD127), CD4+CD25+FOXP3+, 

CD4+FOXP3+CD127-), as well as the relationship between them (Th1/Treg and Th17/Treg) 

in different phases of the disease were examined as well. Peripheral expansion of senescent 

autoreactive CD4+CD28- cells was also studied in all subjects. In addition, the expression of 

PD 1 and CTLA-4 molecules on CD4 T cells was correlated with clinic and laboratory indices 

of adverse clinical course, as well as with time to progression (TTP) and patient overall 

survival (OS). 

Results:  

The review paper summarized the current knowledge on the role of the bone marrow 

microenvironment in the development and progression of MM, emphasizing the network of 

interactions between cellular elements (including immune cells) with elements of the 

extracellular matrix, which together create an immunosuppressive environment creating 
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conditions for malignant transformation of plasma cells. The transfer of plasma cells to the 

peripheral blood leads to the deposition of tumor cells outside the bone marrow, and thus to 

the progression of the disease. 

The second study demonstrated that CD4 T cells in NDMM displayed features of 

immunosenescence (i.e. quantitative deficit of IC expression and relatively increased 

secretion of pro-inflammatory IFN-γ and IL-17 cytokines), while MM progression is 

accompanied by a reversion of ICs expression, which corresponds to pronounced IFN-γ and 

IL-17 secretory dysfunction, consistently with an exhausted phenotype. It was also observed 

that PD-1 is the only IC expressed on a higher percentage of CD4 T cells in all MM patients, 

regardless of the stage of the disease, and its expression correlates with an unfavorable 

clinical course and a tendency to shorten OS. 

In the next study (which is a continuation of the previous one), apart from confirming 

the relationship between suboptimal expression of ICs and different stages of the disease 

(NDMM and RRMM), expansion of CD4+CD28- cells was also observed in all patients 

(more pronounced in the NDMM group), whose phenotype and functional characteristics 

correspond to autoreactive lymphocytes (exerting features of immunosenescence). An 

interesting observation was also the relationship between ICs expression levels and TTP; low 

CTLA-4 levels in the NDMM group and high expression of PD-1 in the RRMM group 

correlate with shorter TTP. 

Conclusions:  

The increased distribution of PD-1 in the T cell compartment and its association with 

the unfavorable clinical course of MM may indicate the superior role of PD-1 in the network 

of suppressor interactions as the cause of impaired cellular immunity in MM. The mechanism 

of immunosuppression in MM in the early stages of the disease (NDMM) is associated with 

increased immunosenescence of lymphocytes, while during MM progression (RRMM) it is 

mainly associated with functional exhaustion of T lymphocytes; one of the features 

differentiating the two dysfunctional states (namely immunosenescence and exhaustion) is 

varying degrees of the suboptimal expression level of ICs depending on the stage of the 

disease, which may significantly reduce the effectiveness of ICIs therapy and constitute one 

of the mechanisms of resistance to this form of immunotherapy in MM. Peripheral expansion 

of senescent CD4+CD28- lymphocytes (with autoreactive cytotoxic properties) observed in 

patients with MM (especially in the NDMM group) may indicate an increased potential for 
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the development of autoimmune responses both in the course of MM and during 

immunotherapy with ICIs. The relationship of the low CTLA-4 expression with significantly 

shorter TTP in the NDMM group and the negative impact of PD-1 expression on the clinical 

course, OS and TTP in the RRMM group indicate that ICI therapy is an unfavorable treatment 

strategy for patients with NDMM, while in RRMM patients with disease progression this 

form of therapy could be beneficial. 
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IV. WSTĘP 

Szpiczak plazmocytowy (multiple myeloma, MM) jest nowotworem hematologicznym 

B-komórkowym charakteryzującym się proliferacją i akumulacją w szpiku kostnym 

klonalnych komórek plazmatycznych produkujących białko M
1
. Biologiczna właściwością 

MM jest postępujący rozwój zaburzeń immunologicznych, które prowadzą do ucieczki 

nowotworowych komórek plazmatycznych spod nadzoru immunologicznego, wzrostu masy 

nowotworu i klinicznych komplikacji w postaci niewydolności nerek, osteolizy kostnej i 

nawracających infekcji
2
. Patogeneza dysregulacji immunologicznej w przebiegu MM jest 

złożona i wynika z procesu rozrostowego w szpiku kostnym, który obejmuje m.in. elementy 

układu odpornościowego, ale może być również skutkiem leczenia (chemio- i 

immunoterapii). W wyniku narastających zaburzeń immunologicznych dochodzi do rozwoju 

immunosupresji, co oprócz osłabienia odpowiedzi przeciwnowotworowej zwiększa istotnie 

ryzyko rozwoju infekcji o ciężkim przebiegu. W szczególności, rozwój MM charakteryzuje 

postępująca dysfunkcja prawidłowych plazmocytów sukcesywnie wypieranych przez 

klonalne komórki plazmatyczne z następową hypogammaglobulinemią, a także zaburzenia 

odporności komórkowej związane z dysfunkcją limfocytów T, komórek dendrytycznych 

(dendritic cells, DC) i komórek NK (natural killer)
3
. Pomimo postępu w immunoterapii MM 

związanego z wprowadzeniem do leczenia inhibitorów proteasomu (proteasome inhibitors, 

PI), leków immunomodulujących (immunomodulatory drugs, IMID), terapii limfocytami T ze 

zmodyfikowanym (chimerycznym) receptorem antygenowym (CAR-T cells), MM nadal 

pozostaje nowotworem nieuleczalnym. Dysfunkcja układu immunologicznego, w 

szczególności obniżenie aktywności i funkcji efektorowych limfocytów T (T effector cells, 

Teff), przyczynia się do nieskutecznego niszczenia komórek szpiczakowych i 

rozczarowujących wyników leczenia MM
2, 3

.  

Osłabienie mechanizmów nadmiernie rozwiniętej tolerancji immunologicznej oraz 

odwrócenie hyporeaktywności limfocytów T w MM wydaje się mieć zasadnicze znaczenie 

dla optymalizacji i poprawy skuteczności stosowanych strategii immunoterapeutycznych. 

Wprowadzenie do terapii nowotworowej inhibitorów punktów kontrolnych w nadzorze 

immunologicznym (immune checkpoint inhibitors, ICI), czyli przeciwciał blokujących 

cząsteczki supresorowe PD-1 i/lub CTLA-4, poprawiło istotnie wyniki leczenia guzów 

litych
4
, a także chłoniaka Hodgkina

5
, co dało nadzieję i asumpt do podjęcia prób ich 

wykorzystania w terapii nowotworów hematologicznych. Jednak zastosowanie inhibitorów 

cząsteczek supresorowych w badaniach klinicznych u chorych na MM przyniosło rezultaty 
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niezgodne z oczekiwaniami w postaci niskiego wskaźnika odpowiedzi klinicznych (overall 

response rate, ORR) - jedynie w kombinowanych strategiach leczniczych u chorych z 

progresywnym/nawrotowym MM (RRMM)
6-8

. Niespełniające oczekiwań wyniki stosowania 

blokady punktów kontrolnych w MM mogą wskazywać na zróżnicowany udział 

poszczególnych cząsteczek supresorowych zaangażowanych w hamowanie odpowiedzi 

immunologicznej 
8
, a także skłaniają do poszukiwania mechanizmów odpowiadających za 

postępującą immunosupresję u chorych na MM oraz wskazują na potrzebę identyfikacji tych 

pacjentów, którzy mogą odnieść korzyść kliniczną z terapii blokującej cząsteczki 

supresorowe.  

Dostępna literatura wskazuje, że zaburzenia funkcji limfocytów T w przebiegu MM są 

bardziej pogłębione w porównaniu do innych nowotworów hematologicznych B-

komórkowych, a mechanizmy leżące u ich podłoża związane są głównie z immunostarzeniem 

(immunosenescence) i/lub wyczerpaniem funkcjonalnym limfocytów T (exhaustion)
9-12

, 

prowadzących w różny sposób do postępującej hyporeaktywności tych komórek i systemowej 

supresji immunologicznej
13-15

. Identyfikacja mechanizmu leżącego u podłoża immunosupresji 

w MM wydaje się mieć implikacje kliniczne w postaci doboru właściwego sposobu 

odwrócenia supresji immunologicznej za pomocą dostępnych metod terapeutycznych. Jak 

wskazują liczne badania, immunostarzenie limfocytów T jest spowodowane 

wewnątrzkomórkowymi sygnałami indukowanymi przez uszkodzenia DNA lub inne czynniki 

związane z nasilonym stresem komórkowym, i może być odwrócone jedynie metodami 

farmakologicznymi oddziałującymi na poziomie sygnałów wewnątrzkomórkowych
16

. 

Natomiast wyczerpanie limfocytów T jest konsekwencją czynników zewnątrzkomórkowych 

w postaci przewlekłej stymulacji antygenowej (w tym przypadku antygenami związanymi z 

komórkami szpiczaka) i ligacji receptorów supresorowych (tj. PD-1, CTLA-4)
17

. 

Wyczerpanie limfocytów T jest dysfunkcją, która jest potencjalnie odwracalna po 

zastosowaniu zewnątrzkomórkowej blokady tych receptorów (czyli za pomocą inhibitorów 

immunologicznych punktów kontrolnych)
17

. Oba stany dysfunkcjonalne limfocytów T (czyli 

immunostarzenie oraz wyczerpanie) mają wiele cech wspólnych (jak np. zahamowanie cyklu 

komórkowego, zaburzenia funkcji efektorowych, ekspresja cząsteczek supresorowych), co 

utrudnia ich identyfikację
16-18

. Warto jednak zaznaczyć, że wyniki najnowszych badań nad 

zaburzeniami dotyczącymi limfocytów T w przebiegu MM (w tym zawarte w obu niniejszych 

pracach) przyniosły postęp w postaci znalezienia różnicy w poziomie ekspresji cząsteczek 

supresorowych PD-1 i CTLA-4 w limfocytach T CD4 u chorych z MM w różnych etapach 
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choroby
13-15

, co ułatwia odróżnienie limfocytów T starzejących się od wyczerpanych i dobór 

adekwatnej metody leczniczej prowadzącej do przywrócenia funkcji tych komórek. Z tego 

powodu ważne klinicznie wydaje się określenie charakteru dysfunkcji dominującej w 

limfocytach T CD4 u pacjentów z aktywnym MM w zależności od etapu choroby (NDMM i 

RRMM) na podstawie różnic związanych z cechami fenotypowymi (ekspresja markerów 

supresji i aktywacji: PD-1, CTLA-4, CD69, CD28) i funkcjonalnymi (zdolność do sekrecji 

cytokin zapalnych IFN-γ, IL-17) charakterystycznymi dla immunostarzenia i wyczerpania 

limfocytów T CD4.   
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V. CELE I ZAŁOŻENIA PRACY 

Celami niniejszej rozprawy doktorskiej było: 

1. Podsumowanie wiedzy na temat funkcjonalnego znaczenia mikrośrodowiska szpiku 

kostnego w rozwoju i progresji MM. 

2. Badanie ekspresji cząsteczek supresorowych PD-1, CTLA-4 i BTLA w limfocytach T 

CD4 u pacjentów z MM celem identyfikacji dominującego mechanizmu 

immunosupresji (immunostarzenie vs. wyczerpanie komórek) w różnych etapach 

choroby dla określenia możliwości zastosowania terapii z użyciem inhibitorów 

immunologicznych punktów kontrolnych. 

3. Badanie związku ekspresji cząsteczek supresorowych PD-1 i CTLA-4 z przebiegiem 

klinicznym MM (tj. z czynnikami niekorzystnego przebiegu, OS, TTP) w celu 

określenia ich ewentualnego znaczenia predykcyjnego i/lub prognostycznego. 
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VI. MATERIAŁ I METODY BADAŃ 

Pierwszy artykuł z cyklu jest pacą poglądową podsumowującą wiedzę na temat MM, 

wpływu mikrośrodowiska na rozwój choroby i odpowiedź na leczenie. Na podstawie 

publikacji naukowych dostępnych w bazach PubMed i Google Scholar opisano zależności 

elementów komórkowych, macierzy mikrośrodowiska i cytokin obecnych w przestrzeni 

pozakomórkowej w rozwoju i przerzutowaniu MM. 

W kolejnych dwóch pracach oryginalnych grupę badawczą stanowiła grupa 40 

pacjentów z aktywnym MM, w tym 26 pacjentów ze świeżo rozpoznanym MM (newly 

diagnosed MM, NDMM) i 14 pacjentów z nawrotowym/opornym na leczenie MM 

(relapsed/refractory MM, RRMM). Wśród pacjentów 21 osób stanowiły kobiety. Pacjenci 

rekrutowani byli w Klinice Hematologii we Wrocławiu oraz w Oddziale Hematologii w 

Opolu u których rozpoznanie choroby postawione było zgodnie z kryteriami 

Międzynarodowej Grupy Roboczej ds. Szpiczaka (International Myeloma Working Group, 

IMWG)
19

. Stadium choroby zostało  określone w momencie włączenia pacjenta do badania na 

podstawie Międzynarodowego Systemu Stopniowania dla Szpiczaka (International Staging 

System, ISS)
20

. Pacjenci z RRMM w przeszłości byli leczeni chemioterapią, lekami 

immunomodulującymi, inhibitorami proteasomu; kryterium wyłączającym było zastosowanie 

w pierwszej linii leczenia transplantacji komórek macierzystych (stem cell transplantation, 

SCT). Mediana wieku pacjentów wynosiła 69 lat (zakres 59 - 76 lat). Grupę kontrolną 

stanowiło 20 zdrowych osób (ochotników) odpowiadających pod względem płci i wieku 

grupie badanej, którzy nie byli leczeni lekami wpływającymi na układ immunologiczny przez 

okres 6 miesięcy przed pobraniem materiału. Z badania wyłączono także osoby ze 

współistniejącymi chorobami o podłożu zapalnym, cukrzycą, chorobami 

autoimmunologicznymi i towarzyszącymi nowotworami. Materiałem do badań była krew 

obwodowa pobrana w każdej grupie jednorazowo; w grupie badanych pacjentów przed 

rozpoczęciem chemioterapii.  

Po uzyskaniu zgody uczestnikom badania pobrano krew obwodową w celu izolacji 

komórek jednojądrzastych (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) na gradiencie stężeń 

Lymphoflotu (Bio-Rad Medical Diagnostics GmbH, Dreieich, Germany). Następnie 

wyizolowane komórki PBMC inkubowano z kombinacjami przeciwciał monoklonalnych 

sprzężonych z florochromami celem przeprowadzenia analizy cytometrycznej (barwienie 

bezpośrednie). Dla określenia szlaków supresorowych w obrębie limfocytów T CD4+ i w 
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subpopulacjach Teff i Treg (fenotypowanych wg Liu et al.
21

 odpowiednio jako komórki 

CD4+CD127+ i CD4+CD127-), wykonano barwienie powierzchniowe (używając 

standardowych protokołów) następujących białek: CD4, CD69, BTLA, PD-1, CTLA-4 i 

CD127. Analizę populacji regulatorowych limfocytów T CD4 (Treg) o fenotypach: 

CD4+CD25+CD127-, CD4+CD25+FOXP3+ i CD4+FOXP3+CD127- przeprowadzono 

barwiąc komórki PBMC bezpośrednio po izolacji z krwi obwodowej przeciwciałami 

skierowanymi przeciwko antygenom powierzchniowym CD4, CD25, CD127. Następnie po 

inkubacji z w/w przeciwciałami, komórki zostały poddane fiksacji i permeabilizacji za 

pomocą zestawu Fix/Perm Buffer Set (eBioscience, San Diego, CA, USA) z następowym 

wewnątrzkomórkowym barwieniem przeciwciałem skierowanym przeciwko czynnikowi 

transkrypcyjnemu FOXP-3. W celu oznaczenia wewnątrzkomórkowego poziomu cytokin 

zapalnych IFN-γ i IL-17, komórki PBMC zostały poddane 4 h hodowli z dodatkiem 

poliklonalnych stymulatorów (PMA + jonomycyna) i brefeldyny A (inhibitora 

wewnątrzkomórkowego transportu cytokin) w temperaturze 37
o
C w atmosferze 5% CO2.. Po 

zakończeniu hodowli, komórki zostały poddane barwieniu przeciwciałami skierowanymi 

przeciwko antygenom powierzchniowym CD3 i CD8  w celu identyfikacji populacji komórek 

CD4+ (poprzez określenie fenotypu CD3+CD8- z uwagi na nasilenie internalizacji receptora 

CD4 w czasie stymulacji z PMA i zmniejszenia jego ekspresji powierzchniowej)
22

. Po 

przeprowadzeniu permeabilizacji, komórki zostały poddane inkubacji z przeciwciałami 

monoklonalnymi skierowanym przeciwko cytokinom (IFN-γ lub IL-17).  

Bezpośrednio po przeprowadzeniu powyższych barwień zewnątrz- i 

wewnątrzkomórkowych, komórki zostały poddane analizie cytometrycznej przy użyciu 

cytometru przepływowego FASCalibur (Becton Dickinson, BD Biosciences, San Diego, CA, 

USA). Fenotypowano następujące populacje komórkowe: CD3+CD4+, CD4+CD127+PD-1, 

CD4+CD127+CTLA-4+, CD4+CD127+BTLA, CD4+CD127-PD-1, CD4+CD127-CTLA-4+, 

CD4+CD127-BTLA, CD3+CD4+CD69+, CD4+CD28-, CD3+CD8-IFN-γ+ (Th1), 

CD3+CD8-IL-17+ (Th17), CD4+CD25+FOXP-3+, CD4+CD25+CD127-, 

CD4+FOXP3+CD127-. Wyniki przedstawiono jako odsetek komórek o określonym fenotypie 

(ekspresja jakościowa CD69, PD-1, CTLA-4, BTLA, IFN-γ, IL-17). Oceniano także ekspresję 

ilościową w/w cząsteczek na podstawie intensywności fluorescencji przeciwciała specyficznie 

związanego z badanym białkiem; wyniki przedstawiono jako średni kanał fluorescencji 

cząsteczki w określonej populacji komórkowej (mean fluorescence intensity, MFI) i jej 

wartość przedstawiono w jednostkach arbitrarnych (arbitrary units, AU). Kontrole izotopowe 
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sprzężone z fluorochromami zostały zastosowane w każdym przypadku do potwierdzenia 

specyficzności ekspresji badanych białek. Badanie związku ekspresji PD-1 i CTLA-4 z 

długością czasu do wystąpienia progresji (time to progression, TTP) przeprowadzono na 

różnych etapach MM (NDMM i RRMM). W tym celu dokonano podziału grup pacjentów z 

NDMM i RRMM na 2 podgrupy: z niską i wysoką ekspresją PD-1 lub CTLA-4 (na 

wykresach oznaczone odpowiednio jako grupy low i high), a granicą podziału była wartość 

mediany ekspresji ocenianej jakościowo - jako wartość odsetkowa limfocytów T CD4+, 

CD4+CD127+ i CD4+CD127- z ko-ekspresją określonego receptora lub ilościowo – jako 

intensywność fluorescencji badanego receptora w poszczególnych subpopulacjach 

komórkowych limfocytów T CD4+ CD4+CD127+, CD4+CD127-. Następnie określano i 

porównywano długość czasu jaki upłynął od rozpoczęcia leczenia do wystąpienia progresji 

(TTP) w każdej podgrupie pacjentów (low < mediany vs. high > mediany). 

Analizę statystyczną przeprowadzono w oparciu o program Statistica 7.1 (TIBCO 

Software Inc., Palo Alto, CA, USA). Kliniczne parametry zostały przedstawione jako liczby 

absolutne oraz jako wartość odsetkowa (częstotliwość występowania w grupie). W grupie 

badanej dla zmiennych ilościowych obliczono wartość mediany (oraz wartość 25 i 75 

kwartyla). Rozkład zmiennych został zbadany za pomocą testów Lilliefors i Shapiro-Wilk-W. 

Wszystkie zgromadzone zmienne wykazywały rozkład inny niż normalny, dlatego do 

obliczenia różnic pomiędzy badanymi grupami zastosowano testy nieparametryczne dla 

powiązanych (testy Friedmana, Wilcoxona) i niepowiązanych (testy Kruskala-Wallisa, 

Manna-Whitneya-U) zmiennych. W celu zdefiniowania relacji między badanymi zmiennymi 

przeprowadzono analizę korelacji za pomocą testu korelacji tau Kendalla. Do analizy 

przeżycia (całkowitego OS i czasu do progresji TTP) wykorzystano krzywe Kaplana-Meiera, 

a różnice między badanymi grupami były badane przy użyciu testu log-rank. 

Wieloczynnikowa analiza została przeprowadzona przy użyciu modelu proporcjonalnego 

hazardu Coxa po włączeniu do niej wszystkich istotnych statystycznie (oraz granicznych) 

wartości zmiennych objaśniających z analiz jednoczynnikowych Coxa. Wyniki na poziomie 

wartości p ≤ 0.05 uznano za istotne statystycznie. Wykresy wykonano za pomocą programu 

GraphPad Prism (GraphPad software, San Diego, CA, USA, wersja 8.0.1). 
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VIII. PODSUMOWANIE WYNIKÓW 

Zaburzenia ekspresji immunologicznych punktów kontrolnych mogą stanowić cechę 

fenotypową komórek starzejących się lub wyczerpanych i,  jak wykazano we wcześniejszych 

badaniach, limfocyty T pacjentów z MM mogą wykazywać cechy charakterystyczne dla obu 

tych stanów funkcjonalnych jednocześnie
13-15

. Mimo że starzenie oraz wyczerpanie 

funkcjonalne limfocytów T przyczynia się istotnie do osłabienia odpowiedzi 

immunologicznej i rozwoju immunosupresji systemowej, warto zaznaczyć występowanie 

istotnych różnic w charakterystyce fenotypowej, funkcjonalnej oraz mechanizmach 

prowadzących do rozwoju obu dysfunkcji, uwzględniając różnicę w poziomie ekspresji 

cząsteczek supresorowych (głównie PD-1 i CTLA-4) i w konsekwencji różny potencjał do 

uzyskania poprawy odpowiedzi przeciwnowotworowej po zastosowaniu przeciwciał 

blokujących te receptory
13-15

. Identyfikacja dominującego stanu dysfunkcjonalnego w 

limfocytach T w różnych fazach MM z uwzględnieniem ekspresji punktów kontrolnych może 

mieć implikacje z punktu widzenia przewidywania odpowiedzi klinicznej na immunoterapię z 

zastosowaniem przeciwciał blokujących immunologiczne punkty kontrolne, która może być 

różna w określonej fazie choroby. 

W pracy pt. „Deregulated expression of immune checkpoints on circulating CD4 T cells 

may complicate clinical outcome and response to treatment with checkpoint inhbititors in 

multiple myeloma patients” oceniano ekspresję receptorów supresorowych pełniących rolę 

immunologicznych punktów kontrolnych w nadzorze immunologicznym, czyli PD-1, 

CTLA-4 i BTLA, na powierzchni obwodowych limfocytów T CD4 – zarówno w subpopulacji 

komórek efektorowych (Teff), jak i regulatorowych (Treg) - u pacjentów z aktywnym MM w 

różnych fazach choroby: w chwili zdiagnozowania (NDMM) i w czasie nawrotu choroby 

(RRMM). Analizie poddano też związek ekspresji badanych supresorów z cechami 

funkcjonalnymi limfocytów T CD4 charakterystycznymi dla immunostarzenia i wyczerpania. 

Zaobserwowano, że PD-1 jest jedynym białkiem inhibitorowym występującym w istotnie 

statystycznie wyższym odsetku limfocytów T CD4 chorych na MM na każdym etapie 

choroby. Wyraźne nasilenie dystrybucji wszystkich badanych punktów kontrolnych w obrębie 

populacji limfocytów Treg w RRMM wskazuje, że progresji choroby towarzyszy większa 

zdolność do nabywania ekspresji cząsteczek supresorowych, co może odpowiadać fenotypowi 

komórek wyczerpanych
23

. Z kolei analiza ilościowa pozwoliła zauważyć deficyt ekspresji 

PD-1, CTLA-4 i BTLA w limfocytach T CD4 u pacjentów, najbardziej wyraźny w grupie z 

NDMM. Jak wskazuje literatura, obniżony poziom ekspresji białka PD-1 i CTLA-4 
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zaobserwowany u chorych na MM stanowi cechę charakterystyczną dla starzenia się komórek 

immunologicznych, przy czym proces ten w MM jest niezależny od długości telomerów
13-15

. 

W przeprowadzonym badaniu potwierdzono, że etap rozwoju MM jest wyraźnie związany z 

utratą ekspresji PD-1, CTLA-4 i BTLA na limfocytach T CD4. Wykazano bowiem, że 

poziom badanych supresorów w grupie NDMM był statystycznie istotnie niższy w 

porównaniu do grupy kontrolnej osób zdrowych (HC), a w przypadku CTLA-4 również w 

porównaniu do grupy chorych z RRMM. Suboptymalny poziom ekspresji punktów 

kontrolnych na limfocytach T CD4 w MM może okazać się niewystarczający do uzyskania 

efektywnej poprawy odpowiedzi przeciwnowotworowej po zastosowania terapeutycznych 

inhibitorów PD-1 i/lub CTLA-4, szczególnie w grupie NDMM, co obserwowano w badaniach 

klinicznych u przeważającego odsetka chorych na MM
6, 7

. Równoczesna analiza ekspresji 

markera aktywacji CD69 w limfocytach T CD4 wykazała zwiększony odsetek komórek T 

CD4+CD69+ in vivo (głównie u chorych z RRMM) z jednoczesnym obniżonym jego 

poziomem w komórkach w grupie NDMM w porównaniu do grupy kontrolnej (HC). Dalsza 

stymulacja poliklonalna komórek w warunkach hodowli in vitro potwierdziła 

hyporeaktywność limfocytów T CD4 u wszystkich pacjentów z MM.  

Ciekawych obserwacji dostarczyły również badania funkcjonalne, które pokazały nie 

tylko istotnie zmniejszoną u wszystkich pacjentów wielkość populacji efektorowych 

limfocytów Th1, ale również obniżoną w nich zdolność do syntezy IFN-γ. Pomimo braku 

statystycznie istotnych różnic wśród chorych (pomiędzy grupami NDMM i RRMM), warto 

podkreślić, że defekt populacji Th1 oraz korespondujący obniżony istotnie stosunek 

odsetkowy limfocytów Th1/Treg były najbardziej widoczne w grupie pacjentów z progresją 

MM (RRMM). Obserwacja ta wskazuje wyraźnie na postępujące w przebiegu MM 

upośledzenie odpowiedzi przeciwnowotworowej zależnej od IFN-γ
23

. Interesujących 

wyników dostarczyła również ocena wewnątrzkomórkowego stężenia IL-17, cytokiny o 

działaniu prozapalnym i niejasnej roli w patogenezie MM, w obrębie populacji limfocytów T 

CD4. Wykazano, że populacja efektorowych limfocytów Th17 u wszystkich pacjentów 

niezależnie od statusu leczenia (NDMM vs. RRMM) była istotnie większa niż w grupie 

kontrolnej osób zdrowych (HC). Warto zauważyć, że najwyższy odsetek Th17 obserwowano 

w grupie chorych z I/II stadium zaawansowania klinicznego (wg ISS), czyli w okresie 

rozwoju choroby. Również analiza porównawcza stosunku limfocytów Th17/Treg pomiędzy 

poszczególnymi grupami chorych (NDMM vs RRMM) pozwoliła wyciągnąć podobny 

wniosek, gdyż najwyższa jego wartość dotyczyła pacjentów z nowo rozpoznanym MM 
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(NDMM), a różnica w stosunku do grupy RRMM była istotna statystycznie. Przedstawione w 

pracy wyniki badań funkcjonalnych jasno wskazują, że progresja MM przebiega z 

osłabieniem funkcji efektorowych limfocytów T CD4, co może odpowiadać funkcjonalnej 

charakterystyce komórek wyczerpanych (exhausted). Stan wyczerpania charakteryzuje się 

również narastaniem ekspresji punktów kontrolnych
23-25

, co może przywrócić reaktywność 

limfocytów T na stosowanie zewnątrzkomórkowej blokady sygnałów supresorowych. To 

ważna i przydatna z klinicznego punktu widzenia obserwacja, gdyż może skutkować poprawą 

odpowiedzi klinicznej pacjentów z RRMM na terapeutyczną blokadę punktów kontrolnych
17

. 

Z kolei limfocyty T CD4 w grupie NDMM są funkcjonalnie zaburzone w sposób prowadzący 

do relatywnie  zwiększonej (w porównaniu do grupy RRMM) sekrecji cytokin prozapalnych 

(IFN-γi IL-17), co może odpowiadać sekrecyjnemu efektorowemu fenotypowi związanemu 

ze starzeniem komórek, czyli SASP (senescence-associated secretory effector phenotype)
26

. 

Immunostarzenie limfocytów obserwowane w większym nasileniu w przebiegu procesów 

rozrostowych jest uważane za alternatywny sposób ucieczki komórek nowotworowych spod 

nadzoru immunologicznego 
27

, gdyż wykazano, że starzejące się limfocyty T wydzielają poza 

cytokinami prozapalnymi również czynniki immunosupresyjne, m.in. IL-10 i TGF-β
28

. 

Wyraźny wzrost odsetkowy populacji obwodowych limfocytów Treg obserwowany w pracy u 

wszystkich chorych (i dodatkowo skorelowany negatywnie ze stadiami zaawansowania 

klinicznego wg ISS) uważany jest za czynnik kreujący środowisko sprzyjające konwersji 

limfocytów T do komórek starzejących się, w ten sposób promując rozwój nowotworu
28, 29

. 

Wykazanie dynamicznej zmiany w fenotypowej i funkcjonalnej charakterystyce obwodowych 

limfocytów T CD4 w różnych etapach MM, tj. w czasie rozwoju (NDMM) i progresji 

(RRMM) przedstawione w niniejszej rozprawie, wydają się potwierdzać wcześniejszą 

obserwację, że cytostatyki i leki IMID stosowane w konwencjonalnej terapii MM w 

preferencyjny sposób usuwają starzejące się limfocyty T przy jednoczesnym 

zachowaniu/przywracaniu ekspresji immunologicznych punktów kontrolnych
13

. 

Ponadto u badanych pacjentów z wybranymi czynnikami niekorzystnego przebiegu 

klinicznego (β2-mikroglobuliny ≥ 3,5 mg/l, izotyp IgA, ISS > 2, albumina < 3,5 g/dl, Ca w 

surowicy > 10 mg/dl, hemoglobina ≤ 12 g/dl) obserwowano statystycznie istotnie wyższe 

poziomy ekspresji markerów aktywacji i wyczerpania komórek w limfocytach T CD4 (PD-1, 

CTLA-4, CD69). Uwzględniając cechy kliniczne niekorzystnego przebiegu i związane z nimi 

czynniki immunologiczne badano następnie ich wpływ na całkowity czas przeżycia 

pacjentów (overall survival, OS). Test log-rank pozwolił potwierdzić w badanej grupie 
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chorych związek czynników złej prognozy, takich jak β2-mikroglobulina > 3 mg/dl, albumina 

< 3,5 g/dl, ISS > 2, hemoglobina ≤ 12 g/dl, kreatyniny ≥ 2,0 g/dl, wiek > 65 r.ż. z krótszym 

OS. Nie znaleziono istotnego wpływu izotypu IgA, poziomu Ca, liczby krążących 

plazmocytów czy aktywności LDH na OS pacjentów. Spośród czynników immunologicznych 

zaangażowanych w niekorzystny przebieg kliniczny MM, jedynie wysoki odsetek 

CD4+CD69+ i PD-1+Teff był związany z krótszym OS w postaci tendencji statystycznej. W 

jednoczynnikowej analizie regresji Coxa znaleziono istotny związek albuminy < 3,5 g/dl, 

kreatyniny ≥ 2,0 g/dl, β2-mikroglobuliny ≥ 3,5 mg/l, hemoglobiny ≤ 12 g/dl z krótszym OS, 

natomiast korelacje: hemoglobina ≤ 12 g/dl, ISS > 2, wiek > 65 r.ż. ze złym rokowaniem 

miały istotność graniczną. Nie znaleziono związku między OS a surowiczym poziomem Ca, 

LDH, liczbą krążących plazmocytów. Spośród parametrów immunologicznych jedynie 

wyższy odsetek komórek PD-1+Teff wykazywał tendencję do zwiększania ryzyka zgonu, w 

związku z czym ten parametr immunologiczny został  uwzględniony również w 

wieloczynnikowej analizie regresji Coxa (zbudowanej zasadniczo  w oparciu o 

zidentyfikowane kliniczne czynniki prognostyczne). Na jej podstawie potwierdzono w 

badanej grupie pacjentów niezależne znaczenie prognostyczne poziomu albuminy, anemii i 

starszego wieku pacjentów. Wprawdzie żadnemu z badanych czynników immunologicznych 

(związanych z ekspresją punktów kontrolnych) nie udało się przypisać znaczenia 

rokowniczego, należy podkreślić wykazanie w niniejszej pracy związku zwiększonej 

dystrybucji obwodowej limfocytów T o fenotypie komórek wyczerpanych PD-1+Teff z 

niekorzystnych przebiegiem klinicznym i tendencją do skróconego OS, co jest zgodne z 

wcześniejszą obserwacją
30

, i sugeruje nadrzędną rolę PD-1 w sieci immunosupresyjnych 

oddziaływań i rozwoju zaburzonej odporności komórkowej w MM. 

Kolejnym etapem badań, których wyniki ukazały się w pracy pt.„Innapropriate expression 

of PD-1 and CTLA-4 checkpoints in myeloma patients is more pronounced at diagnosis: 

implications for time to progression and response to therapeutic checkpoint inhibitors”, było 

określenie znaczenia poziomu ekspresji cząsteczek PD-1 i CTLA-4 w obwodowych 

limfocytach T CD4 jako potencjalnego czynnika predykcji odpowiedzi na terapeutyczne 

inhibitory PD-1/PD1-L i CTLA-4. Ocenie poddano TTP, czyli czas przeżycia od momentu 

rozpoczęcia leczenia do rozpoznania laboratoryjnych i/lub klinicznych cech progresji choroby 

z ocenzurowanymi (wyeliminowanymi) zgonami z przyczyn innych niż progresja MM. W 

tym celu rozszerzono analizę kliniczną pacjentów z aktywnym MM o oszacowanie TTP w 

obu badanych grupach pacjentów (NDMM i RRMM) w zależności od ekspresji PD-1 i 
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CTLA-4 w obwodowych limfocytach T CD4 (Teff i Treg). W badaniu tym potwierdzono 

ponadto obserwowany defekt ilościowy ekspresji PD-1 i CTLA-4 oraz CD69 na limfocytach 

T CD4 w grupie NDMM w porównaniu do kontrolnej grupy osób zdrowych (HC), a w 

przypadku CTLA-4 również w stosunku do grupy RRMM. Następnie dokonano podziału obu 

grup pacjentów NDMM i RRMM na 2 podgrupy: z niską lub wysoką ekspresją PD-1 lub 

CTLA-4. Granicą podziału była wartość mediany ekspresji (określanej jakościowo - jako 

wartość odsetkowa limfocytów z ekspresja receptora lub ilościowo - jako intensywność 

fluorescencji badanego receptora MFI). Nie znaleziono zależności TTP od jakościowej 

ekspresji CTLA-4 w limfocytach T CD4 (mierzonej jako odsetek limfocytów z ekspresją 

CTLA-4). W grupie wszystkich pacjentów z MM wykazano natomiast wyraźny pozytywny 

związek poziomu  ekspresji (intensywności fluorescencji) CTLA-4 w limfocytach T CD4+ z 

długością TTP (bardziej wyraźny w subpopulacji Teff). Jednak szczegółowa analiza kliniczna 

uwzględniająca etap choroby (NDMM i RRMM) pozwoliła zaobserwować, że zależność ta 

występuje jedynie w grupie NDMM; pacjenci z NDMM  z poziomem ekspresji CTLA-4 w 

limfocytach T CD4+ poniżej mediany mają statystycznie istotnie skrócony TTP w 

przeciwieństwie do grupy RRMM, w której takiej zależności nie obserwowano. Powyższa 

obserwacja sugeruje, że blokowanie CTLA-4 może być niekorzystną strategią terapeutyczną 

w grupie pacjentów z NDMM. W odniesieniu do PD-1, znaleziono szereg negatywnych 

związków pomiędzy długością TTP a ekspresją PD-1 (zarówno ocenianą jakościowo - jako 

odsetek komórek PD-1+, jak i ilościowo - jako intensywność fluorescencji PD-1 w 

komórkach) w całej grupie pacjentów z MM; zauważono, że TTP jest skrócony u pacjentów z 

wyższym odsetkiem limfocytów CD4+PD-1+, PD-1+Treg, PD-1+Teff oraz fluorescencją 

(poziomem) PD-1 w komórkach Treg i Teff. Wyniki te kompleksowo i zgodnie z badaniem 

przeprowadzonym przez Alrasheed et al.
30

 wskazują, że pacjenci z wysoką ekspresją PD-1 w 

limfocytach T CD4 doświadczają progresji MM wcześniej niż pacjenci z niską ekspresja PD-

1, i różnice te mają cechy istotności lub tendencji statystycznej. Szczegółowa analiza 

kliniczna przeprowadzona w niniejszej pracy pozwoliła wskazać, że powyższe zależności 

dotyczą tylko grupy pacjentów z nawrotową postacią MM (RRMM). W grupie NDMM 

powyższej zależności nie obserwowano, co łącznie wskazuje, że zastosowanie 

terapeutycznych przeciwciał blokujących PD-1 może być korzystną klinicznie formą terapii 

MM dla pacjentów z RRMM, szczególnie tych z wysoką ekspresją PD-1. W pracy tej 

potwierdzono także suboptymalny poziom aktywacji in vivo limfocytów T CD4 w grupie 

NDMM określony na podstawie ilościowej ekspresji markera aktywacji CD69 w porównaniu 

do korespondujących komórek osób zdrowych (HC). Pomimo że zauważono również różnicę 
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w porównaniu do ekspresji CD69 w limfocytach pacjentów RRMM, to nie była ona istotna 

statystycznie. Ocena reaktywności limfocytów T poprzez określenie ekspresji CD69 ma 

również wartość predykcyjną w kontekście możliwości zastosowania terapii blokującej 

punkty kontrolne nadzoru immunologicznego
17, 31

. Obniżony poziom CD69 in vivo (oraz 

stwierdzona w poprzedniej pracy hyporeaktywność limfocytów T CD4 w badaniach in vitro) 

korespondujące dodatkowo z deficytem ekspresji receptorów supresorowych PD-1 i CTLA-4, 

obserwowane w obu niniejszych pracach u pacjentów z NDMM, sugerują, że 

hyporeaktywność komórkowa i immunosupresja w czasie rozwoju MM nie wynika z 

ekspresji badanych punktów kontrolnych.  

Ciekawą obserwacją przedstawioną w niniejszej pracy było również wykazanie, że 

limfocyty T CD4 wszystkich chorych na MM mają statystycznie istotnie zwiększoną 

populację obwodowych limfocytów CD4+CD28- (z negatywną ekspresją CD28). Wprawdzie 

ekspansja komórek CD4+CD28- stwierdzana w grupie RRMM była istotnie większa w 

porównaniu do tej obserwowanej w grupie kontrolnej (HC), to jednocześnie była wyraźnie 

mniejsza niż w grupie pacjentów z NDMM, co razem wskazuje, że początkowy etap choroby 

cechuje najwyższy odsetek limfocytów T CD4+CD28-. Podobną obserwację przedstawiono 

też w innej pracy u pacjentów z MM
13

. Biorąc pod uwagę, że brak ekspresji antygenu CD28 

uważany jest za jedną z fenotypowych oznak immunostarzenia komórek
17, 32

, stwierdzenie 

wyraźnie większego odsetka limfocytów T CD4+CD28- w MM potwierdza, że 

immunostarzenie limfocytów T w przebiegu MM jest dysfunkcjonalnym stanem 

dominującym we wczesnych etapach choroby (NDMM), co może istotnie obniżać 

skuteczność kliniczną terapeutycznych  inhibitorów punktów kontrolnych w grupie pacjentów 

z NDMM. Z drugiej strony, literatura wskazuje, że starzejące się limfocyty CD4+CD28- mają 

właściwości komórek autoreaktywnych i ich ekspansja obwodowa cechuje procesy 

autoimmunizacyjne, które u pacjentów z MM są stwierdzane statystycznie częściej i w istotny 

sposób pogarszają rokowanie
33-35

.   

Wykazanie dodatkowo związku czynników niekorzystnego przebiegu klinicznego ze 

skróceniem TTP w badanej grupie chorych pozwoliło potwierdzić reprezentatywność 

kliniczną pacjentów włączonych do badań immunologicznych. W szczególności spośród 

badanych czynników złej prognozy (wiek > 65 r.ż., ISS > 2, hemoglobina ≤ 12 g/dl, β2-

mikroglobulina ≥ 3,5 mg/l, albumina < 3,5 g/dl, kreatynina ≥ 2,0 g/dl, plazmocyty > 5%, 

LDH  > 190 U/l, poziom Ca w surowicy ≥ 10 mg/l) wykazano istotny związek zwiększonego 
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poziomu β2-mikroglobuliny i krążących plazmocytów oraz anemii z wcześniejszym 

wystąpieniem progresji MM. 
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IX. WNIOSKI 

1. Ilościowy defekt ekspresji immunologicznych punktów kontrolnych stwierdzony w 

limfocytach T CD4 u chorych na MM polegający na wyraźnym obniżeniu ich 

poziomu w grupie NDMM oraz częściowym przywróceniu ekspresji u chorych z 

RRMM może być niewystarczający do uzyskania istotnej poprawy odpowiedzi 

przeciwnowotworowej po zastosowaniu terapeutycznych inhibitorów, i stanowić jedną 

z przyczyn osłabionej odpowiedzi klinicznej na tę formę terapii w MM.  

2. Suboptymalny poziom ekspresji badanych punktów kontrolnych z towarzyszącą 

ekspansją obwodową autoreaktywnych komórek CD4+CD28- stwierdzany u chorych 

na MM (najbardziej wyraźne w grupie NDMM) mogą świadczyć o upośledzonej 

tolerancji immunologicznej i nasilonym potencjale do procesów autoimmunizacyjnych 

zarówno w przebiegu MM, jak i w czasie terapii z użyciem przeciwciał blokujących 

PD-1 i/lub CTLA-4. 

3. Wykazanie związku obniżonego poziomu ekspresji CTLA-4 w limfocytach T CD4 ze 

skróceniem czasu do progresji (TTP) w grupie NDMM wskazuje, że blokowanie 

CTLA-4 za pomocą terapeutycznych przeciwciał może być niekorzystną strategią 

leczniczą dla pacjentów dotychczas nieleczonych (NDMM).  

4. Spośród badanych immunologicznych punktów kontrolnych jedynie PD-1 jest 

stwierdzany na istotnie większym odsetku limfocytów T CD4 niezależnie od etapu 

klinicznego MM, co może wskazywać na nadrzędną rolę PD-1 w zaburzeniach 

odporności komórkowej i rozwoju immunosupresji związanej z tą chorobą. 

5. Wprawdzie żadnemu z badanych parametrów immunologicznych (związanych z 

ekspresją punktów kontrolnych) nie udało się przypisać znaczenia rokowniczego, 

jednak wykazano istotny związek zwiększonego odsetka limfocytów efektorowych T 

(Teff) ko-ekspresjonujących PD-1 (Teff-PD-1+) z niekorzystnym przebiegiem 

klinicznym i tendencją do skrócenia całkowitego przeżycia (OS). 

6. Stwierdzenie związku zwiększonej ekspresji PD-1 ze skróceniem czasu do progresji 

(TTP) w grupie RRMM sugeruje, że jest to jedyna grupa pacjentów z MM, w której 

zastosowanie terapeutycznych inhibitorów osi PD-1/PD1-L może przynieść korzyść 
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kliniczną, i wskazuje na zasadność oznaczania ekspresji PD-1 przed rozpoczęciem tej 

formy terapii w nawrotowym MM. 
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X. WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

 

AU   arbitrary unit, jednostka arbitrarna  

BTLA   B and T lymphocyte activation attenuator, strażnik aktywacji limfocytów B i T 

Ca   calcium, wapń 

CAR-T cell  chimeric antigen receptor T-cell, limfocyt T z chimerycznym receptorem  

CD    cellular differentiation antigen, antygen różnicowania komórkowego 

CTLA-4    cytotoxic T cell-associated antygen-4, antigen-4 cytotoksycznych limfocytów T  

DC   dendritic cell, komórka dendrytyczna   

DNA   deoxyribonucleic acid, kwas dezoksyrybonukleinowy 

HC   healthy control, osoba zdrowa (z grupy kontrolnej) 

IC   immune checkpoint, immunologiczny punkt kontrolny 

ICI   immune checkpoint inhibitor, inhibitor immunologicznego punktu kontrolnego  

IFN  interferon, interferon 

IL  interleukin, interleukina 

IMID  immunomodulatory drug, lek immunomodulujący  

IMWG  International Myeloma Working Group, Międzynarodowa Grupa Robocza ds.                   

Szpiczaka 

iRAE  immune-related adverse event, autoimmunizacyjny objaw niepożądany  

ISS  International Staging System, Międzynarodowego Systemu Stopniowania    

(Szpiczaka)                       

LDH   lactate dehydrogenase, dehydrogenaza mleczanowa 

MFI   mean fluorescence intensity, średnia intensywność fluorescencji 

MM   multiple myeloma, szpiczak plazmocytowy 

NDMM   newly diagnosed MM, nowo rozpoznany MM   

NK   natural killer, naturalny zabójca 

ORR   overall response rate, wskaźnik odpowiedzi klinicznej   

OS   overall survival, czas całkowitego przeżycia  

PBMC  peripheral blood mononuclear cell, jednojądrzasta komórka krwi obwodowej 

PD-1   programmed cel death-1, receptor-1 programowanej śmierci komórki,  
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PI   proteasome inhibitor, inhibitor proteasomu  

PMA   phorbol 12-myristate 23-acetate 

RRMM  relapsed/refractory MM, nawrotowy/oporny MM  

SASP  senescence-associated secretory effector phenotype, sekrecyjny efektorowy 

fenotyp związany ze starzeniem 

SCT   stem cell transplantation, transplantacja komórek macierzystych   

Teff   T effector cell, efektorowy limfocyt T  

TGF   tumor growth factor, czynnik wzrostu nowotworów 

Th  T helper cell, pomocniczy (efektorowy) limfocyt T 

Treg   T regulatory cell, regulatorowy limfocyt T 

TTP   time to progression, czas do wystąpienia progresji  
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