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Wykaz skrótów 

AZA – azacytydyna  

BTZ – bortezomib 

DAC – decytabina 

DNMT – metylotransferaza DNA 

GSEA – gene set enrichment analysis  

HDACs – deacetylazy histonowe 
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IGR – region międzygenowy 

IMiDs – leki immunomodulujące 

lncRNA – długie niekodujące DNA 

MGUS – gammapatia monoklonalna o nieustalonym znaczeniu 

miRNA – mikro RNA 

MM – szpiczak plazmocytowy 

ncRNA – niekodujące RNA 

NES – normalized enrichment score 

PI – inhibitory proteasomu 

piRNA – RNA oddziaływujące na białka piwi 

siRNA – małe interferujące RNA 

SMM – szpiczak tlący 

srRNA – małe regulatorowe RNA 

TSS – miejsce inicjacji transkrypcji 

VD – 25(OH)D3 

VDR – receptor dla witaminy D 

VK – witamina K 

Wykaz publikacji włączonych do rozprawy doktorskiej  

Założenia rozprawy doktorskiej zrealizowano na podstawie cyklu publikacji składającego 

się z trzech spójnych tematycznie artykułów naukowych, w tym jednej pracy poglądowej 

(Publikacja 1) oraz dwóch prac oryginalnych (Publikacje 2 i 3). Prace zostały opublikowane 

w latach 2023-2024. Cykl jest zatytułowany „Epigenetyczne aspekty mechanizmu działania 

bortezomibu, mechanizmów rozwoju lekooporności oraz implikacje kliniczne dla rozwoju 

potencjalnych terapii adjuwantowych”. W jednej publikacji doktorant jest pierwszym 

autorem (Publikacja 1), natomiast w dwóch pozostałych publikacjach, równorzędnym, 

pierwszym autorem (Publikacje 2 i 3). 

1. Kulig, P.; Łuczkowska, K.; Bakinowska, E.; Baumert, B.; Machaliński, B. Epigenetic 

Alterations as Vital Aspects of Bortezomib Molecular Action. Cancers 2024, 16, 84. 

https://doi.org/10.3390/cancers16010084. IF 5.2, MEiN 200 pkt. 

2. Łuczkowska, K.*; Kulig, P.*; Rusińska, K.; Baumert, B.; Machaliński, B. 5-Aza-2′-

Deoxycytidine Alters the Methylation Profile of Bortezomib-Resistant U266 Multiple 

Myeloma Cells and Affects Their Proliferative Potential. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 

16780. https://doi.org/10.3390/ijms242316780. IF 5.6, MEiN 140 pkt. 
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3. Łuczkowska, K.*; Kulig, P.*; Baumert, B.; Machaliński, B. Vitamin D and K 

Supplementation Is Associated with Changes in the Methylation Profile of U266-

Multiple Myeloma Cells, Influencing the Proliferative Potential and Resistance to 

Bortezomib. Nutrients 2024, 16, 142. https://doi.org/10.3390/nu16010142. IF 5.9, 

MEiN 140 pkt. 

* Dwaj pierwsi autorzy mają równorzędny wkład w pracę 

Sumaryczny współczynnik Impact Factor: 16,7 

Sumaryczna liczba punktów Ministerstwa Edukacji i Nauki: 480 

 

Wstęp 

Szpiczak plazmocytowy (ang. multiple myeloma, MM) jest nowotworem wywodzącym 

się z plazmocytów. Choroba najczęściej charakteryzuje się naciekiem szpiku kostnego 

przez klonalne komórki plazmatyczne, któremu zwykle towarzyszy obecność białka 

monoklonalnego, tj. immunoglobulin lub ich fragmentów w postaci lekkich lub ciężkich 

łańcuchów wykrywanych we krwi i/lub w moczu (1). Szacuje się, że zaledwie około 3% 

wszystkich przypadków MM stanowi szpiczak niewydzielający (2). Typowo choroba 

rozwija się ze stanu przednowotworowego, gammapatii monoklonalnej o nieustalonym 

znaczeniu (ang. monoclonal gammopathy of undetermined significance, MGUS) (3), która 

ewoluuje poprzez szpiczaka tlącego (ang. smoldering multiple myeloma, SMM) do 

pełnoobjawowego MM. Ryzyko transformacji z MGUS do objawowego, wymagającego 

leczenia MM wynosi około 1% rocznie (4). Choroba jest istotnym problemem klinicznym, 

gdyż ujmując ją epidemiologicznie stanowi około 10% wszystkich nowotworów 

hematologicznych oraz 1% wszystkich nowotworów złośliwych (5). W Polsce, według 

danych Narodowego Funduszu Zdrowia, rocznie diagnozuje się około 2600 nowych 

przypadków MM (6). Zapadalność na MM w Europie szacuje się na poziomie 4,5-6/100 

000/rok (7).  

Patogeneza MM jest złożona i wciąż nie do końca poznana. Obecnie postuluje się 

istnienie wielu mechanizmów przyczyniających się do wystąpienia i rozwoju choroby. 

Dowiedziono, że translokacje obejmujące locus ciężkiego łańcucha immunoglobulin (IgH) 

oraz dysregulacja genów kodujących cykliny D są kluczowymi zjawiskami w patogenezie 

MM na poziomie molekularnym. Warto przy tym zauważyć, że zaburzenie sygnalizacji 

zależnej od cyklin D jest wczesnym zdarzeniem inicjującym w onkogenezie, niezależnie od 

ploidii klonalnych plazmocytów (8, 9).  
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Symptomatologia choroby jest zróżnicowana. Początkowe objawy mogą być 

niespecyficzne, w tym należące do kręgu tzw. objawów ogólnych. Wśród nich można 

wymienić utratę masy ciała, poty nocne, bóle kostne oraz uogólnione osłabienie (10). 

Typową manifestację kliniczną MM dobrze obrazuje akronim CRAB (C - calcium; R – 

renal/ kidney failure; A – anemia; B – bone lesions). Uszkodzenia narządowe objawiają się 

hiperkalcemią, niewydolnością nerek, niedokrwistością oraz zmianami kostnymi o 

charakterze osteolitycznym (11). Hiperkalcemia oraz osteoliza wynikają ze zwiększonej 

resorpcji kostnej na skutek nadmiernej rekrutacji osteoklastów, aktywowanych przez 

komórki MM, co w konsekwencji często doprowadza do wystąpienia złamań 

patologicznych (12). Patogeneza niewydolności nerek w przebiegu MM jest 

wieloczynnikowa. Wśród głównych czynników należy wymienić nefrotoksyczny wpływ 

wapnia oraz białka monoklonalnego, szczególnie łańcuchów lekkich immunoglobulin oraz 

odkładanie się złogów amyloidu w przebiegu współistniejącej amyloidozy (13). 

Niedokrwistość jest skutkiem nacieku szpiku kostnego przez dyskrastyczne plazmocyty  

i wyparcia hematopoezy, a także może wynikać z niedoborów erytropoetyny, hemolizy czy 

przewlekłego stanu zapalnego (14).  

Początkowo szpiczak plazmocytowy był chorobą o bardzo złym rokowaniu. Jednak 

rozwój nowoczesnych terapii znacząco zmienił perspektywy w tej grupie chorych  

i przyczynił się do istotnego polepszenia rokowania (15). Pierwszym kamieniem milowym 

w terapii MM było ponowne odkrycie dla medycyny talidomidu, leku pierwotnie 

stosowanego przeciwwymiotnie oraz nasennie u kobiet w ciąży, a następnie wycofanego z 

powodu teratogenności. Talidomid obecnie zaliczany jest do leków immunomodulujących 

(ang. immunomodulating drugs, IMiDs) I generacji (16). Mimo wysokiej skuteczności w 

leczeniu MM, terapia talidomidem jest związana z szeregiem reakcji niepożądanych. Do 

najczęstszych powikłań zaliczamy toksyczność hematologiczną, incydenty zakrzepowo-

zatorowe oraz rozwój neuropatii obwodowej, które często skutkują koniecznością 

zaprzestania leczenia (17). Obecnie dostępne są IMiDs kolejnych generacji, lenalidomidem 

oraz pomalidomidem, które znacznie rzadziej przyczyniają się występowania neuropatii 

obwodowej, przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej skuteczności przeciwnowotworowej 

(18, 19). Obie wspomniane cząsteczki są dziś powszechnie wykorzystywane w wielu 

złożonych schematach terapeutycznych.  

Kolejnym punktem zwrotnym w terapii MM było opracowanie następnej grupy leków, 

inhibitorów proteasomu (ang. proteasome inhibitors, PIs). Bortezomib (BTZ) to PI  

I generacji, zmodyfikowana pochodna kwasu borowego, będąca selektywnym  
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i odwracalnym inhibitorem podjednostki 26S proteasomu, regulująca wewnątrzkomórkową 

degradację białek (20). Precyzyjniej opisując mechanizm działania, BTZ przyłącza się do 

podjednostki 20S proteasomu, przez co blokuje degradację peptydów znakowanych 

ubikwityną (21). Do kolejnej generacji PIs należą karfilzomib oraz iksazomib. Iksazomib 

jest jedynym obecnie PI, który może być przyjmowany doustnie (22, 23). Blokada 

molekularnych szlaków, zaangażowanych w ubikwitynozależną degradację białek, 

powoduje wewnątrzkomórkową akumulację nieprawidłowo sfałdowanych i defektywnych 

polipeptydów, co ostatecznie prowadzi do skierowania komórki na drogę zaprogramowanej 

śmierci, apoptozy (20, 24). BTZ jest najlepiej przebadanym PI, który może być podawany 

zarówno dożylnie jak i podskórnie. Wykazano, że obie drogi podania leku są równie 

efektywne. Niemniej jednak, preferowana jest podaż podskórna z powodu większej wygody 

oraz mniejszej liczby powikłań (25). Klirens leku po dostaniu się do krwiobiegu jest bardzo 

wydajny, a BTZ bardzo szybko przemieszcza się do wnętrza komórek. Należy jednak 

pamiętać, że eliminacja leku z organizmu jest powolna. Szacuje się, że okres półtrwania 

cząsteczki przekracza 10 godzin (20). BTZ ulega wątrobowemu metabolizmowi przez 

kompleks enzymatyczny cytochromu P450 do nieaktywnych metabolitów (26, 27), a 

następnie jest wydalany zarówno drogą nerkową, jak i wraz z żółcią (28). Dostosowywanie 

dawki do stopnia wydolności nerek nie jest potrzebne (29). BTZ cechuje się względnie 

wysoką skutecznością kliniczną, jednak jak każdy lek, nie jest pozbawiony działań 

niepożądanych. Przeprowadzono wiele badań klinicznych 1/2 fazy, oceniających 

bezpieczeństwo stosowania BTZ w różnych wskazaniach, ze szczególnym uwzględnieniem 

MM. Najczęściej raportowane działania niepożądane BTZ to objawy żołądkowo-jelitowe, 

zmęczenie, neuropatia obwodowa, trombocytopenia oraz neutropenia (30–36). Dotychczas 

nie opisano w literaturze przypadków skumulowanej toksyczności leku (37–39). 

Bezpieczeństwo stosowania BTZ było oceniane zarówno w monoterapii, jak i w 

schematach wielolekowych, w nowotworach hematologicznych (40–42) oraz guzach litych, 

takich jak rak płuca, piersi i jajnika (43–46). Obecnie BTZ ma rejestrację w terapii MM 

oraz chłoniaka z komórek płaszcza (47). Główny mechanizm działania BTZ, tj. hamowanie 

proteasomu oraz cytotoksyczność spowodowana wewnątrzkomórkową akumulacją białek, 

są szczegółowo opisane w literaturze. Znacznie mniej wiadomo na temat epigenetycznych 

aspektów działania leku.   

Epigenetyka jest subdyscypliną genetyki, która zajmuje się badaniem mechanizmów 

regulujących ekspresję informacji genetycznej, niezależnych od zmiany sekwencji 

nukleotydów. Dotychczas wyróżniono cztery zasadnicze mechanizmy epigenetyczne: 
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metylację DNA, metylacją i acetylację histonów, remodeling chromatyny oraz niekodujące 

RNA (48). Powyższe zmiany mogą być wywoływane przez bodźce środowiskowe, m.in. 

poprzez ekspozycję na leki (49). Modyfikacje epigenetyczne są potencjalnie odwracalne, 

co jest szczególnie istotne w kontekście rozwoju nowych strategii terapeutycznych (50). 

Już dziś istnieją zarejestrowane leki, które bezpośrednio interferują z modyfikacjami 

epigenetycznymi. Taką sztandarową cząsteczką jest azacytyda (AZA), lek hipometylujący, 

obecnie powszechnie wykorzystywany w leczeniu schorzeń hematologicznych, zwłaszcza 

ostrej białaczki szpikowej i zespołów mielodysplastycznych (51, 52). 

Aktualnie wydaje się, że to immunoterapia odgrywa kluczową rolę w leczeniu MM (53). 

Wiele leków wpływających na funkcję układu odpornościowego jest wykorzystywanych w 

połączeniu z BTZ, co skutkuje większą skutecznością kliniczną. Poza wspomnianymi już  

i powszechnie stosowanymi IMiDs, obecnie niezmiernie ważną rolę odgrywają m.in. 

przeciwciała monoklonalne (54), przeciwciała bispecyficzne (55) oraz limfocyty CAR-T 

(56, 57). Oprócz klasycznych leków wykorzystywanych w nowoczesnej terapii MM do 

dyspozycji lekarzy klinicystów jest szereg związków o działaniu immunomodulującym, w 

ramach tzw. terapii adjuwantowej. Na szczególną uwagę zasługują tu witaminy 25(OH)D3 

(ang. vitamin D, VD) oraz VK2MK7 (ang. vitamin K, VK) ze względu na ich plejotropowe, 

w tym immunomodulujące działania (58) oraz szeroką dostępność.  

 

Cele pracy 

Mając na uwadze powyższe zagadnienia celem niniejszej pracy było: 

• poszerzenie wiedzy na temat epigenetycznych aspektów mechanizmu działania 

BTZ na komórki MM,  

• zdefiniowanie, zależnych od modyfikacji epigenetycznych, mechanizmów 

rozwoju lekooporności na BTZ, 

• poszukiwanie potencjalnych związków w ramach terapii adjuwantowej, 

zwiększających skuteczność BTZ w terapii szpiczaka plazmocytowego.  

 

Metodologia 

 Publikacja 1 

Pierwsza praca z cyklu jest artykułem poglądowym. Selekcja artykułów została 

przeprowadzona poprzez przeszukanie następujących repozytoriów literatury 

naukowej: PubMed, PubMed Central, Scopus, Web of Science, Embase oraz Google 

Scholar. Wykorzystano następujące słowa kluczowe: bortezomib epigenetics; 

bortezomib methylation; bortezomib RNA; bortezomib miRNA; bortezomib non-
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coding RNA; bortezomib circular RNA; bortezomib chromatin remodeling; proteasome 

inhibitor epigenetics; proteasome inhibitor methylation, proteasome inhibitor RNA; 

proteasome inhibitor miRNA; proteasome inhibitor non-coding RNA; proteasome 

inhibitor circular RNA; proteasome inhibitor chromatin remodeling. W publikacji 

zostały uwzględnione wszystkie prace oryginalne traktujące o epigenetycznych 

aspektach mechanizmu działania BTZ, rozwoju oporności na BTZ oraz 

przezwyciężaniu oporności na BTZ opublikowanych do 2023 roku. 

 

 Publikacja 2 

Do badania wykorzystano komórki MM linii U266 (ATCC, Manassas, VA, 

USA). Do hodowli wykorzystano medium RPMI-1640 (ATCC, Manassas, VA, USA, 

cat no. 30-2001) z dodatkiem 2 mM L-glutaminy, 10 mM HEPES, 1 mM pirogronianu 

sodu, 4500 mg/L glukozy, 1500 mg/L wodorowęglanu sodu oraz 15% surowicy 

wołowej. Medium zmieniano co trzy dni.  

Komórki MM linii U266 były inkubowane z BTZ w stężeniu 2,75 nM (Cell 

Signaling Technology, Danvers, MA, USA) oraz inhibitorem metylacji, 5-Aza-2-

deoksycytydyną (AZA), w stężeniu 1µM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

trzykrotnie przez okres dwudziestu czterech godzin w dziesięciodniowych interwałach. 

Szczegółowy protokół doboru dawki BTZ oraz ustalenie linii MM opornej na lek jest 

opisany w artykule autorstwa naszego zespołu, niebędącym częścią niniejszego cyklu 

(59).  

Szczegółowy protokół ustalenia dawki AZA jest opisany w sekcji Materiały  

i Metody niniejszej publikacji.  

Przeprowadzono izolację DNA oraz analizę proliferacji po każdej inkubacji 

komórek z BTZ lub AZA. Dodatkowo, aby sprawdzić, czy zmiany epigenetyczne 

wywołane ekspozycją na leki są przekazywane komórkom potomnym, wyizolowano 

DNA z komórek pasażowanych do medium pozbawionego BTZ oraz AZA, w którym 

pozostawały przez 10 dni po trzeciej inkubacji z w/w lekami.  

Przeprowadzono izolację DNA z wykorzystaniem zestawu PureLink Genomic 

DNA Mini Kit (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). Szczegółowy opis procedury 

znajduje się w sekcji Materiały i Metody niniejszej publikacji.  

Analizę mikromacierzy metylacji wykonano przy użyciu zestawu Infinium 

Methylation EPIC BeadChip kit (Illumina, San Diego, CA, USA) zgodne z instrukcją 
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producenta. Do skanowania macierzy wykorzystano urządzenie NextSeq550 (Illumina, 

San Diego, CA, USA). 

Wykonano dokładną analizę bioinformatyczną z wykorzystaniem środowiska do 

obliczeń statystycznych R, implementując odpowiednie pakiety. Szczegółowy opis 

analizy bioinformatycznej znajduje się w sekcji Materiały i Metody niniejszej 

publikacji.  

 

 Publikacja 3 

Do badania wykorzystano komórki MM linii U266 (ATCC, Manassas, VA, USA). 

Do hodowli wykorzystano medium RPMI-1640 (ATCC, Manassas, VA, USA, cat no. 

30-2001) z dodatkiem 2 mM L-glutaminy, 10 mM HEPES, 1 mM pirogronianu sodu, 

4500 mg/L glukozy, 1500 mg/L wodorowęglanu sodu oraz 15% surowicy wołowej. 

Medium zmieniano co trzy dni.  

Komórki MM linii U266 były inkubowane z BTZ w stężeniu 2,75 nM (Cell 

Signaling Technology, Danvers, MA, USA) trzykrotnie przez okres dwudziestu 

czterech godzin w dziesięciodniowych interwałach.  

Szczegółowy protokół doboru dawki BTZ oraz ustalenie linii MM opornej na lek 

jest opisany w artykule autorstwa naszego zespołu, niebędącym częścią niniejszego 

cyklu (59). 

Analizę mikromacierzy metylacji wykonano przy użyciu zestawu Infinium 

Methylation EPIC BeadChip kit (Illumina, San Diego, CA, USA) zgodne z instrukcją 

producenta. Do skanowania macierzy wykorzystano urządzenie NextSeq550 (Illumina, 

San Diego, CA, USA). 

Wykonano dokładną analizę bioinformatyczną z wykorzystaniem środowiska do 

obliczeń statystycznych R, implementując odpowiednie pakiety. Szczegółowy opis 

analizy bioinformatycznej znajduje się w sekcji Materiały i Metody niniejszej 

publikacji.  

Wyniki zostały zwalidowane przy pomocy qRT-PCR (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA; Bio-Rad, Hercules, California, USA). Szczegółowy opis walidacji 

jest zawarty w niniejszej publikacji.  
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Wyniki 

Publikacja 1 

Publikacja nr 1 jest artykułem poglądowym. Wnioski na podstawie przeglądu 

literatury zostały zawarte w sekcji Dyskusja. 

 

Publikacja 2 

Analiza potencjału proliferacyjnego  

Analiza potencjału proliferacyjnego komórek MM linii U266 wykazała, że po 

trzecim pasażu, komórki inkubowane z BTZ wykształciły oporność na lek. Ich poziom 

proliferacji był zbliżony do kontrolnych komórek linii U266 (p>0,05). Następnie, 

oporne na BTZ komórki linii U266 traktowano jednocześnie BTZ i inhibitorem 

metylacji (AZA), aby sprawdzić jego wpływ rozwój fenotypu opornego. Uzyskane 

wyniki wyraźnie wskazują na spadek proliferacji wraz ze wzrostem dawki AZA. Po 

pierwszym pasażu, gdy fenotyp komórek U266 nie był jeszcze oporny na BTZ, różnice 

w poziomie proliferacji sięgały kilku procent przy porównaniu różnych dawek AZA. 

Najniższy poziom proliferacji zaobserwowano przy zastosowaniu najwyższej dawki 

AZA tj. 1000 nM. Po drugim traktowaniu wyraźnie zaobserwowano malejący poziom 

proliferacji po zastosowaniu AZA, zarówno w stosunku do komórek kontrolnych, jak  

i komórek inkubowanych z BTZ. Dodatkowo, AZA w dawce 1000 nM najskuteczniej 

spowalniała proliferację komórek. Trzykrotne inkubowanie komórek szpiczaka AZA w 

dawce 1000 nM zmniejszyło proliferację komórek opornych na BTZ o około 72% 

(p<0,0004). Na podstawie uzyskanych wyników do dalszych części eksperymentu 

wybrano dawkę 1000 nM AZA. 
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Rycina 1. Analiza potencjału proliferacyjnego komórek szpiczaka plazmocytowego 

linii U266. Wykresy przedstawiają poziom proliferacji komórek U266 po każdym 
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traktowaniu BTZ i/lub inhibitorem metylacji (BTZ_m i). Dane nie miały rozkładu 

normalnego, w związku z tym różnice między grupami analizowano za pomocą testu 

Kruskala–Wallisa. Analiza post-hoc została wykonana przy zastosowaniu testu Dunna 

z poprawką Bonferroniego dla wielokrotnych porównań. p < 0,05 uznano za istotne 

statystycznie; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Control – komórki kontrolne; BTZ 

– bortezomib; BTZ_m i_ 10nM – bortezomib oraz 10nM inhibitora metylacji; BTZ_m 

i_ 100nM – bortezomib oraz 100nM inhibitora metylacji; BTZ_m i_ 1000nM – 

bortezomib oraz 1000nM inhibitora metylacji (źródło: Publikacja nr 2)  

Analiza profilu metylacji 

Po analizie potencjału proliferacyjnego wykonano analizę metylomu. Po pierwszym 

traktowaniu nie zaobserwowano istotnych zmian w profilu metylacji, dlatego 

przedstawiono wyniki uzyskane po drugim (BTZ_m_i_2 i BTZ_2) i trzecim 

(BTZ_m_i_3 i BTZ_3) pasażu komórek U266. Ponadto, przeprowadzono analizę 10 dni 

po trzeciej inkubacji (BTZ_m_i_10d_3).  W tym czasie nie dodawano nic do medium 

hodowlanego, aby sprawdzić, czy powstałe zmiany w profilu metylacji były trwałe  

i zostały przeniesione na komórki potomne, pomimo braku BTZ oraz AZA w medium 

hodowlanym.  

Analiza profilu metylacji po drugim pasażu 

Analiza bioinformatyczna wykazała 301 miejsc (299 hipometylowanych i 2 

hipermetylowane) ze zmienioną metylacją w komórkach szpiczaka dwukrotnie 

traktowanych BTZ i inhibitorem metylacji w porównaniu z komórkami traktowanymi 

dwukrotnie samym BTZ (Ryc. 2A). Wartości beta delta pokazane na wykresach 

otrzymano poprzez obliczenie stosunku znormalizowanych wartości intensywności 

fluorescencji sondy pomiędzy sygnałami metylowanymi i niemetylowanymi (0 = 

całkowicie niemetylowany; 1 = całkowicie metylowany). Rozkład zmian metylacji 

pokazano osobno na każdym chromosomie na rycinie 2A. Hipermetylację 

zaobserwowano tylko na chromosomach 4 i 11. Co więcej, analiza bioinformatyczna 

wykazała 2996 miejsc o zmienionej metylacji (zmiany wyłącznie o charakterze 

hipometylacji) w komórkach MM trzykrotnie traktowanych BTZ i inhibitorem 

metylacji w porównaniu z komórkami traktowanymi trzykrotnie samym BTZ (Ryc. 2B). 

Liczba zmian w poziomie metylacji wzrosła prawie 10-krotnie po trzecim traktowaniu 

w porównaniu do wyników uzyskanych po drugiej inkubacji (drugie traktowanie: 301 

zmienionych miejsc vs trzecie traktowanie: 2996 zmienionych miejsc). 
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Rycina 2. Analiza profilu metylacji. Wykresy przedstawiają profil metylacji DNA 

komórek szpiczaka U266 po dwóch (A) i trzech (B) równoczesnych inkubacjach z BTZ 

i inhibitorem metylacji (BTZ_m_i) w porównaniu z komórkami traktowanymi samym 

BTZ (BTZ). Dodatkowo wykres (C) przedstawia profil metylacji DNA 10 dni po 

ostatnim traktowaniu. Wykresy kołowe pokazują różnice w poziomach metylacji w 

komórkach U266 traktowanych BTZ i inhibitorem metylacji w porównaniu z 

komórkami traktowanymi BTZ (p<0,05). Ponadto, przedstawiono rozkład zmian 

metylacji DNA na poszczególnych chromosomach (kolor pomarańczowy oznacza 

hipometylację, kolor zielony hipermetylację; p < 0,05). BTZ – bortezomib; BTZ_2 – 

bortezomib, drugie traktowanie; BTZ_m_i – bortezomib i inhibitor metylacji; 

BTZ_m_i_2 – bortezomib i inhibitor metylacji, drugie traktowanie; BTZ_3 – 

bortezomib, trzecie traktowanie; BTZ_m_i_3 – bortezomib i inhibitor metylacji, trzecie 

traktowanie; BTZ_m_i_10d_3 – bortezomib i inhibitor metylacji 10 dni po trzecim 

traktowaniu; (źródło: Publikacja nr 2) 

 

Zmiany w metylacji po dwukrotnym traktowaniu komórek U266 BTZ (BTZ_2) lub 

BTZ i inhibitorem metylacji (BTZ_m_i_2) w wybranych genach przedstawiono na 

heatmapie (Ryc. 3). Najciekawsze zmiany w metylacji, z punktu widzenia rozwoju 

oporności, zaobserwowano w genach FBXW7 oraz ORAI3. Zaobserwowane zmiany w w/w 

genach mogą w istotny sposób wpływać na rozwój oporności na BTZ. 
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Rycina 3. 20 genów z największymi zmianami w poziomie metylacji. Heatmapa 

przedstawia wartości beta reprezentujące poziom metylacji wybranych genów w 

komórkach MM traktowanych dwukrotnie BTZ (BTZ_2) oraz BTZ i inhibitorem metylacji 

(BTZ_m_i_2). Wartości beta „1” wskazują na pełną metylację (kolor czerwony), a „0” 

oznacza brak metylacji (kolor niebieski) (p<0,05). Symbole genów i miejsca metylacji 

zaznaczono na heatmapie w następujący sposób: island — wyspa CpG; 5′UTR — region 

nieulegający translacji na końcu 5; shore – sekwencje o długości 2 kb bezpośrednio w górę 

i w dół od wysp CpG; shelf – sekwencje o wielkości 2 kb bezpośrednio sąsiadujące z 

regionem shore; opensea - poza obszarem shelf; (źródło: Publikacja nr 2) 

 

Analiza GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) przeprowadzona po dwukrotnym 

traktowaniu komórek U266 BTZ i inhibitorem metylacji w porównaniu z komórkami 

traktowanymi dwukrotnie samym BTZ wykazała zmiany o charakterze hipometylacji (Ryc. 

4). GSEA pozwoliła na zidentyfikowanie 20 istotnych statystycznie procesów (p<0,05), 

których geny wykazywały obniżony poziom metylacji w komórkach traktowanych BTZ  

i inhibitorem metylacji w porównaniu z komórkami traktowanymi samym BTZ. 

Najciekawszymi, istotnymi statystycznie procesami (p<0,05) wydają się być splicing RNA 

i zmiany epigenetyczne, takie jak deacetylacja białek, regulacja modyfikacji histonów  

i deacetylacja histonów, które są istotne przy rozważaniu wpływu modyfikacji 

epigenetycznych na rozwój oporności na BTZ. 
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Rycina 4. Gene Set Enrichment Analysis. GSEA przedstawia wartości NES 

(Normalized Enrichment Score) wskazujące zmiany w metylacji DNA w genach 

zaangażowanych w regulację wymienionych procesów biologicznych w komórkach 

U266 traktowanych dwukrotnie BTZ i inhibitorem metylacji w porównaniu z 

komórkami traktowanymi dwukrotnie samym BTZ. Kolor czerwony oznacza 

hipometylację, kolor zielony oznacza hipermetylację; (źródło: Publikacja nr 2) 

 

Analiza profilu metylacji po trzecim pasażu 

Analiza bioinformatyczna wykazała 2996 miejsc o zmienionej metylacji (wyłącznie o 

charakterze hipometylacji) w komórkach MM trzykrotnie traktowanych BTZ i inhibitorem 

metylacji w porównaniu z komórkami traktowanymi trzykrotnie samym BTZ (Ryc. 2B). 

Liczba zmian w poziomie metylacji wzrosła prawie 10-krotnie po trzecim traktowaniu w 

porównaniu do wyników uzyskanych po drugiej inkubacji (drugie traktowanie: 301 

zmienionych miejsc vs trzecie traktowanie: 2996 zmienionych miejsc).  
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Analiza zmian w poziomach metylacji poszczególnych genów po trzech inkubacjach z 

BTZ i inhibitorem metylacji w porównaniu do komórek traktowanych samym BTZ 

wykazała hipometylację następujących genów: MIR21, PRC1, AKAP13 i ORAI3 (Ryc. 5), 

które mogą być bezpośrednio powiązane z rozwojem lekooporności. 

 

Rycina 5. 20 genów z największymi zmianami w poziomie metylacji. Heatmapa 

przedstawia wartości beta reprezentujące poziom metylacji wybranych genów w 

komórkach traktowanych trzykrotnie BTZ (BTZ_3) oraz BTZ i inhibitorem metylacji 

(BTZ_m_i_3). Wartości beta „1” wskazują na pełną metylację (kolor czerwony), a „0” 

oznacza brak metylacji (kolor niebieski) (p<0,05). Symbole genów i miejsca metylacji 

zaznaczono na heatmapie w następujący sposób: island — wyspa CpG; 5′UTR — region 

nieulegający translacji na końcu 5; shore – sekwencje o długości 2 kb bezpośrednio w górę 

i w dół od wysp CpG; shelf – sekwencje o wielkości 2 kb bezpośrednio sąsiadujące z 

regionem shore; opensea - poza obszarem shelf; (źródło: Publikacja nr 2) 

GSEA wykonana po trzecim traktowaniu komórek MM linii U266 BTZ i inhibitorem 

metylacji w porównaniu z komórkami traktowanymi trzykrotnie samym BTZ wykazała 

zmiany wyłącznie o charakterze hipometylacji (p<0,05) (Ryc. 6). Podobnie jak po drugim 

traktowaniu, proces splicingu RNA uległ istotnej hipometylacji. Proces ten pogłębiał się 

wraz z kolejnymi pasażami (drugie traktowanie - NES = −1,78; p = 3,4×10−15; trzecie 

traktowanie - NES = −2,37; p = 8,2×10−23) (Ryc. 4 i Ryc. 6). Inne procesy, które zwracają 

uwagę podczas analizy GSEA, dotyczą procesów uszkodzeń i naprawy DNA. Procesy te 

uczestniczą w rozwoju oporności poprzez modyfikacje DNA, które pozwalają komórkom 
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nowotworowym przetrwać w środowisku o wysokim poziomie stresu indukowanego przez 

terapię (60). W/w procesy biologiczne zidentyfikowano także 10 dni po ostatnim 

traktowaniu, potwierdzając zarówno znaczenie tych zmian w procesie rozwoju oporności 

na BTZ, jak i ich trwałość i transmisję do komórek potomnych. 

 

Rycina 6. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). GSEA pokazuje wartości NES 

(Normalized Enrichment Score) wskazujące zmiany w metylacji DNA w genach 

zaangażowanych w regulację wymienionych procesów biologicznych w komórkach 

U266 traktowanych trzykrotnie BTZ i inhibitorem metylacji w porównaniu z 

komórkami traktowanymi trzykrotnie samym BTZ. Kolor czerwony oznacza 

hipometylację, kolor zielony oznacza hipermetylację; (źródło: Publikacja nr 2) 

 

Analiza profilu metylacji 10 dni po trzecim pasażu 

Trzykrotna 24-godzinna inkubacja komórek MM z BTZ i inhibitorem metylacji 

wywołała trwałe zmiany w dużej liczbie genów, szczególnie w tych odpowiedzialnych za 

rozwój lekooporności, takich jak FBXW7, ORAI3, MIR21 i PRC1 (Ryc. 7 i Ryc. 8). Analiza 

danych przedstawionych na rycinie 7, która pokazuje wartości beta wybranych genów 

bezpośrednio po trzecim pasażu i 10 dni później, wykazała porównywalne poziomy 

metylacji w obu punktach czasowych. Dodatkowo przeprowadzono analizę 

bioinformatyczną porównującą wyniki poziomu metylacji DNA bezpośrednio po trzech 
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traktowaniach (BTZ_m_i) vs 10 dni później (BTZ_m_i_10days). Analiza nie wykazała 

znaczących zmian w metylacji DNA. Potwierdza to, że indukowane zmiany w metylacji 

DNA są trwałe i przekazywane do komórek potomnych, pomimo braku leków w medium 

hodowlanym. Według analizy GSEA nie stwierdzono wzrostu metylacji (Ryc. 9). 

 

Rycina 7. Poziom metylacji genów związanych z lekoopornością. Wartości beta delta 

(średnia n = 3; p<0,05 dla wszystkich wyników) dla wybranych genów istotnych dla 

rozwoju oporności na BTZ mierzone bezpośrednio i 10 dni po trzecim zabiegu. BTZ – 

bortezomib; BTZ_m_i – bortezomib w połączeniu z inhibitorem metylacji; (źródło: 

Publikacja nr 2) 
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Rycina 8. 20 genów z największymi zmianami w poziomie metylacji. Heatmapa 

przedstawiająca wartości beta reprezentujące poziom metylacji wybranych genów w 

komórkach traktowanych trzykrotnie BTZ (BTZ_3) oraz BTZ i inhibitorem metylacji 

10 dni po trzeciej inkubacji (BTZ_m_i_10d_3). Wartości beta „1” wskazują na pełną 

metylację (kolor czerwony), a „0” oznacza brak metylacji (kolor niebieski) (p<0,05). 

Symbole genów i miejsca metylacji zaznaczono na heatmapie w następujący sposób: 

island — wyspa CpG; 5′UTR — region nieulegający translacji na końcu 5; shore – 

sekwencje o długości 2 kb bezpośrednio w górę i w dół od wysp CpG; shelf – sekwencje 

o wielkości 2 kb bezpośrednio sąsiadujące z regionem shore; opensea - poza obszarem 

shelf; (źródło: Publikacja nr 2) 

 

Rycina 9. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). GSEA pokazuje wartości NES 

(Normalized Enrichment Score) wskazujące zmiany w metylacji DNA w genach 

zaangażowanych w regulację wymienionych procesów biologicznych w komórkach 

U266 10 dni po trzecim traktowaniu BTZ i inhibitorem metylacji w porównaniu z 

komórkami traktowanymi trzykrotnie samym BTZ. Kolor czerwony oznacza 

hipometylację, kolor zielony oznacza hipermetylację; (źródło: Publikacja nr 2) 
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Analiza bioinformatyczna przeprowadzona 10 dni po trzecim leczeniu komórek BTZ  

i inhibitorem metylacji w porównaniu z komórkami traktowanymi samym BTZ ujawniła 

3023 (3009 hipometylowanych i 14 hipermetylowanych) miejsc o zmienionym profilu 

metylacji (Fig. 2C). Wyniki te nieznacznie różnią się od tych uzyskanych bezpośrednio po 

trzecim traktowaniu. Obszary hipermetylacji zaobserwowano na chromosomach 1–5, 9, 12 

i 18 (Ryc. 2C). 

 

 

 

 

Publikacja 3 

Wpływ witaminy 25(OH)D3 oraz K2MK7 na proliferację komórek szpiczaka 

plazmocytowego linii U266 

Dokładna analiza wpływu witaminy 25(OH)D3 (VD) oraz witaminy K2MK7 (VK) 

została przedstawiona w publikacji naszego zespołu, niebędącej częścią niniejszej rozprawy 

doktorskiej (59). W skrócie, po pierwszej inkubacji komórek MM z BTZ zaobserwowano 

redukcję proliferacji o 70,06% w porównaniu z komórkami kontrolnymi (p<0,0001). Po 

drugim traktowaniu BTZ, zaobserwowano zmniejszenie proliferacji o 24,12% (p<0,0001). 

Trzecia inkubacja spowodowała rozwój fenotypu opornego na BTZ. Dodatek VD do 

hodowli spowodował zmniejszenie proliferacji komórek MM o ponad 20%. Podobne efekty 

zaobserwowano po dodaniu VK. W komórkach wrażliwych na BTZ witaminy wykazywały 

działanie synergistyczne z BTZ. Co szczególnie ważne, dodanie witamin do medium 

hodowlanego skutkowało zmniejszeniem proliferacji komórek MM U266 opornych na 

BTZ. 

 

Zmiany w profilu metylacji związane z opornością na BTZ  

Wyjściowo zbadano mechanizmy epigenetyczne związane z wykształceniem oporności 

na BTZ. W tym celu porównano kontrolne komórki MM z opornymi na BTZ. Analiza 

bioinformatyczna wykazała 413 miejsc ze zmienioną metylacją w komórkach traktowanych 

trzykrotnie BTZ w porównaniu z komórkami kontrolnymi (Ryc. 10A). Wartości delta beta 

obliczono zgodnie ze znormalizowanymi stosunkami intensywności fluorescencji sondy 

pomiędzy sygnałami metylowanymi i niemetylowanymi (wartość 0 = całkowicie 

niemetylowany, 1 = całkowicie metylowany). Zidentyfikowano 398 miejsc 

hipometylowanych i 15 hipermetylowanych (Ryc. 10A/B). Różnice dotyczyły wszystkich 
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chromosomów (Ryc. 10C). Dalsza analiza umożliwiła klasyfikację zmienionych miejsc 

według lokalizacji wysp CpG (Ryc. 10D) oraz miejsca inicjacji transkrypcji (TSS) (Ryc. 

10E). Zmiany w poziomach metylacji zaobserwowano w następujących rejonach genomu: 

opensea (izolowane miejsca CpG w genomie, które nie mają konkretnego oznaczenia), shelf 

(regiony 2–4 kb od wysp CpG), shore (regiony 0–2 kb z wysp CpG). Większość 

zmienionych miejsc, zarówno hipo-, jak i hipermetylowanych, uwidoczniono w opensea. 

Na wyspach CpG zaobserwowano 19,1% miejsc hipometylowanych i 6,67% miejsc 

hipermetylowanych. Podwyższony poziom metylacji w relacji do TSS zaobserwowano 

głównie w IGR (region międzygenowy), a obniżony w obszarze ulegającym transkrypcji 

(„body”) (Ryc. 10E). 

 

Rycina 10. Profil metylacji po trzech kolejnych traktowaniach BTZ komórek 

szpiczaka linii U266. A, B) Różnice w poziomach metylacji w komórkach U266 

traktowanych BTZ w porównaniu z nietraktowanymi komórkami kontrolnymi 

(p<0,05); C) Zmiany poziomu metylacji w poszczególnych chromosomach. Kolor 

pomarańczowy oznacza hipometylację, a zielony hipermetylację (p<0,05); D) Różnice 

w metylacji miejsc w genomie względem ich położenia w relacji do wysp CpG 

(p<0,05); E) Różnice w metylacji miejsc w genomie według ich położenia względem 

miejsca startu transkrypcji (TSS) (p<0,05). D – traktowanie witaminą 25(OH)D3; BTZ 

– traktowanie bortezomibem; DK – traktowanie jednocześnie witaminą 25(OH)D3  
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i K2MK7; BTZ_DK – traktowanie jednocześnie bortezomibem, witaminą 25(OH)D3  

i K2MK7; Control - grupa kontrolna; 3 – trzecia inkubacja; (źródło: Publikacja nr 3) 

Poziomy metylacji w wybranych genach w komórkach kontrolnych i komórkach 

trzykrotnie traktowanych BTZ przedstawiono na rycinie 11 w postaci heatmapy. Z 

istotnych obserwacji wykazano hipometylację genów FBXL6, CLRN3 i PMP2 w 

komórkach opornych na BTZ w porównaniu z komórkami kontrolnymi. Wysoka ekspresja 

FBXL6 wiąże się z progresją nowotworu i złym rokowaniem u pacjentów onkologicznych 

(61).  

 

Rycina 11. 20 genów z największymi zmianami w poziomie metylacji. Heatmapa 

przedstawia wartości beta reprezentujące poziom metylacji wybranych genów w 

komórkach traktowanych trzykrotnie BTZ (BTZ_3) oraz w komórkach kontrolnych 

(Control_3). Wartości beta „1” wskazują na pełną metylację (kolor czerwony), a „0” 

oznacza brak metylacji (kolor niebieski) (p<0,05). Symbole genów i miejsca metylacji 

zaznaczono na heatmapie w następujący sposób: island — wyspa CpG; 5′UTR — region 

nieulegający translacji na końcu 5; shore – sekwencje o długości 2 kb bezpośrednio w 

górę i w dół od wysp CpG; shelf – sekwencje o wielkości 2 kb bezpośrednio sąsiadujące 

z regionem shore; opensea - poza obszarem shelf; (źródło: Publikacja nr 3) 

 

Rycina 12 przedstawia procesy, których poziomy metylacji uległy zmianie w 

komórkach MM opornych na BTZ w porównaniu z komórkami nietraktowanymi. 

Wszystkie zidentyfikowane zmiany miały charakter hipometylacji (p<0,05). Do 
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kluczowych procesów, które uległy hipometylacji zaliczono regulację metylacji 

histonów, modyfikację histonów, deacylację białek, regulację utrzymania telomerów, 

transkrypcję na szablonie DNA oraz elongację. 

 

Rycina 12. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). GSEA pokazuje wartości NES 

(Normalized Enrichment Score) wskazujące zmiany w metylacji DNA w genach 

zaangażowanych w regulację wymienionych procesów biologicznych w komórkach U266 

opornych na BTZ w porównaniu z komórkami kontrolnymi. Kolor czerwony oznacza 

hipometylację, kolor zielony oznacza hipermetylację; (źródło: Publikacja nr 3) 

Wpływ witamin 25(OH)D3 oraz K2MK7 na kontrolne komórki szpiczaka plazmocytowego 

Analiza bioinformatyczna wykazała 805 miejsc ze zmienioną metylacją w komórkach 

MM inkubowanych trzykrotnie z VD i VK w porównaniu z komórkami kontrolnymi (Ryc. 

13A). W analizie zidentyfikowano 36 miejsc hipometylowanych i 769 miejsc 

hipermetylowanych (Ryc. 13A/B). Różnice dotyczyły wszystkich chromosomów (Ryc. 

13C). Miejsca hipermetylowane zaznaczono na zielono, a hipometylowane na 

pomarańczowo. Dalsza analiza umożliwiła klasyfikację zmienionych miejsc względem 

lokalizacji wysp CpG (Ryc. 13D) i TSS (Ryc. 13E). Większość zmienionych miejsc, 

zarówno hipo-, jak i hipermetylowanych, uwidoczniono w obszarze „opensea”. Na wyspach 
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CpG zaobserwowano 8,33% miejsc hipometylowanych i 12,48% miejsc 

hipermetylowanych. W przypadku TSS zaobserwowano wzrost poziomu metylacji głównie 

w obszarze ulegającym transkrypcji („body”), a spadek w IGR (Ryc. 13E). W obszarze 

3’UTR nie obserwowano hipometylacji. 

 

Rycina 13. Profil metylacji po trzech kolejnych traktowaniach VD i VK komórek 

szpiczaka U266. A, B) Różnice w poziomach metylacji w komórkach U266 

inkubowanych z VD i VK w porównaniu z komórkami kontrolnymi (p<0,05); C) 

Zmiany poziomu metylacji w poszczególnych chromosomach. Kolor pomarańczowy 

oznacza hipometylację, a zielony hipermetylację (p<0,05); D) Różnice w metylacji 

miejsc w genomie względem ich położenia w relacji do wysp CpG (p<0,05); E) Różnice 

w metylacji miejsc w genomie według ich położenia względem miejsca startu 

transkrypcji (TSS) (p<0,05). DK – 25(OH)D3 i K2MK7; Control - komórki kontrolne; 

3 – trzecia inkubacja; (źródło: Publikacja nr 3) 

 

Poziomy metylacji w wybranych genach w komórkach kontrolnych i komórkach 

traktowanych trzykrotnie VD i VK przedstawiono na rycinie 14 jako heatmapę. 

Zidentyfikowano, m.in. hipometylację genu RFX8. Uważa się, że gen ten bierze udział w 

regulacji transkrypcji przez polimerazę RNA II, a tym samym wpływa na wiele różnych 

procesów (62).  
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Rycina 14. 20 genów z największymi zmianami w poziomie metylacji. Heatmapa 

przedstawia wartości beta reprezentujące poziom metylacji wybranych genów w 

komórkach traktowanych trzykrotnie VD i VK (DK_3) oraz w komórkach kontrolnych 

(Control_3). Wartości beta „1” wskazują na pełną metylację (kolor czerwony), a „0”

oznacza brak metylacji (kolor niebieski) (p<0,05). Symbole genów i miejsca metylacji 

zaznaczono na heatmapie w następujący sposób: island — wyspa CpG; 5′UTR — region 

nieulegający translacji na końcu 5; shore – sekwencje o długości 2 kb bezpośrednio w 

górę i w dół od wysp CpG; shelf – sekwencje o wielkości 2 kb bezpośrednio sąsiadujące 

z regionem shore; opensea - poza obszarem shelf; (źródło: Publikacja nr 3) 

Rycina 15 przedstawia procesy, których geny zmieniły poziomy metylacji w komórkach 

MM trzykrotnie inkubowanych z VD i VK w porównaniu z komórkami nietraktowanymi. 

Na podstawie stopnia metylacji genów, zidentyfikowano procesy, które są w ten sposób 

regulowane (p<0,05). Procesy, które uległy hipermetylacji obejmują lokalizację RNA, 

transkrypcję DNA, elongację DNA oraz organizację telomerów. 

 



 

26 

 

 

Rycina 16. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). GSEA pokazuje wartości NES 

(Normalized Enrichment Score) wskazujące zmiany w metylacji DNA w genach 

zaangażowanych w regulację wymienionych procesów biologicznych w komórkach 

U266 trzykrotnie inkubowanych z VD i VK w porównaniu z komórkami kontrolnymi. 

Kolor czerwony oznacza hipometylację, kolor zielony oznacza hipermetylację; (źródło: 

Publikacja nr 3) 

 

Komórki MM inkubowane jednocześnie z VD i VK wykazywały podobny profil 

metylacji jak komórki kontrolne inkubowane jedynie z VD. Dokładny opis wyników 

znajduje się w sekcji wyniki Publikacji nr 3. Do najistotniejszych obserwacji poczynionych 

w trakcie inkubacji komórek MM jedynie z VD zaliczono hipometylację genów CLEC12B 

i BAMBI, które odpowiadają za hamowanie proliferacji komórek nowotworowych (63–65). 

Zaobserwowano również wzrost poziomu metylacji genów NTN1 i MYH10 związanych z 

progresją nowotworów (66–68). 

Podsumowując, zidentyfikowano geny odpowiedzialne za różne procesy komórkowe, 

w których różne regiony były przeważnie hipermetylowane, rzadziej hipometylowane. 
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Traktowanie komórek MM wyłącznie VD jak i w połączeniu z VK wiązało się z globalnym 

wzrostem metylacji. 

 

Wpływ witamin 25(OH)D3 oraz K2MK7 na komórki szpiczaka plazmocytowego oporne na 

BTZ 

Zarówno sama VD jak i suplementacja w połączeniu z VK może indukować zmiany 

epigenetyczne w kontrolnych komórkach MM. W związku z tym postawiono hipotezę, że 

witaminy te mogą wpływać na profil metylacji również w komórkach MM cechujących się 

fenotypem opornym na BTZ. 

Analiza bioinformatyczna wykazała 121 miejsc o zmienionej metylacji w komórkach 

MM opornych na BTZ traktowanych VD i VK, w porównaniu z komórkami traktowanymi 

trzykrotnie samym BTZ (Ryc. 17A). W analizie zidentyfikowano 27 miejsc 

hipometylowanych i 94 miejsca hipermetylowane (Ryc. 17A/B). Różnice dotyczyły 

wszystkich chromosomów (Ryc. 17C). Miejsca hipermetylowane zaznaczono na zielono, a 

hipometylowane na pomarańczowo. Dalsza analiza umożliwiła klasyfikację zmienionych 

miejsc według lokalizacji w odniesieniu do wysp CpG (Ryc. 17D) i TSS (Ryc. 17E). 

Większość zmienionych miejsc, zarówno hipo-, jak i hipermetylowanych, uwidoczniono na 

otwartym morzu. Na wyspach CpG zaobserwowano 18,52% miejsc hipometylowanych  

i 5,32% miejsc hipermetylowanych. Podwyższony poziom metylacji w stosunku do TSS 

zaobserwowano głównie w IGR i obniżony w obszarze ulegającym transkrypcji („body”). 

Nie zaobserwowano hipometylacji w 3’UTR (Ryc. 17E). 
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Rycina 17. Profil metylacji po trzech kolejnych traktowaniach VD i VK komórek 

szpiczaka U266 opornych na BTZ. A, B) Różnice w poziomach metylacji w 

komórkach U266 inkubowanych z VD i VK w porównaniu z komórkami opornymi na 

BTZ (p<0,05); C) Zmiany poziomu metylacji w poszczególnych chromosomach. 

Pomarańczowy oznacza hipometylację, a zielony hipermetylację (p<0,05); D) Różnice 

w metylacji miejsc w genomie względem ich położenia w relacji do wysp CpG 

(p<0,05); E) Różnice w metylacji miejsc w genomie według ich położenia względem 

miejsca startu transkrypcji (TSS) (p<0,05). BTZ – bortezomib; BTZ_DK – jednocześnie 

bortezomib, 25(OH)D3 i K2MK7; 3 – trzecia inkubacja; (źródło: Publikacja nr 3) 

Poziomy metylacji w wybranych genach w komórkach traktowanych trzykrotnie BTZ, 

VD i VK (BTZ_DK_3) oraz w komórkach traktowanych samym BTZ przedstawiono na 

Figurze 18 w postaci heatmapy. Z istotnych obserwacji wykazano hipermetylację genu 

ARHGAP26 w komórkach opornych na BTZ. Gen ten bierze udział w onkogenezie  

i progresji nowotworów (69). 
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Rycina 18. 20 genów z największymi zmianami w poziomie metylacji. Heatmapa 

przedstawia wartości beta reprezentujące poziom metylacji wybranych genów w 

komórkach traktowanych trzykrotnie VD i VK (DK_3) oraz w komórkach opornych na 

BTZ (BTZ_3). Wartości beta „1” wskazują na pełną metylację (kolor czerwony), a „0” 

oznacza brak metylacji (kolor niebieski) (p<0,05). Symbole genów i miejsca metylacji 

zaznaczono na heatmapie w następujący sposób: island — wyspa CpG; 5′UTR — region 

nieulegający translacji na końcu 5; shore – sekwencje o długości 2 kb bezpośrednio w 

górę i w dół od wysp CpG; shelf – sekwencje o wielkości 2 kb bezpośrednio sąsiadujące 

z regionem shore; opensea - poza obszarem shelf; (źródło: Publikacja nr 3) 

 

Rycina 19A przedstawia procesy, których geny zmieniły poziom metylacji w 

komórkach opornych na BTZ i trzykrotnie traktowanych VD i VK w porównaniu z 

komórkami opornymi na BTZ. Na podstawie stopnia metylacji genów zidentyfikowano 

procesy, które są przez nie regulowane (p<0,05). Najważniejsze procesy, które uległy 

hipometylacji po suplementacji witaminami to fuzja komórka-komórka, adhezja komórka-

substrat, a hipermetylacji to procesowanie końca 3’ RNA, procesowanie końca 3’ mRNA, 

pozytywna regulacja procesu biosyntezy DNA i regulacja starzenia się komórek. 

Suplementacja VD i VK wiąże się z globalnym wzrostem metylacji w komórkach MM 

opornych na BTZ. Należy jednak zauważyć, że efekt ten nie jest aż tak wyraźny, jak w 

kontrolnych komórkach MM. Niemniej jednak, komórki oporne na BTZ hodowane 
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wspólnie z samą VD lub jednocześnie z VD i VK, przynajmniej tymczasowo, odzyskiwały 

wrażliwość na BTZ (Ryc. 19B). 
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Rycina 19. (A) Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). GSEA pokazuje wartości 

NES (Normalized Enrichment Score) wskazujące zmiany w metylacji DNA w genach 

zaangażowanych w regulację wymienionych procesów biologicznych w komórkach 

U266 trzykrotnie inkubowanych z VD i VK w porównaniu z komórkami opornymi na 

BTZ. Kolor czerwony oznacza hipometylację, kolor zielony oznacza hipermetylację. 

(B) Globalne zmiany w metylacji w komórkach kontrolnych MM w porównaniu z 

komórkami opornymi na BTZ, trzykrotnie traktowanymi VD oraz VD i VK, a także w 

komórkach opornych na BTZ w porównaniu z fenotypem opornym trzykrotnie 

traktowanym VD i VK. Kolor pomarańczowy oznacza hipometylację, kolor zielony 

oznacza hipermetylację. (p<0,05). BTZ – inkubowany bortezomibem; D – inkubowany 

z witaminą 25(OH)D3; DK – inkubowany jednocześnie z witaminą 25(OH)D3  

i K2MK7; BTZ_DK – inkubowany jednocześnie z bortezomibem, witaminą 25(OH)D3 

i K2MK7; Control – komórki kontrolne; 3 – trzecia inkubacja; (źródło: Publikacja nr 3) 

 

Analiza ekspresji wybranych genów 

Na podstawie powyżej przedstawionych wyników zidentyfikowano geny (ARHGAP26, 

MYH10, PMP2, RFX8, BAMBI, CLEC12b) ze znaczącymi zmianami w poziomie metylacji, 

których ekspresję poddano walidacji za pomocą techniki qRT-PCR (Tab. 1). W stosunku 

do wyselekcjonowanych genów, potwierdzono rzeczywisty wpływ poziomu metylacji na 

ekspresję genów. W myśl zasady, im wyższy poziom metylacji, tym niższa ekspresja genu 

i odwrotnie. Z punktu widzenia wpływu badanych witamin na wrażliwą na BTZ linię 

szpiczaka U266, istotną obserwacją jest niemal 60% spadek ekspresji genu MYH10 po 

trzykrotnej ekspozycji na VD w stosunku do komórek kontrolnych i jednocześnie 73% 

wzrost ekspresji genu CLEC12b. Dodatkowo, po trzykrotnej ekspozycji zarówno na VD  

i VK, zaobserwowano 70% wzrost ekspresji genu RFX8 w porównaniu z komórkami 

kontrolnymi. 

Ponadto, zaobserwowano znaczący, 54% wzrost ekspresji genu ARHGAP26 w 

komórkach szpiczaka U266 opornych na BTZ inkubowanych trzykrotnie z VD i VK w 

porównaniu z komórkami opornymi na BTZ bez ekspozycji na witaminy. Wynik walidacji 

potwierdza, że niższy poziom metylacji tego genu w komórkach BTZ_DK_3 (wartość 

beta=0,52±0,01) w porównaniu do BTZ_3 (wartość beta=0,75±0,00) koreluje z wyższym 

poziomem jego ekspresji. 

 

  

Control_3 

 Mean ± SD; 95% CI 

BTZ_3 

Mean ± SD; 95% CI 

D_3 

Mean ± SD; 95% CI 

DK_3 

Mean ± SD; 95% CI 

BTZ_DK_3 

Mean ± SD; 95% CI 

ARHGAP26 1,00±0.08; 0,75-1,25 0,78±0,09; 0,50-1,06 1,16±0,01; 1,01-1,31  1,34±0,11; 1,00- 1,68 1,69±0,24; 0,94-2,43 
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MYH10 0,21±0,03; -0,28-0,71 0,06±0,01; 0,01-0,10 0.09±0.02; 0.03-0.16 0,18±0,07; -0,06-0,42 0,19±0,04; 0,06-0,32 

PMP2 0,05±0,02; -0,01-0,12 0,11±0,04; -0,02-0,23 0.36±0.24; -0.39-1.11 0,41±0,03; 0,30-0,52 0,44±0,17; -0,09-0,98 

RFX8 0,23±0,04; 0,10-0,35 0,13±0,03; 0,02-0,25 0.40±0.12; 0.02-0.78 0,73±0,16; 0,21-1,25 0,33±0,13; -0,09-0,75 

BAMBI 11,50±1,94; 5,57-17,42  11,55±1,41; 7,26-15,84 15.46±1.37; 10.98-19.95 29,10±7,02; 7,73-50,46 20,58±4,66; 6,39-34,77 

CLEC12b 0,16±0,09; -0,15-0,46 0,10±0,01; 0,04-0,15 0.22±0.07; -0.02-0.45 0,38±0,1; 0,06-0,69 0,35±0,07; 0,12-0,58 

Tabela 1. Walidacja ekspresji wybranych genów z zastosowaniem techniki qRT-

PCR. Mean – średnia arytmetyczna; SD – odchylenie standardowe; 95% CI – 95% 

przedział ufności; Control – komórki kontrolne; BTZ – bortezomib; D – witamina 

25(OH)D3; DK – witaminy 25(OH)D3 i K2MK7; 3 – trzecia inkubacja; (źródło: 

Publikacja nr 3) 

 

Dyskusja 

Zastosowanie BTZ u chorych ze szpiczakiem plazmocytowym stało się kamieniem 

milowym w leczeniu tego schorzenia, istotnie przyczyniając się do poprawy rokowania w 

tej grupie pacjentów. BTZ to pierwszy inhibitor proteasomu wprowadzony na rynek. Lek 

do dziś jest powszechnie wykorzystywany, będąc często podstawą wielu złożonych 

schematów terapeutycznych. Dlatego można przypuszczać, iż większość pacjentów 

chorych na MM była eksponowana na BTZ lub w dalszym ciągu jest nim leczona. Ze 

względu na dużą populację chorych, którzy mają lub będą mieć styczność z BTZ, niezwykle 

istotne jest szczegółowe poznanie patomechanizmu działania leku jak  

i zrozumienie zmian molekularnych przyczyniających się do wystąpienia lekooporności. 

Taka wiedza może przyczynić się do opracowania nowych schematów lekowych z 

wykorzystaniem BTZ, które będą cechować się większą skutecznością terapeutyczną oraz 

przyczynią się do późniejszego wystąpienia oporności na lek.   

Terapia BTZ charakteryzuje się wysoką skutecznością względem komórek szpiczaka 

plazmocytowego. Niemniej jednak, ekspozycja na lek jest istotnym bodźcem 

wywierającym na komórki nowotworowe silną presję środowiskową, co może skutkować 

selekcją klonów opornych. W dłuższej perspektywie, nadmierna selekcja oraz następcza 

proliferacja komórek mniej wrażliwych na BTZ może skutkować nawrotem lub progresją 

choroby.  

Wprowadzenie BTZ do otoczenia komórek MM jest istotną interferencją w środowisko 

nowotworu, mogącą w nich wywoływać zmiany epigenetyczne. Z jednej strony 

modyfikacje epigenetyczne mogą być elementem mechanizmu działania cząsteczki, z 

drugiej strony mogą leżeć u podstaw rozwoju lekooporności.  Dowiedziono, że zmiany 

m.in. w metylomie są istotnym aspektem mechanizmu działania cząsteczki, warunkującym 

jej cytotoksyczne właściwości. Dostępne badania wskazują, że BTZ indukuje globalny 
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spadek metylacji w komórkach nowotworowych (70). Poza globalną modyfikacją profilu 

metylacji, ekspozycja na BTZ skutkuje hipometylacją konkretnych genów, m.in. NOXA, 

będącego proapoptytycznym genem z rodziny Bcl-2 (71). Co więcej, wykazano, że NOXA 

jest kluczowy dla cytotoksycznej aktywności BTZ, a jego deplecja skutkowała spadkiem 

skuteczności leku i wystąpieniem oporności na terapię (71, 72). Dodatkowo, BTZ wpływa 

na aktywność deacetylaz histonowych (ang. histone deacetylases, HDACs). Precyzyjniej, 

BTZ powoduje supresję HDACs oraz hiperacetylację histonów, skutkującą śmiercią 

złośliwych plazmocytów. Powyższe zjawiska są najbardziej nasilone w stosunku do 

HDAC1. Co więcej, upregulacja HDAC1 skutkowała wystąpieniem oporności na lek (73). 

Powyższe przykłady wskazują, że zmiany epigenetyczne indukowane przez BTZ są 

istotnym aspektem mechanizmu działania cząsteczki oraz w pewnym stopniu warunkują jej 

cytotoksyczne właściwości. Niemniej jednak, ekspozycja na lek, pomimo początkowej  

i często długotrwałej skuteczności, przyczynia się do selekcji opornych klonów oraz 

nawrotu choroby. Wydaje się również słuszną hipoteza, że modyfikacje epigenetyczne, 

przynajmniej częściowo, przyczyniają się do wystąpienia lekooporności. Przykładowo, 

spadek ekspresji proteasomu, będącego punktem uchwytu leku, na skutek hipermetylacji 

promotora genu PSMD5 kodującego podjednostkę 19S skutkuje opornością na BTZ (74). 

Podobnie zmiany w profilu metylacji odpowiadają za wystąpienie oporności na BTZ 

również w komórkach neuroblastoma (75). Natomiast, hipermetylacja promotora genu 

kodującego CD9,  którego niska ekspresja jest związana z progresją nowotworów, skutkuje 

wystąpieniem oporności na BTZ w komórkach MM linii NCI-H929 (76).  

Oprócz zmian w metylomie, inne mechanizmy epigenetyczne, w tym przede 

wszystkim tzw. niekodujące RNA (ang. non-coding RNA, ncRNA) są zaangażowane 

zarówno w mediowanie cytotoksycznych właściwości cząsteczki, jak również w 

wystąpienie oporności na lek. Do ncRNA zaliczamy między innymi mikro RNA (miRNA), 

małe interferujące RNA (ang. small interfering RNA, siRNA), RNA oddziaływujące na 

białka piwi (ang. piwi-interacting RNA, piRNA), małe regulatorowe RNA (ang. small 

regulatory RNA, srRNA) oraz długie niekodujące RNA (ang. long non-coding RNA, 

lncRNA). ncRNA regulują ekspresję informacji genetycznej na etapie potranskrypcyjnym 

(77). Liczne badania wskazują, że ncRNA, zwłaszcza miRNA oraz lncRNA, są istotnym 

aspektem mechanizmu działania BTZ, działając z nim synergistycznie lub resensytyzując 

komórki MM na działanie leku (78–83). Z drugiej strony wykazano, że niektóre ncRNA 

wpływają na oporność na BTZ lub są związane z gorszą odpowiedzią na terapię (84–86).  
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Modyfikacje epigenetyczne są istotnym aspektem mechanizmu działania BTZ, jak 

również rozwoju jego lekooporności. Dlatego, cząsteczki interferujące w epigenetykę, takie 

jak inhibitory metylotransferazy DNA (ang. DNA methyltransferase, DNMT), do których 

należy azacytydyna (AZA) oraz decytabina (DAC), wydają się być obiecującym 

kierunkiem badań (51, 52, 87). 

W publikacji nr 2 będącej częścią niniejszej rozprawy doktorskiej wykazano, że 

AZA działa synergistyczne z BTZ. Co istotne, AZA powodowała istotny spadek proliferacji 

klonów opornych na BTZ. Wyniki analizy profilu metylacji wskazują, że AZA, podobnie 

jak sam BTZ (70), powoduje globalny spadek metylacji w komórkach nowotworowych, 

stąd zapewne ich wzajemny synergizm. Dodatkowo, poza globalnym spadkiem metylacji, 

który niejako warunkuje wrażliwość komórek nowotworowych na BTZ, kombinacja AZA 

z BTZ wywołuje zmiany w statusie metylacji poszczególnych genów w porównaniu do 

komórek opornych na BTZ. Szczególne znaczenie mają geny związane z onkogenezą, 

progresją nowotworu oraz lekoopornością. Przykładowo, po drugim pasażu komórek MM 

z BTZ i AZA wykazano różnice w statusie metylacji regionu „island” genu ORAI3, którego 

nadmierna ekspresja jest związana z opornością na chemioterapię, m.in. w raku piersi (88). 

Po trzecim pasażu ponownie zidentyfikowano hipometylację genu ORAI3 w komórkach 

MM inkubowanych z BTZ i AZA oraz hipermetylację w komórkach MM o fenotypie 

opornym na BTZ. Ponadto, zidentyfikowano różnice w statusie metylacji genu MIR21, 

który jest powiązany z opornością na leczenie w różnych nowotworach, takich jak rak 

jajnika (89) i rak nerki (90). Co więcej, metylacja regionu 5′UTR-opensea genu FBXW7 

istotnie różniła się między komórkami opornymi na BTZ a inkubowanymi jednocześnie z 

BTZ i AZA. Obecnie wiadomo, że gen FBXW7 jest związany z opornością na leczenie  

i odpowiedzią na chemioterapię w różnych nowotworach (91–93). Analiza GSEA wykazała 

statystycznie istotne różnice w kilku kluczowych procesach związanych z rozwojem 

oporności na BTZ. Spośród zidentyfikowanych procesów, najważniejszym wydaje się być 

splicing RNA. Splicing RNA odgrywa bardzo ważną rolę w rozwoju lekooporności. 

Tworzenie się nieprawidłowych wariantów lub zaburzenia maszynerii splicingowej mogą 

powodować rozwój lekooporności i sprzyjać rozwojowi nowotworu (94, 95). Znaczenie 

splicing RNA w kontekście rozwoju oporności na chemioterapię wykazano dotychczas w 

wielu chorobach nowotworowych, np. w przewlekłej białaczce szpikowej (96) oraz w raku 

piersi (97). Inne zespoły badawcze również wykazały, że inhibitory DNMT, takie jak AZA 

czy DAC, działają synergistycznie z BTZ oraz posiadają zdolność przywracania 

wrażliwości na lek w przypadku wystąpienia oporności (71, 98–102). 
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Jak wspomniano we wstępie, immunoterapia znajduje szerokie zastosowanie w 

terapii MM. W kontekście MM, przeciwciała monoklonalne anty-CD38 (daratumumab, 

izatuximab) (54) oraz IMiDs odgrywają dziś kluczową rolę.  

Podobnie VD oraz VK ze względu na swoje plejotropowe, w tym 

immunomodulujące działania (58) pretendują dziś do miana kluczowych cząsteczek w tzw. 

terapii adjuwantowej szpiczaka plazmocytowego. VD i VK, ze szczególnym 

uwzględnieniem VD, wykazują wiele tak zwanych „nieklasycznych działań”, które są 

przede wszystkim związane z modulacją układu odpornościowego (103). Obecność 

receptora dla VD (ang. vitamin D receptor, VDR) wykazano na licznych komórkach, 

zarówno zdrowych jak i nowotworowych (104). Dlatego hipoteza, że VD może wpływać 

na komórki złośliwe, interferując w progresję nowotworu, wydaje się uzasadniona. 

Rzeczywiście, istnieje wiele dowodów na to, że wzrost nowotworu złośliwego jest podatny 

na zahamowanie związane z działaniem VD. Przykładowo, Fife i współpracownicy zbadali 

wpływ VD na linię komórkową ludzkiego raka piersi MDA-MB-435, linię komórkową 

ludzkiego raka prostaty LNCaP oraz linię komórkową ludzkiego kostniakomięsaka U2OS. 

W badaniu wykazano, że VD hamuje proliferację i indukuje apoptozę we wszystkich trzech 

badanych liniach komórkowych (105). Działanie przeciwnowotworowe VD nie ogranicza 

się jedynie do guzów litych. Również wykazano jej korzystny wpływ na nowotwory 

hematologiczne, w tym MM. Pomimo, że większość dotychczas opublikowanych badań 

przeprowadzono w warunkach in vitro na liniach komórkowych MM, przyniosły one 

obiecujące i zachęcające wyniki. Według Buscha i współpracowników utrzymanie 

prawidłowego stężenia VD u pacjentów ze MM wydaje się mieć ogromne znaczenie, 

zwłaszcza u chorych leczonych IMiDs. Wspomniani badacze wykazali in vitro, że VD 

odgrywa kluczową rolę w przywracaniu  

i utrzymywaniu funkcji efektorowych makrofagów, a suplementacja VD w połączeniu z 

IMiDs może zwiększyć skuteczność terapeutyczną przeciwciał anty-CD38 (106). Jak każde 

badanie in vitro, doniesienie to wymaga weryfikacji i oceny skuteczności w badaniach 

klinicznych. VD stosowana samodzielnie oraz w połączeniu z VK ma zdolność do 

hamowania potencjału proliferacyjnego komórek MM in vitro (59). Oprócz samej VD 

również jej analogi, takie jak EB1089, wykazują działanie cytotoksyczne względem 

komórek MM. Co jest istotne, EB1089 nie wywołuje działań niepożądanych związanych z 

hiperkalcemią (107–109). Stąd, mając na uwadze obiecujące rezultaty in vitro, istnieje pilna 

potrzeba weryfikacji tych rezultatów w warunkach klinicznych. 
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W publikacji nr 3 poddano ocenie efekt suplementacji VD i VK na zmiany 

epigenetyczne wpływające na potencjał proliferacyjny komórek MM. W niniejszej 

publikacji wykazaliśmy globalny wzrost poziomu metylacji w komórkach MM, zarówno 

kontrolnych jak i opornych na BTZ, inkubowanych z samą VD jak również w połączniu z 

VK. Poza globalnymi zmianami w metylomie, zidentyfikowaliśmy geny o istotnie 

zmienionych poziomach metylacji, które są związane z onkogenezą oraz progresją 

nowotworów. Na przykład, w kontrolnych komórkach MM U266 inkubowanych wyłącznie 

z VD obserwowano wzrost poziomu metylacji genów NTN1 i MYH10. Geny te biorą udział 

w rozwoju oraz progresji różnych nowotworów, w tym nowotworów hematologicznych 

(66–68). Podobnie, w komórkach opornych na BTZ zaobserwowaliśmy hipermetylację 

genu ARHGAP26, który bierze udział w kancerogenezie oraz progresji ludzkich 

nowotworów. Warto jednak nadmienić, że w różnych typach nowotworów związek 

ekspresji ARHGAP26 z onkogenezą lub progresją guza jest odmienny. Na przykład Qian  

i in. wykazali, że hipermetylacja ARHGAP26 powoduje zmniejszoną ekspresję genu, co 

może być wczesnym zdarzeniem w patogenezie AML. Podobne zależności zaobserwowali 

Bojesen i wsp. (110, 111). Z drugiej strony, Li i współpracownicy wykazali wzrost ekspresji 

ARHGAP26 w raku prostaty (112). W przypadku genu BAMBI, zarówno jego zmniejszona 

jak i zwiększona ekspresja, wiążą się z rozwojem i progresją nowotworów (63, 113). 

Natomiast, niska ekspresja genu CLEC12B jest związana rozwojem i progresją 

nowotworów (64, 65), co również znalazło odzwierciedlenie w naszych wynikach. W 

komórkach MM, kontrolnych oraz opornych na BTZ, ekspresja tego genu jest niższa niż w 

komórkach inkubowanych z VD i VK.  

Podsumowując, VD oraz VK zmniejszają potencjał proliferacyjny komórek MM. 

Powyższy efekt jest przynajmniej częściowo warunkowany zmianami w metylomie 

indukowanymi przez witaminy. Zmiany w poziomie metylacji są widoczne w skali całego 

genomu, jak również dotyczą genów, które są związane z onkogenezą i progresją 

nowotworów.  

 

Wnioski 

1. Modyfikacje epigenetyczne, takie jak zmiany w profilu metylacji, ncRNA oraz 

modyfikacje histonów, są istotnym aspektem mechanizmu działania BTZ.  

2. Cytotoksyczne właściwości cząsteczki BTZ są przede wszystkim związane z globalnym 

spadkiem metylacji w komórkach nowotworowych eksponowanych na lek. 
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Jednocześnie, rozwój oporność na BTZ jest również związana ze zmianami w 

metylomie.  

3. Zastosowanie inhibitorów metylacji, zwłaszcza AZA, w terapii MM ma podstawy 

patofizjologiczne. Po pierwsze, ze względu na działanie synergistyczne z BTZ, AZA 

może stać się składową schematów leczenia opartych o BTZ. Po drugie, AZA ma 

potencjał do resensytyzacji opornych komórek MM na BTZ oraz wykazuje działanie 

cytotoksyczne względem opornych klonów, co czyni ją potencjalnym kandydatem do 

zastosowania w kolejnych liniach leczenia.  

4. VD oraz VK ze względu na swoje plejotropowne działania związane z modulacją 

układu immunologicznego oraz wpływ na epigenetykę, mogą być wkrótce rutynowo 

wykorzystywane w ramach tzw. terapii adjuwantowej.  

5. Powyższe, obiecujące spostrzeżenia wymagają dalszej weryfikacji na alternatywnych 

liniach komórkowych MM oraz finalnie w modelu badania klinicznego. 
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1. Streszczenie w języku polskim  

Szpiczak plazmocytowy (MM) jest drugim co do częstości występowania nowotworem 

hematologicznym i stanowi około 10% wszystkich chorób rozrostowych układu 

krwiotwórczego. Pomimo istotnych postępów w terapii w ostatnich latach, wyniki leczenia MM 
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nadal pozostają niezadowalające. Zastosowanie inhibitorów proteasomów było jednym z 

ważniejszych kamieni milowych w leczeniu choroby. Pierwszą cząsteczką, w tej klasie leków, 

był bortezomib (BTZ). Cytotoksyczne działanie BTZ jest wynikiem hamowania proteasomów, 

co skutkuje późniejszą akumulacją nieprawidłowo sfałdowanych lub w inny sposób wadliwych 

białek. Poza głównymi mechanizmami działania, BTZ indukuje jednocześnie różne zmiany 

epigenetyczne w komórkach docelowych. Co ważne, zmiany epigenetyczne również 

pośredniczą w oporności na BTZ. Wystąpienie lekooporności ostatecznie prowadzi do progresji 

choroby i wiąże się z gorszym rokowaniem. 

Dlatego niezwykle istotne jest opracowanie i wdrożenie nowych terapii, w tym także 

adjuwantowych, które będą w stanie zadziałać prewencyjnie lub przezwyciężyć lekooporność. 

Niektóre leki wpływające na mechanizmy epigenetyczne, takie jak inhibitor metylacji, 5-Aza-

2′-deoksycytydyna (AZA), działają synergicznie z BTZ oraz mają potencjał przywracania 

wrażliwości na lek w opornych komórkach złośliwych. W pierwszej części niniejszej dysertacji 

badano wpływ in vitro AZA na potencjał proliferacyjny linii komórkowej MM i rozwój 

oporności na BTZ. Na podstawie analizy mikromacierzy metylacji wykazano, że zmiany w 

profilu metylacji DNA są powiązane z opornością na BTZ. Ponadto, traktowanie AZA komórek 

MM opornych na BTZ doprowadziło do uwrażliwienia tego fenotypu na działanie BTZ oraz 

wpłynęło hamująco na poziom proliferacji komórek.  

Aktualnie BTZ praktycznie nie jest stosowany w monoterapii MM. Zwykle podaje się go 

w skojarzeniu z innymi lekami, takimi jak glikokortykosteroidy, leki immunomodulujące oraz 

przeciwciała monoklonalne. Cząsteczki te biorą udział w interakcji z układem 

odpornościowym, przekierowując jego funkcje efektorowe do zwalczania komórek MM. 

Dlatego terapie adjuwantowe, współdziałające z układem odpornościowym, mogą być 

potencjalnie korzystne w terapii MM. Witamina 25(OH)D3 (VD) i K2MK7 (VK) wykazują 

wiele tak zwanych „nieklasycznych” działań, m.in. immunomodulujących oraz 

przeciwnowotworowych. W drugiej części pracy zbadano wpływ in vitro VD i VK na zmiany 

epigenetyczne związane z potencjałem proliferacyjnym komórek MM i rozwojem oporności na 

BTZ. Uzyskane wyniki wykazały, że rozwój oporności komórek MM na BTZ jest związany z 

globalnym spadkiem metylacji DNA w porównaniu z komórkami kontrolnymi. Przeciwnie, 

zarówno kontrolne komórki MM, jak i komórki MM oporne na BTZ, eksponowane na działanie 

samej VD oraz kombinacji VD i VK, wykazują globalny wzrost metylacji, co supresyjnie 

wpływa na potencjał proliferacyjny komórek MM. 

Podsumowując, zarówno AZA, jak i VD oraz VK w warunkach in vitro indukują 

występowanie zmian epigenetycznych, które hamują potencjał proliferacyjny złośliwych 
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komórek plazmatycznych, częściowo zapobiegają rozwojowi oporności na BTZ oraz 

uwrażliwiają fenotyp oporny komórek MM na działanie BTZ. Konieczne są jednak dalsze 

badania ex vivo oraz in vivo, aby uzyskane wyniki mogły stać się podstawą do sformułowania 

rekomendacji dotyczących rutynowego zastosowania AZA oraz terapii adjuwantowej w MM. 

 

2. Streszczenie w języku angielskim  

Multiple myeloma (MM) is the second most common hematological malignancy and 

accounts for approximately 10% of all cancers within hematopoietic system. Despite significant 

progress in therapy in recent years, the results of MM treatment remain unsatisfactory. The 

introduction of proteasome inhibitors was one of the most important milestones in the treatment 

of MM. The first molecule in this class of drugs was bortezomib (BTZ). The cytotoxic effects 

of BTZ are the result of proteasome inhibition, which results in the subsequent accumulation 

of misfolded or otherwise defective proteins. In addition to its main mechanisms of action, BTZ 

simultaneously induces various epigenetic changes in target cells. Importantly, epigenetic 

changes also mediate BTZ resistance. Drug resistance eventually leads to disease progression 

and is associated with worse clinical outcome. 

Therefore, it is crucial to develop and implement new therapies, including adjuvant ones 

that will be able to act preventively or overcome drug resistance. Some drugs that affect 

epigenetic mechanisms, such as the methylation inhibitor, 5-Aza-2′-deoxycytidine (AZA), act 

synergistically with BTZ and have the potential to restore drug sensitivity in resistant malignant 

cells. The first part of this dissertation examined the in vitro effect of AZA on the proliferative 

potential of the MM cell line and the development of resistance to BTZ. Methylation microarray 

analysis showed that changes in the DNA methylation profile are associated with BTZ 

resistance. Moreover, AZA treatment of BTZ-resistant MM cells led to sensitization of this 

phenotype to BTZ and subsequently reduced its proliferative potential.  

Currently, BTZ is practically not used in monotherapy of MM. It is usually administered in 

combination with other drugs such as glucocorticoids, immunomodulatory drugs and 

monoclonal antibodies. These molecules interact with the immune system, redirecting its 

effector functions to combat MM cells. Therefore, adjuvant therapies that interact with the 

immune system may be potentially beneficial in the treatment of MM. Vitamin 25(OH)D3 (VD) 

and vitamin K2MK7 (VK) have many so-called "non-classical" actions, including 

immunomodulatory and anticancer. In the second part of the study, the in vitro impact of VD 

and VK on epigenetic changes related to the proliferative potential of MM cells and the 
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development of resistance to BTZ was examined. The obtained results showed that the 

development of resistance of MM cells to BTZ is associated with a global decrease in DNA 

methylation compared to control cells. In contrast, both control MM cells and BTZ-resistant 

MM cells exposed to VD alone and a combination of VD and VK show a global increase in 

methylation, which suppresses the proliferative potential of MM cells. 

In conclusion, both AZA, VD and VK have the potential to induce in vitro epigenetic 

alterations that inhibit the proliferative potential of malignant plasma cells, partially prevent the 

development of resistance to BTZ and sensitize the resistant phenotype of MM cells to BTZ. 

However, further ex vivo and in vivo studies are necessary so that the obtained results can 

become the basis for formulating recommendations regarding the routine use of AZA and 

adjuvant therapy in MM. 
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